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L.- INTRODUCCION GENERAL




I. INTRODUCCION GENERAL

I.1.- Catecolaminas: propiedades, origen y metabolismo en el hombre

Las CAs (CAs) son 1,2-bencenodioles que presentan un grupo aminoetil en posicién
4. En la Tabla I.1 se muestran las estructuras y las constantes de protonacién de las siete
CAs que se estudian en la presente memoria. Estos compuestos son solidos blancos
ligeramente solubles en H,0, ficilmente solubles en disoluciones de 4cidos y de 4lcalis
débiles y practicamente insolubles en etanol, cloroformo y éter (1). Todos ellos son muy
sensibles al oxigeno atmosférico, oxidindose con facilidad a los correspondientes
aminocromos, especialmente en medio neutro o basico.

Las cuatro CAs de origen biol6gico son L-dopa (D), noradrenalina (NA), adrenalina
(A) y dopamina (DA). El L-dopa es el precursor bioldgico de las CAs en los organismos
vivos. En el sistema nervioso central, las neuronas producen dopamina y noradrenalina,
hormonas que actuan como neurotransmisores. La médula suprarrenal produce tanto
adrenalina como noradrenalina, siendo esta dltima .liberada por los nervios simpaticos
posganglionares. Las principales vias biosintéticas de las CAs se muestran en la Figura L.1.
El precursor aminoacidico de las CAs es la tirosina. La conversién de noradrenalina en
adrenalina se produce esencialmente en la médula suprarrenal (2).

El metabolismo de las CAs (2, 3) se muestra en la Figura 1.2. Existen dos enzimas
importantes en el metabolismo de las CAs: la monoamino-oxidasa (MAQ), que es la enzima
responsable de la oxidacion desaminativa, y la catecol-o-metil-transferasa (COMT), que es
responsable de la o-metilacién. La COMT es responsable de la\inactivacién de las CAs
circulantes, mientras que se considera que la MAO desempeiia un papel destacado en la
regulacién del exceso de CAs. El principal producto terminal del metabolismo de la
adrenalina y la noradrenalina es el 4cido vaniliimandélico (AVM). Otros metabolitos
urinarios de las CAs son la metanefrina y la normetanefrina. Los derivados de la
dopamina generan 4cido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAc) y 4cido 3-metoxi-4-
hidroxifenilacético (4cido homovanilico, AVH). El metabolito 3- metoxi-4-
hidroxifeniletilenglicol (MPHG), que también aparece en la orina, aparentemente deriva de

las CAs cerebrales. Por otra parte, también se eliminan por la orina pequefias cantidades de



Tabla Estructura y constantes de protonacion de las CAs (I =0.1 M, 25 °C).
logkt 13.4
logk2 9.7
L-Dopa logk3 8.7
HO C N —ch2chco2h 10gk4 23
NH-
HO
OH logk, 12.0
Noradrenalina wo | Y - I N logk2 9.8
logk3 8.6
OH
oH logk, 12.0
Adrenalina HO cheh2nkch3 logk2 10.2
o logk3 8.7
OH
. HO CH2CH2NH2 logk, 13.0
Dopamina logk, 9.9
%)0 1°gk3 8.7
logk, 12.0
logk2 10.6
2-Metil-L-dopa CHw-C--COOH logk3 9.2
1°gk4 2.2

S o logk,  12.0
ogk, )
Isoprenalina ho -r chch2hhch(ch3)?2 logk, 10.1

logk3 8.6
OH

I N TA
Adrenalona HO—7" y —coa’™vaai

HO



adrenalina, noradrenalina, dopamina y L-dopa, en forma libre y conjugada con sulfato o
como glucurdnidos (3).

El resto de las CAs de la Tabla 1.1, 2-metil-L-dopa (MD), adrenalona (AO), e
isoprenalina (ISO), son de origen sintético. El 2-metil-L-dopa y la isoprenalina tienen
diversas aplicaciones farmacologicas. La adrenalona se utiliza en la industria como precursor

en la sintesis de adrenalina (1).

Tlroalna ;
Hldroxllaaa
H—COOH CH—COOH
NH?2
Tlrosina DOPA
Descarboxllasa
Dopamina N-Matll
fi-Hldroxllaaa Tranaferaaa*
HCOH HCOH
NH-CHj.
Oopamlna Noradrenalina Adrenalina

F'wura. Biosintesis de las CAs.
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Fisura 1.2.- Metabolismo de las CAs.
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I[.2.- Determinacion de CAs en fluidos biolégicos por HPLC

La determinacién individual de CAs en fluidos biologicos requiere el uso de una
técnica de separacion selectiva, y de técnicas de deteccion muy sensibles. La cromatografia
liquida de alta eficacia (HPLC) con deteccién fluorimétrica o electroquimica es la técnica
analitica mas utilizada actualmente. Los mecanismos de retenciéon utilizados incluyen
intercambio i6nico, fase reversa y fase reversa con pares idnicos.

Con deteccion fluorimétrica, en general se utiliza derivatizaciéon precolumna o
postcolumna, puesto que la fluorescencia nativa es débil. La deteccion fluorimétrica es mas
selectiva que la electroquimica, en consecuencia, los cromatogramas que se obtienen son
menos complicados y normalmente se requiere un tratamiento mas sencillo de la muestra. Sin
embargo, s6lo se pueden determinar algunas CAs o metabolitos concretos con cada uno de
los procedimientos de derivatizacion fluorogénica usuales.

El sistema de deteccion mas usado hoy en dia es el electroquimico, que se caracteriza
por ser muy sensible y poco selectivo. Debido a la baja selectividad, es posible Ia
determinacion simultanea de CAs y sus metabolitos en fluidos biolégicos, pero con muestras
tan complejas se hace necesaria una separacion previa de los analitos de la matriz, lo que se
traduce en un pretratamiento de las muestras mas complejo. En deteccion electroquimica,
cuando se aplica un potencial adecuado entre el electrodo de referencia y el electrodo de
trabajo, las CAs se oxidan a sus correspondientes ortoquinonas. La corriente anodica es
directamente proporcional a la concentracion de CA. Por lo general se utiliza un electrodo

de carbono vitreo. En medio acido la reaccién anodica es la siguiente:



Sin embargo, en medio bésico, segun indican Kissinger y col. (4) la base libre de la
alquilamina ataca al ntcleo aromdtico para dar un compuesto intermedio, el cual puede ser

también oxidado segin se muestra en la siguiente reaccidn:

Si esta adicion nucleofilica fuese suficientemente rapida, respecto al tiempo de residencia del
compuesto en la celda del detector, se obtendria una respuesta mas sensible que la obtenida
en medio acido. Sin embargo, ya que este efecto depende de la velocidad de la adicion
nucleofilica, en realidad la respuesta para la noradrenalina y la dopamina no aumenta
significativamente a pH 7.3. En consecuencia, la deteccidon electroquimica se realiza en
medio acido.

A continuaciéon se comentan algunos métodos cromatograficos seleccionados,

ordenados atendiendo al mecanismo de retencion, y dentro de éste, al modo de deteccion.

a) Cromatografia de intercambio i6nico

Deteccion electroquimica: Existen pocas referencias bibliograficas que utilicen la
deteccion electroquimica cuando la separacion de las CAs se realiza mediante cromatografia
de intercambio idnico, y ésta se ha aplicado generalmente a la determinacioén en extractos de
tejidos cerebrales. Asi, Saraswat y col. (5) determinan DA en este tipo de muestras utilizando
una fase estacionaria Zipax SCX y tampodn citrato-acetato de pH 5.1. El potencial aplicado

es +0.6 V.

Deteccion fluorimétrica: Cuando se utiliza deteccion fluorimétrica en cromatografia
de intercambio ionico se realiza derivatizacion postcolumna. Froehlich y col. (6) utilizan una
columna intercambiadora idnica fuerte Bondapak SCX, y como fase moévil un tampon citrico-
acético de pH 2.8 para separar NA, DA y D. La derivatizacién se realiza con o-ftaldehido-

mercaptoetanol (OPA-Me) a pH 10.2, que da lugar a la formacion de isoindoles Il-alquil-2-



tiosustituidos, altamente fluorescentes. Los limites de deteccion estdn entre 4 y 9 ng y la
reproducibilidad es del 8%. El método no permite la determinacién de A ya que la reaccién
de derivatizacion s6lo se produce con aminas primarias.

Seki (7) propone la formacién de un derivado fluorescente de la DA mediante
oxidacion de ésta en medio bédsico a 80 °C con K,Fe(CN), y en presencia de icido p-
aminobenzoico, para su determinacién en plasma. La DA es separada del plasma por
adsorcién en la resina intercambiadora catidnica Amberlita GC50 a pH 6.3, seguida de
elucién con disolucién de 4cido bérico. La separacién cromatografica se efectiia mediante una
columna de Amberlita IRC50, utilizando como fase mévil tampén succinato-borato a pH 6.3.
Los calibrados son lineales en el intervalo 0.05-100 ng.

Mori (8) determiné CAs en orina mediante la separacién de las mismas con una
columna Zipax SCX, tampén fosfato 0.04 M de pH 4.3 a 40 °C como fase mévil y
utilizando el método del trihidroxi-indol (THI) en la derivatizacién postcolumna. Las CAs
fueron separadas de la orina por extraccion con alimina. Las curvas de calibrado fueron'
lineales entre 0.5 y 50 ng para NA y A, y entre 0.02 y 0.5 ug para DA. La reproducibilidad
fue del 0.5% para NA y A, y del 4.8% para DA. También pueden determinarse A y NA por
inyeccion directa de orina centrifugada, utilizando una columna Hitachi gel 3011C, y como
fase mévil tampén citrico 0.075 M de pH 4.0 a 55 °C. En este iltimo caso la columna debe
acondicionarse previamente, para lo cual se utiliza la misma fase mévil anterior, modificada
por adicién de un 10% de acetonitrilo. Los calibrados son lineales entre 1 y 20 ng para NA,
y entre 0.5 y 10 ng para A, con una reproducibilidad del 1%. (8).

Honda y col. (9) determinan CAs en orina, previa extraccién con aliimina, utilizando
como fase estacionaria una columna Hitachi 3011C, y una mezcla de K,HPO, 0.05 M y
H,PO, 0.05 M a 45 °C como fase mévil. La derivatizacion postcolumna se realiza con 2-
cianoacetamida a 100 °C en tampén borato, para formar compuestos n-heterociclicos
fluorescentes. Los limites de deteccién son de 0.05, 0.02 y 0.015 ng para A, NA y DA,
respectivamente, y la reproducibilidad estd entre el 3% y el 6%.

Seki y col. (10-12) utilizan glicilglicina en medio bésico y en presencia de ferricianuro
y sulfato de zinc para la derivatizaciéon de las CAs. La reaccién tiene lugar a 90 °C,
formandose un derivado heterociclico fluorescente por condensacion del grupo oxo de las

"CAs oxidadas con el grupo amino de la glicilglicina. El método ha sido aplicado a la
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determinacion de CAs en orina previa separacion con Amberlita GC50, reteniéndolas a pH
6.5 con tamp6n fosfato y eluyendo con écido bérico 0.67 M. La separacién cromatografica
de las CAs se realizé con Amberlita IRC50 (10) o Asahipak ES-502C (11) utilizando como
fase movil una disolucién que contenia 4cido bérico 0.35 M, 4cido tartirico 0.12 M, y
EDTA 0.5 mM a 50 °C en el primer caso, y succinato sédico 0.05 M a pH 5.25 conteniendo
borato 0.015 M y EDTA 0.5 mM a 60 °C, en el segundo. Los limites de deteccién estin
entre 0.2 y 0.6 ng, y la reproducibilidad en torno al 3%.

Los mismos autores utilizaron inyeccién directa de orina en un sistema "column-
switching” y derivatizacion postcolumna con glicilglicina. El sistema estaba formado por una
columna Asahipak ES-502N conectada en serie a una columna cromatografica Asahipak ES-
502C. La separacion tiene lugar a 30 °C utilizando como fase mévil tampén succcinato-
borato de pH 6.7 conteniendo EDTA 0.5 mN. La muestra de orina, diluida de 5 a 20 veces,
se inyecta directamente en la primera columna, donde permanece 53 min. Seguidamente se
deja pasar fase mévil por ambas columnas durante 10 min antes de volver a inyectar la orina
en la primera columna. Los limites de deteccién son de 0.9 ng para NA y A, y de 3.8 ng
para DA, y la reproducibilidad estd entre el 1 y el 3% (12).

b) Cromatografia en fase reversa

Deteccién electroquimica: Cuando se utiliza deteccién electroquimica, debido a los
bajos factores de capacidad que se obtienen para NA y A, y a las complicadas cabezas de
cromatograma que resultan para las muestras de fluidos biologicos, es necesario realizar un
complejo pretratamiento de las muestras en varias etapas.

Benedict (13) determina CAs en orina y plasma, utilizando como fase estacionaria una
columna capilar (minibore) formada por una columna C,; de 3 cm, acoplada a una columna
C, de 22 cm, y como fase mévil tampén citrato-acetato de pH 2.3. El potencial aplicado es
+0.7 V. La extraccion se realiza en dos etapas. En la primera se pasan las CAs en medio
acido a través de dos columnas de extraccién en fase sélida, con fases C, y SCX acopladas.
La fase SCX retiene los urocromos catiénicos y la C, los hidrofébicos. Seguidamente se
ajusta el pH a 7.5 con Tris y se pasa a través de una columna de fenilborato, eluyendo con

HCl 0.1 N. El plasma, preViaxﬁente desproteinizado se pasa directamente a través de la
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columna de fenilborato. Los calibrados son lineales entre 20 pg y 50 ng, y la
reproducibilidad esta entre el 8 y el 12%.

Weicker (14) determina CAs libres y sulfoconjugadas en muestras de orina y plasma.
Las CAs se separan de la orina en dos etapas, utilizando una resina de intercambio i6nico
Bio-Rex 70 en la primera, y adsorcién sobre alimina en la segunda. Las CAs plasmaiticas
se adsorben directamente sobre alimina. Las CAs sulfoconjugadas se hidrolizan previamente
tratindolas a 37 °C con arilsulfatasa V1. La separacién cromatogréfica se realiza con una
columna C,; utilizando como fase mévil un tampén Tris de pH 8.7 conteniendo EDTA. El

potencial aplicado para la deteccién es de + 0.7 V.

Deteccién fluorimétrica: En cromatografia de fase reversa, la deteccién fluorimétrica
es la més utilizada, y generalmente se realiza derivatizacién precolumna. Tsuchiya y col. (15)
adsorben las CAs sobre alimina con tampén Tris de pH 8.6, las dansilan en la misma fase
sélida durante 30 min a temperatura ambiente y eluyen los productos fluorescentes en medio‘
dcido. La separacién cromatografica se realiza a 50 °C con una columna Lichrosorb RP-18,
y utilizando como fase mévil una mezcla acetonitrilo-dcido acético-agua (30:5:65 v/v). La
respuesta es lineal de 2 a 90 ng y el limite de deteccion es de 0.2 ng.

En la bibliografia aparecen diversos métodos en los que se ha utilizado la
derivatizacion precolumna con o-ftaldehido-mercaptoetanol (OPA-ME) y posteriof separacion
por fase reversa de los productos fluorescentes. Davis (16) determina NA, DA y otras aminas
primarias en suero y orina. Las muestras, previamente desproteinizadas, se derivatizan a pH
10.4 y los productos fluorescentes se extraen en acetato de etilo. La separacion
cromatografica se realiza sobre una columna uBondapak phenyl/porasil, con una fase mévil
tamp6n fosfato de pH 5.1, al que se aplica un gradiente de metanol o acetonitrilo. Los
calibrados son lineales de 200 pg a 50 ng y la reproducibilidad es del 6%.

Todoriki y col. (17) retienen las CAs de extractos de cerebro de rata en alimina a pH
8.6, y las derivatizan con OPA-ME en la misma fase sélida, eluyendo los derivados
fluorescentes con acético 0.4 M en etanol. La separacion cromatogréfica se hace a 50 °C con
una columna Lichrosorb RP-18, utilizando como fase moévil acetonitrilo-tampén
monocloroacetato de pH 2.5 (35:65 v/v). Como detector se emplea un fluorimetro equipado
con un laser de Ar* como fuente de excitacién a 351 y 363 nm, con una potencia de 15 mW.

Los limites de detecci6n son de 5 pg para NA y de 16 pg para DA.
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Nozaki y Ohba (18) proponen un sistema "on line" para determinar CAs en orina. La
extraccion y la derivatizaciéon con OPA-ME tienen lugar en una misma etapa. Las muestras
de orina, diluidas en tamp6n fosfato de pH 8.4, son simultineamente extraidas vy
derivatizadas en una columna de gel de dcido bérico a pH 11, con una fase mévil que
contiene OPA y ME. Los derivados son eluidos y separados mediante una segunda columna
ODS-4PW, utilizando una fase mévil 10 mM biftalato potisico-acetonitrilo-tetrahidrofurano-
acido fosférico (280:120:20:0.33 v/v). Los limites de deteccion son de 0.2 y 20 ng para NA
y DA, respectivamente, y la reproducibilidad es del 3.5%.

La 1,2-difeniletilendiamina reacciona con las CAs en presencia de K;Fe(CN)s a pH
6.5-7 y a 37 °C para formar productos altamente fluorescentes (19). Los limites de deteccién
estin entre 0.3 y 0.5 pg. Esta reaccion se ha empleado como método de derivatizacién
precolumna para la determinacion de CAs en plasma y orina. Las CAs se separan
previamente de la matriz de la orina o plasma mediante extraccion liquido-liquido utilizando
tampén amonio-amoniaco de pH 8.6, conteniendo 2% de complejo difenilborato-
etilendiamina y 0.5% de EDTA como fase acuosa, y heptano-cloroformo (4:1) conteniendo
0.5% de bromuro de tetraoctilamonio como fase orgdnica (20, 21). La separacion
cromatografica de los derivados fluorescentes se realiza bien con una columna I.P. SGX C,,,
empleando como fase mévil 0.05 M acetona-50 mM é&cido citrico-1 mM K,HPO, (2:1:1 v/v)
(20), o bien con una columna MicroSpher C,; utilizando como fase mévil acetato sédico 1
M de pH 7-acetonitrilo-metanol (50:40:8 v/v) (21).

Nohta y col. (22) proponen la separacion de las CAs de orina o plasma mediante
adsorci6n sobre resina de intercambio catiénico Toyopak IC-SP S a pH 5.8 con tampdn
fosfato, seguida de elucién con 0.6 M KCI-MeCN (1:1 v/v) conteniendo K;Fe(CN)4 0.6 M.
Las CAs son posteriormente derivatizadas con 1,2- difeniletilendiamina, y separadas
cromatogréaficamente sobre una columna TSK-gel ODS-120T, utilizando como fase mévil una
mezcla acetonitrilo-metanol-tampén Tris de pH 7 (5:1:4 v/v). Los mismos autores han
propuesto la derivatizacion directa de las CAs en la orina, sin eliminar previamente la matriz
(23).



13

c) Cromatografia en fase reversa con pares iénicos

Deteccifén electroquimica: La cromatografia de fase reversa de pares i6nicos con
deteccion electroquimica es el método mas utilizado hoy en dia para la determinacién de CAs
en muestras de fluidos biolégicos, sin embargo, debido a la complejidad de las matrices
bioldgicas, al envenenamiento de los electrodos, a la alta sensibilidad y a la baja selectividad
de este tipo de deteccién, los cromatogramas resultantes pueden ser muy complicados, siendo
necesaria una o varias etapas de pretratamiento de la muestra.

Generalmente se hace uso de adsorcién sobre alimina en medio bésico, selectiva para
el grupo catecol. Ademds, la facilidad de oxidacién de este grupo evita la interferencia de
muchos compuestos que se oxidan a potenciales més altos. Para muchos autores la extraccion
con alimina proporciona selectividad suficiente cuando se trata de muestras de tejidos
cerebrales, sin embargo, para matrices biolégicas mas complejas, como plasma y sobre todo
orina, se necesita normalmente una etapa previa adicional, en la que se utilizan columnas de
extraccién en fase sélida de intercambio catinico débilmente 4cidas (24-26), Cy; (27) 0
extraccion liquido-liquido (28-30).

Por otra parte, para confirmar la identidad de los picos, se han propuesto diversos
métodos. Por ejemplo, pueden obtenerse los voltamperogramas caracteristicos de cada soluto
inyectando varias réplicas y detectando a varios potenciales. Representando el cociente entre
la respuesta obtenida a cada potencial, y la respuesta méxima frente al potencial aplicado,
aparecen curvas sigmoidales caracteristicas de cada soluto que permiten caracterizar el pico
(31). La identificacién del pico también puede confirmarse por comparacién de los cocientes
corriente de oxidacién/corriente de reduccién obtenidos con los patrones, con los obtenidos
en los cromatogramas de plasma y orina (26, 30, 31). ‘

Rizzo y col. (32) han propuesto utilizar una matriz de electrodos constituida por
electrodos culombimétricos que operan a diferentes potenciales | generando muiltiples
cromatogramas. El cociente entre las alturas de pico obtenidas a distintos potenciales es
caracteristico de cada sustancia. Con este sistema es posible un examen general cualitativo
(screening) de CAs, metabolitos y otras sustancias de interés en muestras de fluidos

bioldgicos.
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Deteccién fluorimétrica: La detecci6n fluorimétrica en cromatografia de fase reversa
de pares i6nicos es menos utilizada que la electroquimica, ya que su aplicabilidad queda
restingida a algunas CAs, dependiendo de la reaccion de derivatizacién utilizada.

Anderson (33) y Said y col. (34) determinan CAs libres en orina utilizando la
fluorescencia nativa. Las CAs son separadas de la matriz mediante adsorcion sobre alimina
a pH 8.6 con tamp6n Tris. Anderson parte de 2 ml de muestra y eluye con 200 ul de HAc
IM, mientras que Said y col. parten de 4 ml, eluyendo con 1 ml de HCIO, 0.15 M.
Anderson separa cromatogrificamente las CAs mediante una fase estacionaria Ultrasphere
C,s, utilizando como fase mévil 27-30% acetonitrilo-70-73% tampén fosfato 0.1 M de pH
3.5 conteniendo 1 g/l de SDS y 25 mg/l de EDTA. Los limites de deteccién estdn entre 60
y 90 pg y los coeficientes de variacion entre el 3 y el 12%. Said y col. emplearon como fase
estacionaria una columna Nucleosil 100/C,;, y como fase mévii metanol-tampéri fosfato
0.075 M de pH 4 conteniendo 0.15 mM EDTA y 6 mM heptanosulfonato sédico (18:32,
v/v). Los limites de deteccién varian entre 0.17 y 0.46 ng, y los coeficientes de variacién
son inferiores al 10%.

Causon y Carruthers (35) determinan NA y A en muestras de tejidos cerebrales y en
orina mediante extraccién sobre alimina, utilizando el método del THI para la derivatizacién
postcolumna. La separacion se hace mediante una columna Hypersil ODS, utilizando como
fase mévil un tampén citrato-fosfato conteniendo acido octanosulfénico. El limite de
deteccion es de 10 pg.

Kamahori y col. (36) determinan CAs en plasma utilizando 1,2-difeniletilendiamina
para la derivatizacion precolumna. Utilizan un sistema "column switching", compuesto por
una precolumna de polimeros porosos con residuos de butilo y una columna ODS. Las CAs,
previamente complejadas en tamp6n borato, son derivatizadas y posferiormente retenidas en
la precolumna a pH 7.3. La elucién de los derivados fluorescentes de la primera columna,
y su posterior separacién cromatografica, se hace utilizando como fase mévil tampén borato

a pH 7.3 que contiene acetonitrilo, metanol y SDS.
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I.3.- Determinacion de CAs en preparados farmacéuticos

Los métodos més utilizados en la determinacion de CAs en preparados farmacéuticos
son los volumétricos, espectrofotométricos y HPLC. Dentro de los métodos volumétricos,

generalmente se utilizan valoraciones 4cido-base en medio acuoso y no acuoso (37, 38).

a) - Métodos espectrofotométricos

Existen una gran cantidad de métodos espectrofotométricos que han sido aplicados a
la determinacién de CAs en preparados farmacéuticos. Algunos de ellos se basan en la
medida directa de la absorbancia a 280 nm (38) y otros muchos en la derivatizacién
cromogénica. En muchos casos se hace uso de la oxidacién a aminocromos, habiéndose
empleado para ello diversos oxidantes como K;Fe(CN), (39), I, (40,41), NH,VO, (42),
Fe(III) (42), brbmamina T (43), resazurina (44) y 10, (45).

También se han propuesto otras reacciones cromogénicas. Asi por ejemplo Salem (46)
determiné metildopa y noradrenalina mediante oxidacién con vainillina en medio alcalino,
midiendo la absorbancia a 420 nm. El acop‘lamiento- oxidativo con aminofenoles se ha
utilizado para determinar diferentes CAs en preparados farmacéuticos (47-49). Las quinonas
halogenadas también dan lugar a acoplamiento oxidativo con las CAs. La reaccién ha sido
utilizada para determinar NA (50,51) y A e ISO (5§2) en preparados farmacéuticos. El
acoplamiento a pH 7.5 con p-fenilendiamina fue propuesto por Salem (53) para la
determinacién de A, NA, MD e ISO en preparados farmacéuticos.

La reaccion entre las quinonas formadas por oxidacion de 1a NA o del metildopa y
el p-dimetilaminoformaldehido o el p-metilaminocinamaldehido, da lﬁgm a iminas conjugadas
coloreadas, lo que se ha utilizado para la determinacién de estas CAs (54-56). La reduccion
de una sal de 2,3,5-trifeniltetrazolio por las CAs, y posterior medida del formazano formado
a 485 nm se ha empleado para la determinacién de A, NA y MD en diversos preparados
farmacéuticos (57,58).

La oxidacién con Fe(IIl) ofrece diferentes posibilidades para la determinacién
espectrofotométrica de las CAs. Ademis de poderse evaluar el aminocromo formado, es
posible evaluar el Fe(II) obtenido en la reaccién redox, complejéndolo con o-fenantrolina (59)

o con 2,4,6-tris(2-piridil-s-triazina) (60). Fujita y col. (61) proponen la reaccién que tiene
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lugar entre 1,2-difenoles, fenilfluorona y Fe(III) para la determinacién espectrofbtométrica
de difenoles, midiendo la absorbancia a 630 nm. Los autores aplicaron esta reaccién a la
determinacién de NA, D, ISO y MD en preparados farmacéuticos.

La p-benzoquinona, a temperatura ambiente y en medio agua/etanol, reacciona con
las CAs con formacién de derivados que absorben entre 485 y 500 nm. La reaccidn ha sido
aplicada a la determinacion de A, NA e ISO en preparados farmacéuticos (62). El 4cido
cloranilico forma con las CAs complejos de transferencia de carga que absorben a 325 nm,
lo que ha sido aplicado a la determinacién de CAs en preparados farmacéuticos (63). El
acoplamiento de compuestos fenélicos con sales de diazonio puede aplicarse a la
determinacién de las CAs, midiendo la absorbancia del azocolorante formado. Esta reaccién
ha sido aplicada a la determinacion de A, NA e ISO en preparados farmacéuticos (64).
También se han utilizado otros reactivos cromogénicos como NaNQ, (65), xantidrol (66),

resorcinol (67) y benzoilhidrazina (68).

b) HPLC

En la U.S. Pharmacopeia XXII (38) aparecen diversos métodos para la determinacién
de CAs mediante HPLC y deteccién UV a 280 nm. Para ello se utiliza cromatografia de fase
reversa, con fases méviles acuosas tamponadas con fosfato a diferentes pHs, o hidroorgénicas
conteniendo metanol y tampoén fosfato, y cromatografia de pares idnicos.

Allgire y col. (69) determinan D- y L-adrenalina en anestésicos locales. Para ello,
separan la A mediante extraccién en fase sdlida con cartuchos Sep-Pack C,4, la derivatizan
con isotiocianato de 2,3,4,6-tetra-o-acetil-3-D-glucopiranosilo, y separan los derivados
cromatogrificamente utilizando una fase estacionaria Lichrosorb R‘P—.18 y una fase mdvil
conteniendo tampén fosfato de pH 2.9 y metanol (0.675:0.325).

Scott y col. (70) determinan D- y L-adrenalina en soluciones oftdlmicas. Utilizan una
columna Spherisorb ODS, y una fase mévil conteniendo tampdn fosfato de pH 4 con
heptanosulfonato sédico 0.14 M/acetonitrilo (97/3). La deteccion de los enantiOmeros se
realiza simultineamente con un detector espectrofotométrico, a 250 nm, y un polarimetro
modificado, a 303 nm. '

Subrt y col. (71) determinan A en soluciones e inyectables mediante cromatografia

de pares i6nicos y deteccién UV a 280 nm y electroquimica. Como fase estacionaria utilizan
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una columna C,; y como fase mévil una mezcla agua/acetonitrilo/dodecilsulfatb s6dico 0.01
M/HCIOQ, (500:400:100:0.10). También mediante cromatografia de pares i6nicos, y deteccién
UV a 220 nm, Smela y col. (72) determinan NA, A, ISO y otros firmacos simpatomiméticos
en preparados farmacéuticos. Como fase estacionaria emplean una columna Partisil-5 ODS-3,
y como fase mévil 1-octanosulfonato sédico 0.01 M en 4cido acético 0.2 %/metanol (70:30).

Los limites de deteccion son del orden de 30-60 ng y la reproducibilidad est4 préxima al 1%.

I.4.- Espectroscopia de lente térmica

a) - Espectroscopias fototérmicas

La radiacion laser, caracterizada por su elevada potencia, direccionabilidad,
monocromaticidad, coherencia espacial y temporal, permite obtener nueva informacioén
espectroscopica, la cual es muy dificil o imposible de obtener con las fuentes de radiacion
clasicas. Se han ido desarrollando diversas técnicas analiticas basadas en el uso del laser,
entre ellas, en este trabajo se utiliza la espectroscopia fototérmica (EFT).

La espectroscopia fototérmica estd basada en el efecto fototérmico, originado por la
absorcién de radiacién laser. Cuando un haz laser es absorbido por una muestra, la relajacién
no radiante de las especies excitadas da lugar a un gradiente térmico en torno a la regién
iluminada, que a su vez origina gradientes de otras propiedades fisicas, como la densidad y
el indice de refraccién. Concretamente la presencia de un gradiente de indice de refraccion
permite considerar la porcién de muestra iluminada y su entorno como un elemento 6ptico.
Las propiedades opticas de este elemento (distancia focal en lentes,1 espaciado de los nodos
'en redes de difraccion, etc.) dependen de la intensidad del gradiente, la cual a su vez es
proporcional a la cantidad de energia absorbida y, por tanto, proporcional a la concentracién
de especies absorbentes. Esta iltima relacién posibilita el aprovechamiento analitico del
efecto fototérmico.

Las principales vemajas que ofrece la espectroscopia fototérmica frente a la
espectrofotometria son su alta sensibilidad, bajo ruido de fondo y resolucién espacial. Por
otra parte, las diversas variantes de la espectroscopia fototérmica posibilitan la medida de

absorbancias extremadamente bajas en gases, liquidos, superficies y s6lidos transparentes,
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pudiendo aplicarse a la resolucién de problemas analiticos muy diversos. Ademés en estas
técnicas es usual el utilizar volimenes de muestra del orden del ul.

Desde mediados de los afios 60 han ido apareciendo numerosas variantes de la
espectroscopia fototérmica basadas en la formacién de diferentes elementos Opticos
fototérmicos. Asi la formacién de una lente térmica ha dado lugar a la espectroscopia de
lente térmica (73), la de un prisma a la espectroscopia de deflexién térmica (74), la de una
red de difraccion a la espectroscopia de difraccion térmica (75), etc. Existen en la

bibliografia diversas revisiones acerca de estas técnicas y sus aplicaciones (76-83).

b) - Fundamento de la espectroscopia de lente térmica

La espectroscopia de lente térmica (ELT) en su variante de bomba-prueba utilizando
dos laseres, es probablemente una de las técnicas fototérmicas mas utilizadas. Otras variantes
son la de haces cruzados y la de bomba-prueba utilizando una sola fuente liser cuyo haz se
divide en dos. En la Figura 1.3 se esquematiza el funcionamiento de un espectrémetro de
lente térmica en configuracién de bomba-prueba de haces concéntricos. Uno de los dos haces,
"el haz de bombeo", es de mediana potencia (50-500 mW, si se utiliza un ldser continuo) y
de longitud de onda adecuada para ser absorbido por la muestra. Al ser absorbido crea el
efecto fototérmico. El otro haz, "el haz de prueba”, que se utiliza para medir la intensidad
del efecto, es de baja potencia (unos pocos mW) y preferiblemente no debe ser absorbido por
* la muestra.

En espectroscopia de lente térmica se utilizan laseres que operan en el modo TEM,,,
es decir que su perfil de intensidad es gaussiano, careciendo de nodqs..La absorcion del haz
de bombeo por la muestra genera un aumento de temperatura en la regiéﬁ iluminada, mayor
en el centro del haz que en las regiones externas, por lo que el elemento dptico asi formado
tiene forma de lente. En los disolventes mas usuales, el gradiente del indice de refraccion con
la temperatura es negativo, por ello la lente formada es divergente. Con el fin de que el
gradiente térmico tenga un valor miximo, el haz de bombeo debe ser enfocado en el
interior de la muestra. Como se muestra en la Figura 1.3, la cintura del haz de bombeo, es
situada por la lente L1 en el interior de la cubeta de la muestra.

Por su parte el haz de prueba debe presentar cierta convergencia o divergencia neta

antes de atravesar la lente térmica generada por el haz de bombeo. De este modo, la lente
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térmica provocard un efecto de enfoque o desenfoque del haz de prueba en el campo lejano.
Es usual colocar la cintura del haz de prueba antes de la muestra, observandose un maximo
desenfoque del haz cuando la cintura del mismo se sitGia a una distancia confocal de la
muestra. Esta funcion la desempefia la lente L2. Con ayuda del divisor de haz (D) se hacen
coincidir coaxialmente los haces a su paso por la muestra.

Después de la muestra, el filtro, F, elimina el haz de bombeo y deja pasar el de
prueba. El efecto de lente térmica, de aumentar la divergencia del haz de prueba, puede
observarse a simple vista sobre una pantalla situada en el campo lejano. La distorsion del
perfil de intensidad del haz de prueba puede medirse con un detector sensible a la intensidad.
Para ello puede utilizarse un fotodiodo frente al que se sitla una mascara de orificio

(pinhole), o una rendija horizontal.

oo«

PH

Fizura 1.3.- Fundamento de la espectroscopia de lente térmica. Configuracion bomba-prueba
de haces coaxiales. L = lente, D = divisor de haz, C = cubeta, F = filtro, pH = madscara
de orificio, FD = fotodiodo. Haces de bombeo y de prueba en trazo grueso y fino,

respectivamente.

Usualmente se modula el haz de bombeo mediante un obturador rotatorio, lo que da
lugar a una lente térmica pulsante que se crea y se disipa en cada ciclo, siendo por tanto el
haz de prueba enfocado y desenfocado por la lente térmica a la frecuencia de modulacion.

Ello permite tomar medidas repetidas de la intensidad del haz de prueba en presencia y
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ausencia de la lente térmica y promediar los resultados a lo largo de una serie de ciclos. En
el detector se produce una corriente alterna cuya amplitud, medida por un registrador X-
tiempo, un amplificador sincronico (lock-in) o por un sistema computerizado de adquisicidon

y tratamiento de datos, es proporcional a la concentracion de especies absorbentes.

¢) - Caracteristicas analiticas

En un espectrometro de lente térmica, la sefial es directamente proporcional a la

absorbancia y a un factor de amplificacion, E, que viene dado por:

£ 052 P @nsdn rj ji
|k

donde P y X son la potencia del haz de bombeo y la longitud de onda del haz de prueba,
respectivamente, dn/dT es la derivada del indice de refraccion del medio respecto a la
temperatura, y k es la conductividad térmica de la muestra (84). Se deduce la conveniencia
de usar un haz de bombeo de alta potencia para obtener elevadas sensibilidades.

En la practica, el campo de aplicaciones viene limitado por la necesidad de que la
absorbancia de los blancos sea muy baja. El limite absoluto viene condicionado por la
absorbancia intrinseca de los disolventes, constituida por sobretonos de vibracioén de enlaces
de orden superior. Finalmente, los otros parametros de la ecuacion anterior dependen de la
naturaleza del medio, siendo mas favorables para liquidos que para gases, y mas aun para
liquidos apolares que polares. En los extremos de la escala de sensibilidad, de menor a
mayor podrian citarse el agua y el tetracloruro de carbono, con valores de E entre 0.14 y 4.7
mW']l, respectivamente. Estos valores estdn expresados por mW dé potencia de bombeo y
para un haz de prueba de 632.8 nm, que es una de las lineas de emision del la mezcla He-Ne
(81). Los valores de sensibilidad en agua pueden mejorarse considerablemente por adicion
de otro disolvente como etanol o acetona. Resulta particularmente prometedor el uso de
fluidos supercriticos. Asi, para C02a 34°C y 77 atm, se tiene un valor de E de 790 mW 1
(a 632.8 nm) (78).

La combinacién de la elevada sensibilidad con un ruido de fondo muy bajo da lugar
a excelentes limites de deteccion que, expresados en absorbancias son del orden de 10'6en

agua y de hasta 108 en tetracloruro de carbono. Las curvas de calibrado presentan un
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intervalo dindmico que, cuando el blanco presenta una sefial y ruido de fondo muy bajos,

puede abarcar mas de tres Ordenes de magnitud.

d) - Aplicaciones analiticas

Hasta la fecha, el desarrollo de campos de aplicacidn especificos de la EFT ha venido
propiciado, principalmente, por su extrema sensibilidad. Pueden distinguirse dos tendencias:
la determinacion de especies fuertemente absorbentes a nivel de ultratrazas, y el estudio y
determinacion de especies débilmente absorbentes a niveles de concentracion relativamente
bajos.

El primero de estos campos ha sido el mis investigado, habiéndose descrito
procedimientos para la determinacion de ultratrazas de diversas especies tanto orginicas como
inorganicas. En estos procedimientos, la selectividad viene dada por medios quimicos,
fundamentalmente reacciones de complejacion y extraccién. En algunos casos favorables se
han alcanzado limites de deteccion del orden de los nanomoles por litro, que corresponde al

nivel de las partes por trillén (pg/ml).
- Determinacién de iones metalicos

Dovichi y col. (85) utilizaron un liser de He-Ne de 4 mW de potencia en una
configuracién de haz simple para la determinacién de trazas de Cu(ll) con EDTA. La
determinacion est basada en la formacién de un complejo débilmente coloreado (¢ = 47
1 mol™? cm“), que absorbe a 632.8 nm. Debido a la baja sensnbllldad obtenida en agua, la
determinacién se llevé a cabo utilizando una mezcla acetona-agua 3:1. De esta forma se
mejoré diez veces el limite de deteccién que, en términos absolutos, resultd ser de 3.3 ng
de Cu(Il).

En un estudio posterior, Mori y col. (86) mejoraron considerablemente estos
resultados. Para ello, utilizaron compuestos porfirinicos como ligandos coloreados para la
determinacién de CuII), ya que la absortividad molar de estos complejos es 1000 veces
superior a la del complejo de Cu-EDTA (e= 10°l mol™ cm™). Ademds los complejos pueden
extraerse en cloroformo, aumentindose con ello la selectividad y, especialmente, la

sensibilidad de las medidas fototérmicas.
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Los compuestos porfirinicos presentan una estrecha banda de absorcién sobre 420 nm,
longitud de onda que no coincide con las lineas de emisién del ldser de Ar*, por lo que
recurrieron a un laser de colorante pulsado de 1,4-bis-[2-(5-feniloxazolil)Jbenceno (A, = 417
nm), cuya potencia fue de 20 uJ/impulso, a 3 Hz de frecuencia. El laser de colorante se
bombed a su vez con un laser de nitrégeno que operaba a una potencia de 0.5 mJ/impulso.
Se utilizé un liser de He-Ne para proporcionar el haz de prueba en una configuracion
coaxial.

Los autores estudiaron la determinacion de Cu(II) en disolucién acuosa, basada en la
reaccién de intercambio idnico del sulfato de Pb(II)-tetrakis(4-N-metil-piridil) porfirin-tetra-p-
tolueno. El intervalo dindmico lineal se extendi6 hasta 2.4x10° M. Asimismo se estudi6 la
posibilidad de utilizar benceno como extractante, determinando el Cu(Il) por reaccién con
el sulfato dcido de meso-tetrafenil-porfirin-trisulfénico. Sin embargo, la seiial del blanco fue
muy elevada debido a la absorcién del benceno. El empleo de cloroformo como disolvente
mejoré el limite de deteccién de Cu(ll), que fue de 30 ppb, unas 30 veces inferior al
obtenido en el primer estudio.

La espectroscopia de lente térmica se ha aplicado también a la determinacién de
Fe(Il). Imasaka y col. (87) propusieron la determinacién de Fe(II) con 4,7-difenil-1,10-
fenantrolina (batofenantrolina) en disolucién acuosa a pH 6.5, utilizando una configuracién
de doble haz. El complejo formado absorbe a 535 nm (¢ = 2.23x10* | mol* cm™) y el
empleo de la espectroscopia de lente térmica supuso un aumento en la sensibilidad de 7.3
~ veces respecto a la espectrofotometria. El limite de deteccién obtenido correspondié a una
concentracion de Fe(Il) de 3x107 M.

Posteriormente estos mismos autores (88) mejoraron el procedimiento, incorporando
a la configuracién de doble haz (constituida por un ldser de Ar* a 160 mW como haz de
bombeo, y un liser de He-Ne como haz de prueba) un amplificador sincrénico que operaba
a una frecuencia de modulacion de 5-10 Hz. Con esta configuracién los autores propusieron
la determinacién de Fe(II) con batofenantrolina, tanto en agua como en cloroformo, en este
dltimo caso, previa formacién de un par iénico con cloruro de trioctilmetilamonio.

Utilizando 800 mW de potencia de bombeo, el aumento de sensibilidad respecto al
procedimiento espectrofotométrico convencional, fue de 70 veces en agua y 1200 veces en

cloroformo. El limite de deteccién correspondi6 a una concentracién de Fe(Il) de 2.9x10°
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M en agua y 2x10'° M en cloroformo. Se obtuvieron limites de deteccién similares utilizando
un sistema de deteccion de fila de diodos, para monitorizar el perfil del haz de prueba (89).
Por dltimo, se ha propuesto un procedimiento para la determinacién de Fe(II) con
1,10-fenantrolina en medio metanol-agua 1:1 mediante andlisis por inyeccién en flujo y
deteccién por espectrometria de lente térmica. El limite de deteccidn de hierro, utilizando una
celda de flujo de 1 cm de paso 6ptico y un volumen de inyeccién de 100 uL, resultd ser de
37 pg. Los autores indican que el andlisis por inyeccion en flujo minimiza los problemas de
inestabilidad fotoquimica de los analitos durante las medidas de lente térmica (90).

Ramis Ramos y col. (91) han estudiado la determinacién fototérmica de varios iones
metdlicos (Pb, Zn, Cd, Hg, Ag, Cu, Bi) con ditizona previa extraccién con CCl,, utilizando
una configuracion bomba-prueba de haces coaxiales. Las absortividades molares de los
ditizonatos metélicos se encuentran en el intervalo 3x10* - 9x10* 1 mol” cm™, presentando
un maximo de absorcion en la regién de emision del laser de Ar*. Se bombeé a una potencia
de 22 mW y se usé una frecuencia de modulaciéon de 2 Hz. Como haz de prueba se utilizé
un laser de He-Ne. ’

Se obtuvieron para todos los ditizonatos estudiados relaciones pricticamente lineales
entre la sefial analitica y la concentracion de metal. Los limites de deteccién encontrados para
la mayoria de los ditizonatos metélicos, calculados para una relacion sefial/ruido de 3, fueron
del orden de 0.01 ng/mL. Los valores correspondientes a extracciones independientes fueron
superiores, debido principalmente a que la ditizona se extrae en cloroformo al pH de trabajo,
contribuyendo a la absorbancia del blanco.

Una excepcidn la constituyé el cadmio, para el cual se obtuvieron limites de deteccion
extremadamente bajos, del orden de 0.008 ng/mi, lo que supone, si‘ asumimos un didmetro
del haz de 0.25 mm, un limite de deteccidon absoluto de 4 fg de cadmio. Los autores
atribuyen este valor a la despreciable extraccion de la ditizona y de ditizonatos de diversas
impurezas metilicas en el medio fuertemente basico (NaOH 5%) 6ptimo para la formacion
del ditizonato de cadmio, lo que hace que las lecturas del blanco sean extremadamente bajas.

Berthoud y col. (92) propusieron la determinacién de Pr** y Nd** en presencia de
carbonato sédico, utilizando un espectrometro de lente térmica diferencial en configuracion
coaxial. El sistema estd constituido por un liser de Ar* de onda continua que bombea un
laser de colorante, y dos cubetas, una de ellas situada antes de la cintura del haz de

prueba y la otra después. Se produce una respuesta diferencial colocando en la primera
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cubeta el blanco y en la segunda la muestra. La técnica permite la determinacién de Pr3* y

Nd** en el intervalo de 7x10° a 7x10° M, siendo los limites de deteccién para ambos, del
orden de 10° M.

- Determinacién de especies no metdlicas

Se ha utilizado también la espectrometria de lente térmica para la determinacidn de
especies no metélicas. Asi, se ha propuesto un procedimiento para la determinacién de nitrito
en medio acetona-agua 1:1, basado en la reaccién de diazotacién con dicloruro de N-naftil-
etilendiamonio (NED, reactivo de Bratton-Marshall) y sulfanilamida en medio 4cido
percldrico, utilizando una configuracién de haz simple con un liser de Ar* (514.5 nm),
operando a una potencia de 300 mW. El procedimiento permite la determinacién de nitrito
en el intervalo 0.2-50 nM. El limite de deteccién es unas 200 veces inferior al obtenido por
espectrofotometria (93).

En un experimento similar, utilizando un l4ser de colorante (a 600-800 nm), un laser
de Ar* como haz de bombeo primario y un liser de He-Ne como haz de prueba, se
determiné fésforo en agua de mar (94). El procedimiento estd basado en su reaccién con
molibdato aménico para formar azul de molibdeno. La medida se llevé a cabo en medio
acetona-agua 1:1. El procedimiento permite la deteccion de hasta 200 ppt de fésforo, siendo
el limite de deteccion de 13.9 pg/ml.

Posteriormente, Phillips y col. (95) estudiaron la influencia del efecto matriz en la
determinacion de fésforo en agua de mar mediante EFT. Para ello llevaron a cabo la
determinacién de f6sforo en una disolucion de NaCl 0.5 M segiin el procedimiento anterior,
encontrando que el efecto salino provoca un aumento en la seiial, p6r lo que se requiere la
preparacion de curvas de calibrado con matrices similares, o la aplicacién del método de
adicién estandar, para llevar a cabo la determinacion. Més recientemente, en experiencias
con lente térmica en las que la muestra se introducia en el seno de la cavidad resonante de
un laser, se pudo detectar fosforo a niveles de 0.4 nM, y arsénico a niveles de 1.3 nM (96).

Nakanishi y col. (97) construyeron un espectrometro de lente térmica utilizando un
laser semiconductor, que emite en el infrarrojo cercano (823.9 nm), y lo aplicaron al andlisis
de trazas de fosforo. La sensibilidad tedrica del instrumento utilizando una potencia de 10

mW, fue 61 veces mayor que la proporcionada por un espectrofotdmetro. En disolucion
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acuosa, por el procedimiento del azul de molibdeno, los limites de deteccién encontrados
fueron de 2.2 ppb y 0.7 ppb, utilizando la configuracién de haz simple y doble haz,
respectivamente. Cuando se realiz6 una extraccion con 2-butanol, se mejoré el limite de
deteccién obtenido por ambos procedimientos, siendo en ambos casos de 0.2 ppb. La
determinacién también se realiz6 después de una extraccion en cloroformo del par iénico
formado con zefiramina (sal de amonio cuaternaria de tetra-decil-dimetilbenceno), obteniendo
resultados similares.

La espectrometria de lente térmica se ha propuesto también para la determinacién de
formaldehido como contaminante atmosférico (98). El procedimiento esti basado en la
reaccién con el dcido cromotrdpico. Se estudiaron dos montajes: el monohaz con detector de
fotodiodo simple, y un sistema con dos haces que hace uso de un detector de fila de diodos.
Los intervalos dindmicos lineales fueron 1.5x107 - 50x107 M y 1.5x10® - 500x10® M,
respectivamente, y los limites de deteccion calculados como dos veces la desviacion estindar
del blanco fueron, para ambas configuraciones, de 2.2x10® M y 5.6x107 M,
respectivamente.

Los autores indican que estos procedimientos suponen una atractiva alternativa a la
cromatografia de gases y a la HPLC, ya que la determinacién de formaldehido mediante estas
técnicas requiere de 30 a 500 L de aire, con tiempos de muestreo de varias horas, mientras

que en EFT se requiere tan sélo un litro de aire para detectar 5 ug/L de formaldehido.

- Otras aplicaciones

Se ha estudiado la oxidacién enzimatica de la dopamina en condiciones analogas a las
del medio celular, utilizando un espectrometro de lente térmica de doBlc haz con amplificador
sincronico, pudiendo detectarse concentraciones de dopamina de 1 M por el método de
la pendiente inicial (99).

Se han estudiado los equilibrios de complejacién de U(VI) y otros actinidos como
Am(II), U(IV), Pu(IV) y Pu(V), con el ion carbonato, utilizando un ldser de colorante
pulsado como haz de bombeo, y un haz de He-Ne como haz de prueba (100,101). El limite
de deteccién correspondiente a la determinacién de complejos de carbonato con U(VI) fue

de 5x107 M. Las concentraciones limite para la especiacién de actinidos fueron varios
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6rdenes de magnitud inferiores a las obtenidas por espectrofotometria (¢ = 350 | mol™! cm™),
estando comprendidas entre 3 x 10%° y 2 x 10° M.

Finalmente, se han utilizado espectrémetros de lente térmica que permiten medir en
la region del infrarrojo. Asi, se ha llevado a cabo la determinacién de hidrocarburos en fase
condensada utilizando la linea de 3.39 um de un ldser de He-Ne, con un limite de deteccién
absoluto de 8 ng de trimetilpentano (102).

En conclusién podemos decir que la EFT ha abierto nuevas perspectivas en el campo
de la absorciometria molecular. Es de prever una mayor popularizacién de estas técnicas a
medida que sigan desarrolldndose aplicaciones especificas y también, a medida que se
produzcan nuevos avances en la tecnologia del ldser. En buena medida, el desarrollo de las
técnicas basadas en laseres de cierta potencia estd condicionado por el alto precio, bajo
rendimiento (y por tanto, elevado consumo) y excesivo tamafio de los mismos. Sin embargo,
la tecnologia del lidser es un campo de investigacién muy activo, en el que aparecen
continuamente interesantes innovaciones. La reciente aparicién del oscilador paramétrico
optico (OPO), con posibilidad de realizar barridos con radiacién laser de alta potencia

(rendimiento energético del 20%) entre 200 y 3000 nm abre nuevas y excitantes perspectivas.

I.5.- Cromatografia liquida micelar

La cromatografia liquida micelar (CLM) constituye una alternativa a la cromatografia
* liquida en fase reversa convencional (RPLC), y a la cromatografia en fase reversa de pares
i6nicos (RP-IP). En CLM se utilizan como fases méviles disoluciones de tensioactivos en
concentraciones superiores a la concentracién micelar critica (cmq), en lugar de mezclas
hidroorgénicas (103-106), como en la cromatografia en fase reversa coxivencional, o en lugar
de disoluciones de tensioactivos en concentraciones inferiores a la cmc, como en RP-IP.
Las micelas no son sistemas estdticos, ya que se encuentran en equilibrio con los
monémeros de tensioactivo que existen en disolucién en concentracidn igual a la cmc. Las
fases estacionarias de silice enlazada a cadenas alquilicas (C,, C;3 y C,;5) pueden adsorber
tensioactivo, quedando - su supérﬁcie modificada. Todos los tensioactivos pueden ser
adsorbidos hidrof6bicamente, y los tensioactivos catiénicos pueden ser adsorbidos
silanofilicamente (107). En la adsorcién hidrofébica, la cola apolar del tensioactivo es

adsorbida, mientras que la cabeza polar y/o cargada se encuentra en contacto con la
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disolucién polar. En el caso de tensioactivos i6nicos, la fase estacionaria adquiriré capacidad
de intercambio i6nico con los solutos cargados. En la adsorcién silanofilica, la cabeza
cargada del tensioactivo catidnico es adsorbida por los grupos silanol de la fase estacionaria,
lo que dard a ésta un caracter méas hidrofébico. Para muchos tensioactivos y fases
estacionarias, la cantidad de tensioactivo adsorbida una vez equilibrada la fase estacionaria,
es independiente de la concentracién de tensioactivo si ésta es superior a la cmc (108,109).

La CLM es mucho mas compleja que la cromatografia en fase reversa tradicional y
que la de pares ionicos. En RP-IP, aunque el tensioactivo se absorbe también sobre la fase
estacionaria, confiriéndole capacidad de intercambio iénico, sin embargo en la fase mévil no
existen micelas. En cromatografia micelar son posibles un gran niimero de interacciones de
tipo electrostético, hidrofébico y estérico, tanto con la fase mévil micelar como con la fase
estacionaria modificada, que posibilitan la separacidon cromatografica de pricticamente

cualquier tipo de solutos (110).

a) - Reparto de los solutos

Para explicar el comportamiento cromatogréfica-de un soluto cuando se utilizan fases
moviles micelares, Armstrong y Nome (111) propusieron un modelo de tres fases (fase
estacionaria y pseudofases acuosa y micelar). Los solutos pueden repartirse no sélo entre el
agua y la fase estacionaria, sino también en la fase movil entre el agua'y la micela,
dependiendo la elucién de los solutos de tres coeficientes de reparto: El coeficiente de reparto
del soluto entre la fase estacionaria y el agua (Pgy,), entre la fase estacionaria y la pseudofase
micelar (Pg,), y entre la pseudofase micelar y la pseudofase acuosa (Pyw).

Armstrong y Nome (111), y posteriormente Arunyanarf‘ y- Cline Love (112),
propusieron varios modelos para describir los cambios de retencion a diferentes

concentraciones micelares. Las ecuaciones pueden ser reescritas de la siguiente forma:

1 Koy 1
1 _ . 1.2
kK’ @Ps,,[M] ®Pg, (1.2}

donde k’ es el factor de capacidad, [M] es la concentracién de tensioactivo menos la cmc,
& es el cociente entre el volumen de fase estacionaria (V) y el volumen de fase mévil (V)

en la columna, y K,y es la constante de asociacién soluto-micela (113). La representacion
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de 1/k’vs [M] da lugar a una linea recta, de cuya ordenada en el origen y de su pendiente
pueden obtenerse respectivamente ®Pgy y K,y. La Ecuacién [[.2] puede emplearse para
describir la retencion de solutos polares, apolares e idnicos cuando se cromatografian con
tensioactivos anidnicos, catiénicos o no idnicos (110,114).

La determinacion de Pgy requiere el conocimiento previo de Vs, el cual no es facil
de determinar. Normalmente se toma como valor de Vj la diferencia entre el volumen de la
columna vacia y el volumen muerto de la misma, pero esta diferencia da una sobreestimacién
de Vj, ya que incluye el volumen total ocupado por las particulas de silice en lugar del
volumen verdadero de la fase estacionaria. Dicho valor de V; originar4 valores de Pgy con
un error sistemético significativo, por ello, para calcular Vs deben emplearse procedimientos

que excluyan el volumen del material soporte de la fase estacionaria (115).

b) - Interacciones electrostiticas e hidrofébicas y su influencia sobre la retencién

La naturaleza no homogénea de la fase mdvil micelar y de las mismas micelas crea
una situacion tnica, en la que diferentes solutos pueden estar sometidos a microentornos de
diferentes polaridades en una determinada fase mévil. La retencién del soluto depende del
tipo de interaccion con la micela y con la fase estacionaria modificada. Como se esquematiza
en la Figura 1.4, los solutos no polares s6lo pueden experimentar interacciones hidrbfébicas
(Figura 1.4a), pero para los solutos cargados pueden presentarse dos situaciones: que el
soluto posea la misma carga que el tensioactivo (Figura 1.4b), o que su carga sea opuesta
(Figura I.4c). |

La primera situacion se encuentra cuando se cromatografian aniones con tensioactivos
aniénicos, o cationes con tensioactivos catidnicos. Las interacciones répﬁlsivas entre la micela
cargada y el soluto, en la mayoria de los casos no afectan notablemente a la retencidn, sin
embargo, la repulsion de los solutos por la fase estacionaria provoca una disminucion de la
retencién, y cabria esperar que éstos eluyeran con el volumen muerto. Sin embargo, los
solutos pueden ser retenidos por la fase estacionaria si existen interacciones hidrofébicas, por

ejemplo, los iones fenolato y el 2-naftolato pueden ser retenidos utilizando SDS.
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Fisura 1.4.- Interacciones soluto-micela y soluto-fase estacionaria. (-») Interacciones
hidrofébicas, (=¥) interacciones electrostaticas de un tensioactivo anidénico con diversos

solutos: (a) apolares, (b) anidénicos, (c) catidnicos.

La segunda situacion se tiene cuando se cromatografia un soluto con un tensioactivo
de carga opuesta. La atraccion electrostatica por la micela se complementa con la interaccion
hidrofébica, y los solutos pueden pasar mas tiempo en la fase movil, disminuyendo su
retencion. Sin embargo, las interacciones electrostaticas con la fase estacionaria contribuirdn
a incrementar la retencion, lo que competirda con las interacciones soluto-micela. Asi por
ejemplo, los iones fenolato y 2-naftolato son mucho mas retenidos por una columna CI

utilizando DTAB (tensioactivo catiénico) que utilizando SDS (116).
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c)- Compuestos asociados, no asociados y repelidos

Armstrong y Stine (117) clasificaron los solutos en tres categorias segiin su
comportamiento frente a una fase mévil micelar. En primer lugar, los compuestos asociados
son aquellos que resultan menos retenidos al aumentar la concentracion de micelas en la fase
mévil, correspondiéndoles un valor de K,y > 0. En segundo lugar, se encuentran los
compuestos no asociados, para los que la retencién no es afectada por la concentracién de
micelas en la fase mévil. Para estos compuestos, el valor de K,y serfa 0. Finalmente, para
los compuestos repelidos la retencién se incrementa cuando aumenta el nimero de micelas
en la fase moévil, y por tanto K,y < 0. Este caso ocurre cuando el compuesto es fuertemente
excluido o repelido por la micela.

Se han encontrado valores altos de K,y cuando los solutos interaccionan
electrostaticamente con las micelas de carga opuesta, como ocurre con el idcido benzoico con
las micelas de CTAB, o cuando existe co-micelizacién, como por ejemplo cuando se
cromatografia un tensioactivo catiénico como el bromuro de benciltrimetilamonio con una
fase mévil de SDS (110). Puede llamar la atencién que se obtengan valores de K,
negativos, sin embargo éstos valores son reproducibles, y asi como los compuestos asociados
tienen una constante de asociacion positiva caracteristica, los compuestos que son repelidos
por la micela pueden tener una constante negativa caracteristica (117).

Los compuestos que se han descrito como repelidos por las micelas de los
tensioactivos i6nicos presentan carga del mismo signo a la del tensioactivo, y no se ha
encontrado nunca que un soluto cargado cromatografiado con un tensioactivo de carga
opuesta se comporte como repelido. En consecuencia, la repulsion electrostatica debe jugar
un importante papel en este comportamiento. Es interesante sefialar dué no se han observado
compuestos repelidos cuando se utilizan columnas que adsorben cantidades importantes de
tensioactivo (C; y C,5) (117), ya que en estos casos los solutos que presentan carga de igual
signo que la fase estacionaria tienden a eluir con el volumen muerto. Sin embargo, para
éolumnas que no absorben cantidades apreciables de tensioactivo, como C, y sobretodo ciano,
puede observarse aumento de la retencién al incrementar la concentracion de micelas.

Para que un compuesto sea repelido, parece una condicién necesaria que posea la
misma carga que el tensioactivo. Sin embargo, ésta no es una condicién suficiente, ya que

como se indic6 en el subapartado anterior, en ocasiones se encuentran solutos cargados
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negativamente que se asocian a micelas aniénicas, y solutos cargados positivamente que se
asocian a micelas catidnicas, por lo que es imposible predecir el comportamiento de un i6n

organico.
d) - Influencia del pH

La retencién de dcidos y bases organicos débiles es afectada por el pH de la fase
mévil, ya que los coeficientes de reparto soluto-micela de las formas icida y basica son
distintos. Pequefios cambios en la acidez del medio pueden dar lugar a grandes cambios en
la retencion, particularmente si el pH de la fése mdvil estd cercano al log K (118-120). Por
ello, al indicar los pardmetros de retencién debe especificarse el pH de la fase mévil. El
control del pH de la fase mévil micelar es una segunda forma de controlar la elucién de los
solutos ionizables cuando éstos se cromatografian con tensioactivos iénicos. De esta manera,
operando a un pH tal que algunos solutos se hallen ionizados, y utilizando tensioactivos

aniénicos o catidnicos, pueden modificarse ampliamente los parametros de elucién.
e) - Efecto de la fuerza inica

El efecto de la fuerza idnica sobre el comportamiento cromatografico de' los solutos
dependerd en parte del tipo de interacciones soluto-micela que predominen y, por
consiguiente, de la naturaleza del soluto. Su efecto puede ser muy acusado en el caso de
compuestos repelidos que posean a la vez cierto caracter hidrofébico. Estos solutos no son
s6lo excluidos de la micela, sino también de la doble capa cargada alrededor de la micela.
Este hecho es debido principalmente a fenémenos electrostiticos, pof tanto es de esperar que
en estos casos el efecto salino afecte en gran medida el valor de K,y,.

Si se incrementa la fuerza idnica, disminuird el espesor de la doble capa que rodea
a la micela cargada, y ello favorecera la interaccién hidrofébica del soluto con la micela
. (121). El incremento de la fuerza iénica puede hacer posible que un soluto repelido se
comporte como asociado. Asi el azul de bromofenol se comporta como repelido cuando se
cromatografia con SDS en ausencia de sal, sin embargo a una concentracién de NaCl de 0.02

M se comporta como no asociado, y a medida que se incrementa la concentracién de sal en
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‘el medio se une cada vez mas fuertemente a las micelas, pasando a comportarse como
asociado (121).

Sin embargo, para que ocurra la transicion de compuesto repelido a asociado, el
soluto debe tener suficiente caricter hidrofébico para poder asociarse con la parte apolar de
la micela, y de hecho otros solutos repelidos exhiben comportamientos distintos con el
incremento de la fuerza i6nica. Por ejemplo, la interaccién del verde naftol B con las micelas
de SDS no es afectada por la concentracién de sal, mientras que K,y del tiocianato se hace

més negativa al aumentar la concentracion de NaCl (121).
f) - Selectividad

Cuando se representa el logaritmo del factor de capacidad frente al logaritmo de la
concentracién de tensioactivo, para solutos eluidos utilizando fases méviles micelares, suelen
obtenerse rectas que se interceptan, indicando por tanto una modificacién del factor de

selectividad a:

~

«y = %’/ . [1.3]
i

‘Este orden reversible de elucién ocurre por la existencia de dos equilibrios
competitivos: la asociacién soluto-micela y la interaccidn soluto-fase estacionaria. Los
~ pardmetros Pgy, y K, muestran efectos opuestos sobre la retencién. Cuando Py, aumenta la
retencién aumenta, sin embargo cuando K, se hace mds alta la retencién disminuye. A bajas
concentraciones micelares Py controla la retencién. Sin embargo, cuando se incrementa la
concentracién de tensioactivo, el efecto de K,,, se hace més importante, y si las diferencias
de los valores de K, de diferentes solutos son importantes pueden producirse inversiones

en el orden de elucidn.

g) - Limitaciones de la CILM

Las principales limitaciones de la CLM son la débil fuerza eluyente de las fases
moviles micelares puras, los bajos valores de eficacia y las altas asimetrias de los picos. La

baja eficacia observada en CLM se ha atribuido a que la transferencia de masa a la fase
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estacionaria estd seriamente dificultada, lo que es debido a que el espesdr de la fase
estacionaria y su viscosidad aumentan significativamente cuando se adsorbe el tensioactivo,
disminuyendo la capacidad de difusién del soluto hacia la fase estacionaria (115). Con el
objeto de resolver estos problemas se ha propuesto la adicién de diversos modificadores
orgdnicos a las fases méviles micelares, lo que ha dado lugar a la cromatografia micelar
hibrida.

h) - Cromatografia micelar hibrida

Dorsey y col. (122) propusieron la adicién de pequefias cantidades de n-propanol a
las fases méviles micelares para aumentar la fuerza eluyente, disminuir las asimetrias de pico
y mejorar los valores de eficacia. Posteriormente ha sido estudiado el efecto de otros
modificadores, tales como otros alcoholes de cadena corta, acetonitrilo y pentano (123). Los
alcoholes de cadena corta han demostrado ser generalmente los reactivos modificadores mas
adecuados (123-125). A los sistemas ternarios agua-tensioactivo-modificador organico se les
di6 el nombre de fases micelares hibridas.

Se ha cuestionado la utilizacién de alcoholes en cromatografia micelar (124), alegande-
que la adicién de grandes cantidades de modificador orgédnico puede destruir completamente
la estructura micelar, sin embargo la mayoria de los articulos aparecidos en los ﬁlfimos cinco
afios sobre CLM hacen uso de fases micelares hibridas.

La adicién de alcoholes puede causar cambios en algunas propiedades micelares,
como una disminucion del nimero de agregacién y de la cmc, sin embargo los cambios que
se observan en la retencion y selectividad son demasiado grandes para poder explicarse por
el cambio de las propiedades micelares, y la explicaciéon hay que buscarla en cambios en el
microentorno de las micelas y de la fase estacionaria.

La adicién de alcohol a las fases méviles micelares reduce la cantidad de tensioactivo
adsorbido por la fase estacionaria de forma proporcional a la concentraciéon y a la
hidrofobicidad del alcohol, ya que el alcohol solvata parcialmente la fase estacionaria
impidiendo la adsorci6n de tensioactivo (126). La reduccion del contenido de carbono y del
grosor de la fase estacionaria por la adicién de alcohol tiene como efecto una disminucion

de la rigidez de la fase estacionaria modificada. Por otra parte, la presencia de alcohol
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aumenta la fluidez de la estructura micelar, y en consecuencia aumenta el coeficiente de
difusién del soluto y por tanto la eficacia (123).

Las constantes de asociacion soluto-micela, Ky, y los coeficientes de reparto con la
fase estacionaria Pgy, son menores en las fases mdviles micelares hibridas que en las fases
micelares puras, debido a los cambios que experimentan la fase estacionaria, las micelas y
la pseudofase acuosa, que en presencia de alcohol se hace més apolar. La adicion de alcohol
desplaza la distribucién del soluto desde la micela y la fase estacionaria a la pseudofase
acuosa.

El mecanismo de separacion con fases micelares hibridas se hace mas parecido al
obtenido con fases méviles hidroorganicas, ya que el alcohol reduce la interaccién entre el
soluto y las micelas y la fase estacionaria se parece més a la que se obtiene para un sistema
hidroorgénico, sin embargo mientras se mantenga la integridad de las micelas, la adicién de

alcohol no creara un sistema hidroorgénico.
- Eficacia

El incremento de la concentracion de tensioactivo produce una disminucién de la
eficacia, tanto en ausencia de modificador como en su presencia. Sin embargo, cuando se
incrementa la concentracién de modificador a una concentracién de tensioactivo constante,
se produce una mejora de la eficacia (123). En consecuencia el control de la eficacia viene
. dado por el cociente entre la concentraciéon de modificador orgénico y la de tensioactivo.
Cuanto mayor es esta relacién, mayor es la eficacia y méis simétricos son los picos (123).

Cuando se cromatografian compuestos muy hidrofébicos, como la 2-etilantraquinona,
con tensioactivos iénicos, el soluto se introduce en la micela, y por ﬁhto las bajas eficacias
que se obtienen son debidas a que el reparto de estos solutos s6lo puede hacerse directamente
desde la micela a la fase estacionaria. Como las cargas de la superficie de la micela y de la
fase estacionaria tienen el mismo signo se establece una barrera repulsiva que impide la
transferencia de masa a través de la interfase. Cuanto mayor sea la fraccion del reparto que
tenga lugar mediante este mecanismo, peor serd la eficacia. La eficacia para estos solutos es
mayor cuando se utilizan tensioactivos no iénicos como el Brij 35, ya que en este caso no

existe una barrera repulsiva que se oponga a la transferencia de masa.
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La presencia de alcoholes en las fases méviles micelares de tensioactivos idnicos
mejora la eficacia, debido a que disminuye la densidad de carga superficial de las micelas
y de la fase estacionaria, disminuyendo la barrera repulsiva. Los alcanos por el contrario no
disminuyen la densidad de carga sobre la superficie micelar y por lo tanto, aunque
disminuyen la cantidad de tensioactivo adsorbida por la fase estacionaria, no mejoran la
eficacia. Con fases micelares de tensioactivos no idnicos, los alcoholes de cadena corta no
son capaces de desorber a este tipo de tensioactivos de la fase estacionaria, y por tanto en

estos casos, no producen una mejora de la eficacia (123).
- Fuerza eluyente

La adicién de un alcohol a las fases méviles micelares provoca una disminucién del
factor de capacidad, disminucién que es tanto mayor cuanto mayores son la concentracion
y la hidrofobicidad del alcohol y la hidrofobicidad del soluto. Ahora bien, el efecto del
modificador sobre el factor de capacidad se atenia al aumentar la concentracién de
tensioactivo.

En cromatografia liquida convencional se ha encontrado una relacién cuadratica entre
log k’ y la fraccién en volumen de modificador orgénico, ¢. Para pequeiios margenes de

concentracién de modificador, esta relacion puede aproximarse a una expresion lineal:

logk’ = -s¢ + logky [1.4]

donde S es la fuerza eluyente y k’; es el factor de capacidad correspondiente a una fase mévil
puramente acuosa (en sistemas hidroorgénicos), o a una determinada concentraciéon micelar
(k’o,pp)- Esta ecuacién es vilida inicamente para pequefios mérgei;es de concentracion de
modificador para fases mdviles hidroorganicas, pero se ha sefialado que con fases méviles
micelares hibridas se observa una excelente linealidad, incluso para fases méviles ricas en
agua (e.g. 3-20% de PrOH) (127).

Los valores de la fuerza eluyente para los alcoholes C,-C; se hacen mayores al
aumentar la longitud de la cadena del alcohol, tal como ocurre con las fases mdviles
hidroorgénicas (128, 129). Los valores notablemente mayores de S obtenidos para n-pentanol

y n-butanol se deben a que estos alcoholes se incorporan a las micelas formando micelas
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mixtas, sin embargo, adn para estos alcoholes los valores de la fuerza eluyente son mas

pequefios para sistemas micelares hibridos que para hidroorganicos (127).

- Selectividad

Como ya se indic6, la presencia de modificador afecta a la retencién del soluto
disminuyéndola, tanto méis cuanto mayores sean la hidrofobicidad del soluto y la del
modificador. En consecuencia, la presencia del modificador y su naturaleza pueden afectar
a la selectividad. En sistemas hidroorgdnicos se observa una disminucién de la selectividad
al aumentar la concentracién de modificador orgénico (y por tanto la fuerza eluyente). Sin
embargo, en presencia de micelas la selectividad puede aumentar, disminuir o permanecer
invariable al aumentar la fuerza eluyente de la fase mévil, ya que la disminucién de las
constantes de asociacion no se produce en la misma extensién para solutos de diferente
polaridad (128).

Al contrario de lo que ocurre para las fases méviles hidroorganicas, con las fases
micelares hibridas no se observan grandes variaciones de la fuerza eluyente en una serie
homologa al aumentar el tamafio del soluto. Esto es debido a que la localizacién del soluto
en la micela reduce el factor de tamafio en lo que respecta a la solvatacién de un soluto por
el alcohol.

- 1) - Aplicaciones

Debido al gran nimero de interacciones posibles entre la fase mévil y la fase
estacionaria modificada, practicamente cualquier compuesto orgénicé o inorgénico puede ser
cromatografiado utilizando CLM. Asi Mullins y col. (130) estudiaron la separacién de
aniones inorganicos (IO, NO;, Br, NO, e I') utilizando como fase mévil cloruro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAC). Estos mismos autores estudiaron la separacién de
ditiocarbamatos con bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) (131,132). También se ha
conseguido la separacion entre los isomeros cis y trans del anién complejo Co(lII)-
iminodiacetato con CTAB, y de los complejos neutros de la 4,4’-etilendinitrilobispenta-2-ona
con Cu(Il) y Ni(II) (133). Okada-utiliza fases méviles de SDS para separar cationes metélicos
(Zn(ID), Ni(IT), Co(Il), Cd(II), Mn(Ily, Pb(Il) y Fe(lIl)), llegando a la conclusién de que la
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retencién puede explicarse haciendo uso dnicamente de mecanismos de intercambio i6nico
(134).

Barford y Sliwinski (135) describen la separacién cromatogrifica de proteinas
utilizando tensioactivos no idnicos (Neodol 91-6 y B-octilglucdsido). Se ha empleado una
disolucién micelar concentrada de Brij 35 para extraer aldehidos de muestras de tabaco, que
se han separado cromatogréficamente con una disolucién mas diluida del mismo tensioactivo
(115). Stratton y col. (136) determinaron la actividad biolégica de la enzima
folilpoliglutamatohidroxilasa en extractos de tejidos, utilizando SDS para desnaturalizar la
enzima y para separar cromatograficamente el sustrato y los productos de reaccion.

Bonet y col. (129) determinan diuréticos de alta, media y baja eficacia en diversos
preparados farmacéuticos, utilizando una fase mévil de SDS 0.05 M y 3% propanol. Biemer
(137) utiliza fases méviles con mezclas de SDS y Brij 35 para determinar diversos firmacos
en tabletas (acetaminofeno, clorhidrato de pseudoefedrina y maleato de clorfeniramina).

Se han descrito buenas correlaciones entre los factores de capacidad que se obtienen
en CLM y ciertas propiedades bioquimicas de los solutos, por ejemplo entre la actividad
bioldgica de 26 fenoles parasustituidos y los factores de capacidad obtenidos con bromuro
de tetradeciltrimetilamonio (138), y entre los factores de capacidad de los diuréticos en una
fase mévil 0.03 M SDS y su lugar de accién en la nefrona (139).

Una de las aplicaciones mis importantes de la cromatografia micelar es la posibilidad
de realizar la inyeccion directa de fluidos biolégicos. Las disoluciones micelares de SDS o
Brij 35 solubilizan las proteinas, las cuales eluyen en la cabeza del cromatograma. De Luccia
y col. determinan mediante la inyeccién directa de suero en una fase mévil de SDS los
siguientes fdrmacos: acetaminofeno, dcido acetilsalicilico, carbamazepina, cloramfenicol,
fenobarbital, fenitoina, procainamida, quinidina y teofilina (146).- Arunyanart y col.
determinan quinina, quinidina, propranolol y morfina en suero y orina, mediante la inyeccién
directa de estos fluidos bioldgicos en fases méviles de SDS-10% Propanol (141). Haginaka
y col. determinan cefalosporinas en suero utilizando SDS y SDS/2-propanol como fases
mdviles (142).

Kim y Brown estudian la separacion de nuplec’)sidos y bases organicas (dcido urico,
uracilo, timina, hipoxantina, xantina, adenina, citosina, uridina, inosina, timidina, guanosina
y adenosina) utilizando fases méviles de SDS, y aplican el método a la separacion de algunos

de estos compuestos en suero humano (143). Menéndez Fraga y col. (144) determinan las
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drogas anticancerigenas 6-tiopurina y 6-tioguanidina y tres/ de sus metabolitos en suero
utilizando fases moéviles de SDS. Palmisano y col. (118) determinan el firmaco
antineopléstico metotrexato (MTX) por inyeccién directa de suero y orina, utilizando como
fase movil SDS, y estudian el efecto del pH que causa grandes cambios en la retencion.

Haginaka y col. (145) estudian la recuperaciéon de proteinas del suero y la
determinacién de diversas drogas hidrofébicas (cefalosporinas y &cido salicilico), por
inyeccion directa de suero en fases méviles de SDS, y utilizando como fases estacionarias
columnas ODS y ISRP (internal-surface-reversed-phase), y comparan los resultados obtenidos
con ambos tipos de columnas. Sentell y col. (146) determinan bumetanida en suero y orina
por inyeccion directa de estos fluidos bioldgicos en fases méviles de SDS. Grohs y col.
estudian la determinacién de diversas drogas (carbamazepina, teobromina, teofilina y cafeina)
en albimina de suero bovino (BSA), utilizando fases moéviles de diversos tensioactivos
anidnicos, catidnicos y no idnicos (147).

La determinacién de drogas prohibidas en el deporte mediante CLM es uno de los
temas de investigacion que actualmente nuestro grupo de investigacién estid desarrollando,
habiéndose publicado ya algunas aportaciones como el estudio del comportamiento
cromatogrifico en CLM de diversas drogas (120), y de drogas prohibidas en el deporte en
orina, por inyeccion directa de la muestra, utilizando una fase mévil de SDS y un alcohol
como modificador (129,148). ‘
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II.- OBJETO

Dentro de las lineas de investigacion desarrolladas en el Departamento de Quimica
Analitica se incluyen el desarrollo de la cromatografia liquida micelar y el desarrollo de
instrumentacién y aplicaciones en espectrometria de lente térmica. En la presente memoria
se presentan una serie de trabajos en los que se hace extenso uso de ambas técnicas,
incluyendo la utilizacion de la espectrometria de lente térmica como técnica de deteccién en
cromatografia liquida micelar, haciendo un esfuerzo en el desarrollo de aplicaciones que
hagan uso simultidneo de ambas técnicas.

‘Por otra parte, y desde hace afios, una parte del esfuerzo investigador dentro del
Departamento se orienta hacia el desarrollo de métodos de deteccién y determinacién de
compuestos bioactivos. Dentro de esta linea se planteé la determinacién de catecolaminas en
orina y en preparados farmacéuticos. Con frecuencia, las catecolaminas se han venido
utilizando como sustancias modelo para la evaluacién de nuevas técnicas cromatogrificas,
tanto en lo que se refiere a modificaciones del sistema separador, como a nuevas técnicas de
deteccion. Por ello, en esta Memoria se hace uso de catecolaminas para evaluar tanto la
cromatografia liquida micelar como la espectrometria de lente térmica. En cada caso se
desarrollan aplicaciones relacionadas con el andlisis de orina y de preparados farmacéuticos.

Para ello, en primer lugar se estudid la reaccion de oxidacidn de las catecolaminas
a aminocromos (Capitulo III). La utilizacién de una reaccién cromogénica es necesaria en
espectrometria de lente térmica, puesto que los analitos deben ser absorbentes a la longitud
de onda de emision del laser de bombeo. Por otra parte, la oxidacién a aminocromos
constituye probablemente la forma mds sencilla y rdpida de generar un croméforo a partir
de las catecolaminas. Por iltimo, la formacién de derivados que absorban en el visible es de
gran interés en el andlisis de muestras fisiol6gicas, puesto que se aumenta extraordiariamente
la selectividad de los procedimientos, obteniéndose lineas base mucho més limpias en HPLC.

Se ha estudiado la estabilidad de las disoluciones de aminocromos, se han optimizado
las condiciones de deteccion mediant-e espectrometria de lente térmica, y se han comparado
las caracteristicas analiticas sigﬁiﬁcatgvas conseguidas mediante esta técnica con las obtenidas

por espectrofotometria.



Durante el desarrollo de este estudio»se. observé que, en determinadas condiciones,
las disoluciones de ferricianuro utilizadas en la oxidacién de las catecolaminas daban lugar,
por si mismas, a importantes aumentos de la sefial de lente térmica. El estudio de este efecto,
relacionado con la formacién de particulas de hidréxido férrico, y su tranporte en el seno del
haz, constituye el Capitulo IV de esta Memoria.

En el Capitulo V se optimiza la separacion cromatogrifica de los aminocromos
utilizando fases méviles micelares. Se hace uso de las catecolaminas enddgenas, asi como
también de una catecolamina sintética, la isoprenalina, con el objeto de utilizarla como patrén
interno.-Finalmente, se optimizan las condiciones de deteccién mediante espectrometria de
lente térmica. En el Capitulo VI se optimiza la retencién y elucién de catecolaminas no
derivatizadas en cromatografia liquida micelar con deteccidn espectrofotométrica en el UV.

En los Capitulos siguientes se exponen las aplicaciones analiticas desarroladas. Asi,
en el Capitulo VII se propone un procedimiento no cromatogrifico que permite la
determinacién de la suma de catecolaminas no conjugadas en orina mediante espectrometria
de lente térmica.

En el Capitulo VIII se propone un procedimiento de determinacién de adrenalina,
noradrenalina y dopamina en orina mediante cromatografia liquida miclear con deteccién por
espectrometria de lente térmica. En este procedimiento se hace uso de isoprenalina como
patrén interno, o alternativamente, puede utilizarse el mismo procedimiento para la
determinacién de este firmaco en orina. Por Gltimo, en el Capitulo IX se hace uso de los
- estudios desarrollados en el Capitulo VI para proponer un procedimiento de determinacién

de catecolaminas en preparados farmacéuticos.
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III.- ESTUDIOS ESPECTROFOTOMETRICOS Y DE
ESPECTROMETRIA DE LENTE TERMICA SOBRE

CATECOLAMINAS Y AMINOCROMOS

II1.1.- Introduccion

En el presente capitulo se presentan una serie de estudios espectrofotométricos basicos
sobre las CAs D, MD, NA, A, AO, DA y ISO, y mediante espectrofotometria y
espectroscopia de lente térmica para los aminocromos derivados de la oxidacion de las cuatro
CAs de origen bioléogico (D, NA, A y DA). Estos estudios serviran de base para la
proposiciéon de métodos de determinacién de CAs en diferentes tipos de muestras de interés
analitico.

Se han descrito diversos procedimientos espectrofotométricos para la determinacion
de CAs. Sin embargo, la baja sensibilidad, que es comun a todos ellos, hace inviable la
aplicacién de los mismos a muestras bioldgicas, y asi las aplicaciones descritas quedan
restringidas a preparados farmacéuticos.

Las CAs pueden ser oxidadas a los correspondientes aminocromos de color rojo,

segun la reaccion:

donde R,, R2, y R3 son protones excepto R, = CH3para A, R, COOH para Dy R5= OH
para NA y A.
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Los aminocromos presentan maximos de absorcién sobre 300 y 485 nm. La
absortividad molar a esta ultima longitud de onda varia entre 2500 y 3400 cm™ mol! |,
dependiendo del aminocromo de que se trate (1). La determinacion espectrofotométrica de
CAs, basada en la oxidacidn a los correspondientes aminocromos, no es aplicable a fluidos
bioldgicos debido a su baja sensibilidad, sin embargo la banda de absorcién de los
aminocromos solapa con las lineas de emisién mds intensas del laser de Ar*, situadas a 488
y a 514 nm, lo que puede permitir su determinacion a niveles muy bajos de concentracién.

Por otra parte los aminocromos en disolucion no son estables, sino que sufren
reordenamientos intramoleculares, oxidaciones y reacciones de autocondensacion, formandose
productos insolubles oscuros, denominados melaninas (2). Esta descomposicién de los
aminocromos depende en gran medida de la concentracién, la temperatura y el pH,
habiéndose comprobado que un aumento de estos tres pardmetros da lugar a un aumento en
la velocidad de descomposicién (3, 4).

A pesar de que la oxidacion de CAs a aminocromos es una reaccion conocida desde
hace mucho tiempo, que ha sido usada sobretodo como péso previo en el método del
trihidroxiindol, no se ha llegado a establecer un procedimiento de uso general para la
obtencion de disoluciones de aminocromos. Nosotros presentamos en este capitulo un estudio
espectrofotométrico de optimizacién de condiciones experimentales para la formacién de
aminocromos. Los resultados de este estudio sirven de base para establecer un procedimiento
de determinacién de aminocromos mediante espectroscopia de lente térmica. Esta técnica,
caracterizada especialmente por su elevada sensibilidad, permite obtener limites de deteccién
para A, NA, D y DA muy inferiores a los alcanzados por espectrofotometria. Los limites de
deteccion obtenidos posibilitan la aplicacion del método que se propone como sistema de

deteccion de CAs en HPLC, para el anilisis de CAs libres en ﬂuidos'biolégicos.
II1.2.- Parte experimental

a) Aparatos

- Espectrofotémetro de fila de diodos Hewlett-Packard, modelo 8452A, provisto de un
ordenador Hewlett-Packard modelo VECTRA ES/12.
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Espectrofotémetro Shimadzu modelo UV-240, provisto de software OPI-2.
pH-metro Crison modelo 2001, con electrodo combinado de vidrio-calomelanos.

Espectrémetro de lente térmica de haces concéntricos que fue construido por nuestro
grupo de investigacion (5). En la Figura III.1 se muestra un esquema del mismo.

Consta de los elementos que se exponen a continuacion.

El haz de bombeo, generado por un laser de Ar* [ver Figura, item nim. 1], marca
Spectra-Physics, modelo 2016-04, con una potencia méxima en modo multilinea de
4 W. El laser de ion Ar* es de onda continua y presenta 8 lineas de emisi6n en el
espectro visible. Entre ellas, las lineas a 514.5 y 488.0 nm son especialmente intensas
y adecuadas para su uso analitico, sobre todo en espectrocopia Raman y
espectroscopias fototérmicas. Con esta fuente es posible obtener radiaciones estables
y facilmente modulables, pero ya que el mecanismo de generacién laser no es
cuanticamente muy eficaz, la potencia maxima disponible es limitada. La potencia
maxima de salida de las lineas a 514.5 y 488 nmes de 1.7 y 1.3 W, respectivamente,

para un tubo nuevo.

El haz de prueba, de 632.8 nm, generado por un laser de onda continua de He-Ne de

5 mW de la casa Spectra-Physics, modelo 105 [nim. 2].

Un obturador rotatorio o modulador del haz de bombeo [nim. 4], de la casa Stanford,
modelo SR540, con el fin de obtener una lente térmica puiﬁante. La frecuencia es
regulada por un par LED-fotodiodo. Esta sefial de regulacion se utiliza también para
sincronizar el proceso de formacién-disipacién de la lente con la adquisicién de la

sefial.

Tres espejos- dicroicos de las casas Ealing y Newport para doblar los haces de

bombeo y de prueba [nim. 5].

.
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Dos lentes de la casa Pedret [nims. 6 y 7], para situar la cintura del haz de bombeo
en el interior de la cubeta y para situar la cintura del haz de prueba antes de la

muestra, a una distancia confocal del centro de la cubeta.

Un divisor de haz [nim. 8], de la casa Ealing constituido por un dioptrio plano de
alta transmitancia, que refleja el 10% de la intensidad de los haces de bombeo y de
prueba, permitiendo el paso del 90% de la intensidad del haz de bombeo, yel 10%

del haz de prueba, haciendo coaxiales los haces en la regién de la cubeta.
Una cubeta de 1 cm de camino 6ptico [nim. 9].

Un filtro interferencial [nim. 10], de la casa Ealing, y un filtro de gelatina de la casa
Kodac [nim. 11], que eliminan el haz de bombeo y permiten el paso del haz de

prueba.

Una mascara de rendija horizontal de una décima de milimetro de anchura [nim. 12].
Dicha méscara permite el paso de luz inicamente de zonas seleccionadas del haz de

prueba, en concreto del centro del haz.

Un fotodiodo de la casa Centronic [nim. 13], en el cual se produce una corriente que
se transforma en un voltaje y se amplifica [nim. 16]. El voltaje es medido por un
registrador o por un sistema computerizado de adquisicién y tratamiento de datos
[ndm. 15].

Los liseres, junto con el resto de los elementos 6pticos, se encuentran instalados
sobre una mesa optica de 180 x 90 cm, perforada cada 2.50 cm, de la casa Ealing,
serie 1000, ref. 37-8307.
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Figura III 1,- Esquema del espectrometro de lente térmica: [1] laser de bombeo; [2] laser
de prueba; [3] obturador manual; [4] modulador de haz; [5] espejos; [6]-[7] lentes
biconvexas; [8] divisor de haz; [9] soporte de la cubeta; [10] filtro interferencial; [11] filtro
de gelatina; [12] rendija; [13] fotodiodo; [14] caja de conexiones, [15] ordenador provisto
de una tarjeta de adquisicion de datos DAS-8; [16] conversion corriente-voltaje y

amplificacion.

Las medidas de lente térmica se realizaron a 514.5 nm y utilizando una frecuencia de
modulacién de 4 Hz y una potencia de bombeo de 100 mW. Los datos fueron adquiridos por
un ordenador PC/AT provisto de una tarjeta de adquisicion y tratamiento de datos MetraByte
DAS-8. Se empled una velocidad de adquisicion de datos de 100 s'l. La adquisicién de las
de las sefiales y su tratamiento se hizo utilizando el programa AUTOTLS (Automatic
Thermal Lens Spectrometry), elaborado en nuestro laboratorio, escrito en QuickBASIC y

fusionado con las subrutinas en lenguaje maquina de la interfase DAS-8 al ser compilado (6).
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El programa contiene diversas subrutinas que permiten al usuario seleccionar los parametros

del sistema y tratar los datos.
b) Reactivos

- Disoluciones 2x10° M de las diferentes CAs, preparadas en 4cido acético 0.1 M a

partir de los reactivos sélidos de la casa Fluka que se indican a continuacidn:

* L-Adrenalina, para uso bioquimico.

* Clorhidrato de DL-noradrenalina, pura.
* Clorhidrato de \dopamina, purisima.

* L-Dopa, para uso bioquimico.

* 2-Metil-L-dopa, para uso bioquimico.

* Clorhidrato de adrenalona, pura.

- Disolucién 2x10° M de isoprenalina, preparada en 4cido acético 0.1 M a partir de

isoprenalina amablemente cedida por laboratorios Boehringer Ingelheim.

- Disolucién acuosa 0.02 M de metavanadato aménico preparada a partir del producto
solido (Merck, R.A.).

- Disolucién acuosa de K,Fe(CN)s 0.0125 M preparada a partir del producto sélido,

Merck, para andlisis. Las disoluciones se guardan en frasco ‘topacio en la oscuridad.
- Triton X-100, Panreac, puro.
- Dodecilsulfato sédico (SDS), Merck, de pureza 99%.
- Cloruro de N-cetilpiridiriiq, F.E.R.O.S.A., puro.

- Disolucién de Cu(Ac),.H,0 (Ac = acetato) preparada a partir del producto sélido,

Merck, para anilisis.
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- Acido acético, Probus, para anilisis.
- Disoluciones reguladoras HAc-NaAc de diversos pHs preparadas a partir de acetato
sédico 0.41 M (32 g/l) y é4cido acético, ajustando el pH potenciométricamente con

disolucion de NaOH.

- Disoluciones reguladoras de fosfato de diversos pHs preparadas a partir de KH,PO,

0.5 M (17 g/1), ajustando el pH potenciométricamente con disolucion de NaOH.

- Disoluciones reguladoras de citrato de diversos pHs y de diferentes concentraciones,
preparadas a partir de 4cido citrico y NaOH, ajustando potenciométricamente el pH
con disolucion de NaOH.

- HCI, etanol absoluto y metanol, Panreac, para anilisis.

El agua utilizada en la preparacion de todas las disoluciones es desionizada de grado

nanopuro (desionizador Barnstead, Sybron Corp., MA, USA).

IT1.3.- Espectros v estabilidad de las CAs

Se obtuvieron los espectros de absorcion de las diferentes CAs en medio acuoso, en
ausencia y presencia de SDS 0.1 M. En la Figura III.2 se muestran los espectros obtenidos
en medio no micelar para adrenalina y adrenalona. Los espectros de las restantes CAs son
iguales al de la adrenalina. Como puede verse, las CAs presentan dos bandas de absorcién
cuyos méaximos se sitian a 225 y a 280 nm. La adrenalona presenta una banda de absorcion
con un miximo a 225 nm, y otra banda ancha entre 250 y 350 nm con dos méximos, uno
mayor a 280 nm y otro menor a 325 nm. En medio SDS 0.1 M no se obsevaron
desplazamientos de las bandas de absorcion.

Las disoluciones de CAs son inestables en medio neutro o bdsico y se oxidan
lentamente a los correspondientes aminocromos por accién del oxigeno atmosférico. Esta

oxidacién no tiene lugar en medio ligeramente dcido y a bajas temperaturas. Nosotros
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comprobamos que si las disoluciones de CAs se preparaban en medio acido acético 0.1 M

y se guardaban en nevera a 4 °C, éstas eran estables durante al menos un mes.

N@Lﬁ%

0.0
0.0
200 250 300 350 400 450 200 250 300 350 400 450

Fisura II1.2 .- Espectros de absorcion de (a) adrenalina y (b) adrenalona. [CA] = 1.6x10*

M, en medio acuoso no micelar.

II1.4.- Espectros, formacion v estabilidad de los aminocromos

I11.4.1.- Espectros de los aminocromos

En la Figura IIL.3 se muestran los espectros de absorcion de los aminocromos
obtenidos por oxidacion de D, NA, A y DA, medidos frente a blanco de reactivos. Todos
los aminocromos presentan una banda de absorcién en el visible desde 450 a 550 nm.,

situdndose el maximo de absorcién a 488 nm para D, NA y A, y a 475 nm para DA.
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Fisura I11.3.- Espectros de absorcion de los aminocromos correspondientes a: (1) adrenalina,

(2) L-dopa, (3) noradrenalina y (4) dopamina. [CA] = 8.5 x 105 M.

I11.4.2.- Eleccién del agente oxidante

Para la oxidacion de las CAs a aminocromos, se han empleado diversos oxidantes,
en estado sdlido Ag20 (7, 8), Pb02 (9, 10) y Mn02 (11, 12) y en disolucion S20 & (13),
Mn04 (14), 12(15, 16), NH4V 03 (17), Fe(Ill) (18), bromamina-T (19), resazurina (20), 103
(21), Br03, bromo (2, 21) y hexacianoferrato(Ill) o ferricianuro (1). La oxidaciéon de CAs
con yodo, bromo, yodato y bromato puede dar lugar, dependiendo del pH y de la
concentracion de oxidante, a la formaciéon de 2-haloaminocromos (2, 21). También el

oxigeno atmosférico oxida a las CAs después de un periodo de induccion (22).
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Para realizar este estudio, seleccionamos el metavanadato aménico y el potasio
hexacianoferrato(III), debido a que el color que presentan no interfiere con el de los
aminocromos a la longitud de onda de medida. Comprobamos que utilizando NH,VO, en
concentracién 2x10° M y en medio 4cido acético 0.01 M, la absorbancia mixima a 495 nm
de una disolucién de adrenalina se alcanza a los 10 min y permanece estable durante al
menos una hora, pero la absortividad molar aparente es muy baja (¢ = 460 cm™ mol™ 1) por
lo que se deduce que la oxidacion en este medio es incompleta. Observamos que un aumento
en la concentracidn de acético produce un incremento apreciable en el valor de la absorbancia
mixima alcanzada, siendo ésta de 1418 y 2797 cm™ mol™* | para HAc 0.1 My 1 M
respectivamente. Sin embargo, la reaccidon es mas lenta y los aminocromos formados son
inestables, por ejemplo la descomposicién llega a ser de un 35% al cabo de 30 min en medio
acido acético 1 M. En todos los casos la absortividad molar aparente del adrenocromo es
menor que los valores que se indican en la bibliografia (1).

Sin embargo, con hexacianoferrato(Ill), y a pH 7, el adrenocromo se forma
rapidamente, alcanzdndose una absortividad molar aparente de 4349 cm™ mol™ 1 en menos
de 1 min, aunque el adrenocromo tampoco es estable, al menos a este pH. En consecuencia,

seleccionamos el hexacianoferrato(IlI) como oxidante. .

[11.4.3. - Efecto de la concentracién de hexacianoferrato(IIl)

Mediante espectrofotometria comprobamos que para que la oxidacién de las CAs sea
completa y suficientemente rdpida, la concentracién de hexacianoferrato(III) debe ser superior
a 5 veces la de CA. En base a ello proponemos una concentracién de 2.5x10° M. A esta
concentracién la absorbancia de la disolucién del blanco de reactivds es practicamente nula
a la longitud de onda de medida (488 nm), y los calibrados son lineales en un amplio margen
de concentraciones.

Una de las causas que limitan la aplicabilidad de la ELT radica en la sefial analitica
de los blancos. Comprobamos que la sefial de lente térmica del blanco permanece
pricticamente invariable para concentraciones inferiores a 6x10* M de oxidante.
Seleccionamos una concentracién de hexacianoferrato(IIl) de 2x10* M, y comprobamos que
con esta concentracién la oxidacion de las CAs era completa y suficientemente rapida en un

amplio margen de concentraciones.
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I11.4.4.- Efecto de la presencia de tensioactivo

Se estudié la posibilidad de reducir el tiempo de oxidacién, mejorar la estabilidad de
las disoluciones de aminocromos e incrementar la sensibilidad utilizando tensioactivos de
distinto tipo (catiénicos, aniénicos y no idnicos). No pudieron utilizarse tensioactivos
catiénicos, como cloruro de N-cetilpiridinio (NCPC) ya que precipitan con el
hexacianoferrato(III).

El Triton X-100 (tensioactivo no iénico) no modifica apreciablemente ni la velocidad
de oxidacién de la adrenalina ni la estabilidad del adrenocromo formado. Por otra parte
comprobamos que la presencia de SDS (tensioactivo anidnico) reduce la velocidad de
oxidacién, siendo este efecto mds acusado cuanto menor es el pH del medio. Probablemente
en presencia de SDS se produce una catalisis micelar negativa, ya que la CA se encontrari
enlazada a las micelas anionicas, mientras que el hexacianoferrato(III), también anidnico,

sufrird repulsion electrostitica por éstas.

- [11.4.5.- Efecto del Cu(I)

Algunos autores han sefialado el efecto que el Cu(ll) ejerce sobre la oxidacién de la
adrenalina, debido a la formacion de un complejo autooxidable adrenalina-metal (22, 23).
Comprobamos que a la concentracion de Cu(II) (3 x 10* M) propuesta por Weil-Malherbe
y Bigelow (23) y a pH 4.75, se aprecia un incremento considerable de la velocidad de
oxidacién, pero con el tiempo se forma precipitado de hexacianoferrato(III) de cobre(II). Esta
precipitacién no se evita con SDS ni con Triton X-100. Por otra parte, con concentraciones
suficientemente bajas de Cu(Il) de 3.8 x 10° M, que evitan la precffpitacién, no se observo

aumento en la velocidad de oxidacién.

I11.4.6.- Optimizacién del pH

En la bibliografia se describen procedimientos en los que la oxidacion de las CAs con
hexacianoferrato(IlI) se lleva a cabo en medios de diferente acidez, desde pH 3.5 hasta 7.
Tanto la velocidad de oxidacién de las CAs, como la estabilidad de los aminocromos

formados dependen fuertemente del pH del medio. En general un incremento de pH entre 4.7
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y 7 supone un aumento de la velocidad de oxidacion. A pH 7 la oxidacion de las cuatro CAs
es casi instantanea mientras que a pH 6 los tiempos de formacion de los aminocromos
derivados de A, NA, D y DA son de 2, 8, 11 y 34 min respectivamente. En la Figura II1.4
se muestra la variacion de la velocidad de formacion de los aminocromos con el pH.

Por otra parte un incremento de pH supone para las cuatro CAs estudiadas una mayor
velocidad de descomposiciéon de los aminocromos formados. En la Tabla III. 1 se muestra la
disminucion de la absorbancia para los aminocromos, formados en diferentes medios, a los
30 min de haberse alcanzado la absorbancia maxima. Como puede observarse en dicha Tabla,
la estabilidad de los aminocromos es menor a pH 7. Para este valor de pH, en el caso del
noradrenocromo, y tras una etapa de descomposicion inicial, la absorbancia parece
estabilizarse, produciéndose posteriormente un aumento de absorbancia. Sin embargo, esto
es debido a que el noradrenocromo se polimeriza rapidamente a este pH, dando un

precipitado de melaninas de color azul en suspension.

Tabla III. 1 - Estabilidad de las disoluciones de aminocromos: disminucion de la absorbancia
o de la sefial de lente térmica después de 30 min de haberse alcanzado la absorbancia
maxima.

Disminucién de la sefial en 30 min

Condiciones experimentales (%)

Conc. (M) M¢étodo* Tampoén PH D NA A DA
8x10"3 esp citrato 6.0 4.9 4.2 0.8 0.0
8x10'3 esp citrato 7.0 18 b 6.9 19
8x10'3 esp fosfato 7.0 34 b 19 17
2x10-6 ELT citrato 6.0 0.0 4.0 0.0 4.0
2X10-6 ELT citrato 7.0 17 0.0 0.0 0.0
2X10-6 ELT citrato0 7.0 20 5.6 7 12

aesp = espectrofotometria, ELT = espectroscopia de lente térmica.
b Formacion de precipitado.

¢ En medio agua/etanol 50:50 (v/v).
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(a)

adrenocromo, (b) noradrenocromo, (¢) dopacromo, (d) dopaminocromo. pHs: (O) 4.8, (O)

5.5, (o) 6.0, (1) 6.5, (a) 7.0.



[11.4.7.- Influencia del sistema amortiguador

Ademds, comprobamos que el sistema amortiguador utilizado influye notablemente
en la estabilidad de los aminocromos. En la Tabla III.1 se compara la descomposicion de los
aminocromos a pH 7 en medio amortiguado con citrato y con fosfato. El sistema citrato
ejerce un efecto estabilizador sobre los aminocromos, mientras que en medio fosfato los

aminocromos son mucho mas inestables.
[11.4.8.- Influencia de la concentracién

Algunos autores han sefialado que la estabilidad de los aminocromos disminuye al
aumentar su concentracién (2). Este hecho puede ser atribuido a una lenta velocidad de
dimerizacion, que es el primer paso en la reaccién de formacién de melaninas. Por ello, cabe
suponer que a las bajas concentraciones utilizadas en espectroscopia de lente térmica, la
estabilidad de los aminocromos puede ser mucho mejor que la que estos compuestos
presentan a las concentraciones utilizadas normalmente en espectrofotometria.

Se realizaron una serie de experiencias con el objeto de comparar la estabilidad de las
disoluciones de aminocromos a diferentes concentraciones. Para ello se midié la disminucién
de la sefial durante 30 min después de la formacién de los aminocromos. En ELT se
utilizaron concentraciones de CA de 2x10® M y 5x107 M, oxidadas a pH 6 y 7
respectivamente y en espectrofotometria se utilizaron concentraciones de CAs de
concentracién 8x10° M, también oxidadas a pH 6 y 7. Los resultados obtenidos se muestran
en la Tabla III.1. Como puede apreciarse la estabilidad de los aminocromos es mayor a
concentraciones bajas, excepto para el dopacromo a pH 7. Sin emBafgo., a pH 6 y a bajas
concentraciones, el dopacromo es suficientemente estable como para permitir su

determinacién mediante espectroscopia de lente térmica.

I11.4.9.- Influencia de la presencia de etanol

. La sensibilidad de la sefial analitica en espectroscopia de lente térmica depende en
gran medida del valor de la derivada del indice de refraccion respecto de la temperatura,

siendo mayor cuando mas alto es este valor. Por lo tanto los disolventes que proporcionan
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una mayor sensibilidad serdn los apolares como Cl14C, S2C, pentano, hexano etc., seguidos
de los polares con el agua en ultimo lugar. La sensibilidad que puede obtenerse en medio
acuoso es bastante inferior a la que puede conseguirse con otros disolventes polares como
metanol, etanol o acetona, por ello es frecuente utilizar como disolventes mezclas agua/etanol
0 agua/acetona en lugar de agua pura.

Comprobamos que la presencia de etanol en el medio exalta la sefial neta de lente
térmica de los aminocromos, como se muestra en la Figura III.5. Sin embargo se observo
que al aumentar la proporcidon de etanol se incrementaba la dispersion de la sefal, y que para
la concentracion mas alta de etanol ensayada (75 %) se apreciaba la formacion de precipitado.
Cuando la proporcion de etanol es del 50%, y dependiendo de la CA de que se trate, se

obtienen sefiales hasta 5 veces mayores que en medio acuoso.

1.0

0.8

0.6

0.2

0.0
20 40 60 80

* Ethanol (v/v)

Fisura II1.5.- Influencia de la concentracion de alcohol sobre la sensibilidad para el
adrenocromo utilizando ELT: (1) blanco, (2) adrenocromo + blanco, (3) diferencia.
Concentraciones finales: adrenalina, 7x10'7 M, K3Fe(CN)6, 2x10"* M. La disolucién acuosa

contiene siempre tampon citrato 0.07 M de pH 6.



Por otra parte, también observamos que en medio acetato 0.1 M y pH 6, con una
proporcién de etanol en el medio del 50%, y tras un periodo de induccion, se producia un
aumento continuo de las sefiales de lente térmica de las disoluciones de aminocromo y de los
blancos, que llegaba a saturar el detector. Como se vera en el capitulo IV, éste efecto era
debido a la formacién en la pared de la cubeta de un depésito de precipitado de hidréxido
de Fe(III), producido por fotodegradacién del hexacianoferrato(III) inducida por la radiacién
laser. Sin embargo en medio citrato 0.07 M la sefial de lente térmica del blanco es estable
al menos durante 30 min.

Por otra parte, comprobamos que la presencia de etanol en el medio produce una
disminucidn de la velocidad de formacion de los aminocromos, y un aumento en la velocidad
de descomposicién del mismo. A pH 7 y para concentraciones de 5x107 M de CA, los
tiempos de formacién de los diferentes aminocromos oscilan entre 3 y 10 min para D y
NA respectivamente cuando se utiliza un medio agua/etanol 50/50 (v/v), mientras que en
ausencia de etanol la reaccién se completa en menos de un minuto. En la Tabla III.1 se
muestra la velocidad de descomposicién de los aminocromos a pH 7 en medio agua/etanol
50/50 (v/v) y se compara con la obtenida en ausencia de etanol. Para la concentracién
estudiada de CA, 5x107 M, se observa que los aminocromos de A, NA y DA son estables
‘en ausencia de etanol, mientras que en medio agua/etanol, a excepcion del noradrenocromo,
son inestables. El dopacromo, a diferencia de los anteriores, es inestable tanto en medio
agua/etanol como en medio puramente acuoso, sin embargo la velocidad inicial de
- descomposicién es mas elevada en agua/etanol. |

N

[11.4.10.- Procedimientos recomendados

De los estudios de las variables quimicas se dedujeron las condiciones éptimas (Tabla
[11.2) para la determinacion de CAs, tanto por espectrofotometria como por espectroscopia
de lente térmica. Los procedimientos que se recomiendan para la dererminacién de CAs

mediante espectrofotometria y espectroscopia de lente térmica son los siguientes:

Determinacién esgectrofotométriéa: En aforados de 25 mi se introducen, en el orden
indicado, 5 ml de disolucién reguladora de citrato 0.035 M de pH 6 (pH 6.5 en el caso de
la dopamina), 5 ml de K;Fe(CN)¢ 0.0125 M, una alicuota de disolucién de CAs conteniendo
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de 0.04 a 5 umoles de soluto y se afora con agua. La oxidacin se completa en 3 min para
A y DA, y en 10 min para NA y D. La absorbancia se mide a 488 nm frente a blanco de

reactivos.

Determinacién mediante espectroscopia de lente térmica: En tubos de ensayo secos se
introducen, en el orden indicado, 1 ml de disolucién reguladora de citrato 0.2 M de pH 7,

1 ml de K;Fe(CN), 6x10° M y una alicuota de disolucién de CAs conteniendo de 0.3 a 10
nmoles de soluto. El volumen se completa a 3 ml. La mezcla se introduce en el tubo
forzandola a través de un filtro de 0.22 um que se acopla a una jeringa. Las sefiales de lente
térmica se obtienen bombeando a 514.5 nm. Se puede aumentar la sensibilidad doblando el

volumen de la disolucién con etanol inmediatamente antes de medir.

Tabla II1.2.- Condiciones experimentales recomendadas para la determinacién de CAs.

Condiciones experimentales Espectrofotometria - ELT
K,Fe(CN)g] 2.5x10? M' 2x10* M
Tampén citrato 0.07 M | citrato 0.07 M
pH 6paraD, NAyA 7

6.5 para DA
Tiempo de oxidacién 3 min para A y DA menos de 1 min

10 min para D y NA

Composicién del disolvente agua agua o agua/etanol
50:50 (v/v)




I11.5.- Caracteristicas analiticas de la determinacién de aminocromos mediante

espectrofotometria y ELT,

En la Tabla III.3 se comparan las caracteristicas analiticas significativas (sensibilidad,
reproducibilidad, limite de deteccién e intervalo dindmico lineal) obtenidas mediante
espectrofotometria y espectroscopia de lente térmica al aplicar los procedimientos propuestos
anteriormente. Mediante espectrofotometria se obtienen graficas de calibrado que son lineales
en todo el intervalo de concentraciones estudiado, hasta 2x10* M. Los coeficientes de
correlacién son en todos los casos superiores a 0.999. Mediante espectroscopia de lente
térmica los calibrados obtenidos también son lineales, tanto en medio acuoso' como en
agua/etanol. Los coeficientes de correlacién son superiores a 0.999, excepto para el L-dopa
en medio acuoso, que fue de 0.990. El limite superior del intervalo dindmico corresponde
a la diferencia entre el haz de prueba no modificado y la ausencia de luz en la rendija de
entrada al fotodetector, cuyo valor fue de 3 V.

En comparacidn con la espectrofotometria, los limites de deteccién son unas 15 veces
menores en espectroscopia de lente térmica, en medio acuoso, y unas 50 veces si la sefial de
lente térmica se mide en medio agua/etanol. Aunque. los limites de deteccion obtenidos
mediante espectroscopia de lente térmica son del orden de 1 ng/ml, podrian obtenerse adn
mejores limites de deteccién aumentando la potencia del laser de bombeo y reduciendo el
ruido de fondo producido por la inestabilidad del laser de prueba. En el caso del L-dopa, los
- aumentos de sensibilidad, asi como la disminucién de los limites de deteccion en
espectroscopia de lente térmica, no son tan favorables como los obtenidos para otras CAs,
especialmente en medio agua/etanol. Este hecho puede ser debido a la mayor inestabilidad
del dopacromo a pH 7 respecto al resto de las CAs. B

La reproducibilidad se obtuvo midiendo la sefial de 10 disoluciones de cada CA,
preparadas de forma independiente. Se utilizaron concentraciones de CA de 8x10° M para
espectrofotometria y de 1x10° M para espectroscopia de lente térmica. Como puede verse
en la Tabla III.3, la reproducibilidad obtenida con ambas técnicas es inferior a 1.2% en
espectrofotometria y a. 2.6% -en espectroscopia de lente térmica. En la Tabla III.4 se
muestran las sefiales obtenidas para espectroscopia de lente térmica utilizando un medio
agua/etanol 50:50 (v/v). - '
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Tabla III1.3.- Caracteristicas analiticas.

Caracteristica Proced. D NA A DA
esp 3900 3500 4200 2700
Sensibilidad1 ELT 2.6xICP 2.6x105 3.7x105 2.0x105
ELT 5.6x105 1.3x106 1.8x106 1.1x106
CV (%) esp 0.3 0.5 0.6 1.2
ELT 2.3 2.1 2.0 2.6
esp 64 62 55 83
LOD (ng/ml)b ELT 5 4 3
ELT 4 1 1 1
Intervalo dinamico lineal ELT 2300 1900 1500 2300
(limite superior, ng/ml) ELT 1100 400 300 400

a Unidades: cm 1 mol'l 1 para espectrofotometria y V mol'l 1 para espectroscopia de lente
térmica. b LOD = limite de deteccion. ¢ Medio agua/etanol 50:50 (v/v).

Tabla I11.4.- Reproducibilidad de las sefales de lente térmica.

Medida D NA A DA
1 0.678 1.538 1.851 1.383

2 0.672 1.540 1.920 1.405

3 0.681 1.558. 1.836 1.332

4 0.660 1.500 1.885 1.338

5 0.647 1.550 1.848 1.353

6 0.680 1.528 1.814 , 1.438

7 0.637 1.494 1.899 1.426

8 0.681 1.507 1.893 1.405

9 0.666 1.466 1.822 1.393

10 0.668 1.476 1.824 1.387
Media, V 0.667 - 1.516 1.859 1.386
+s 0.015 0.032 0.037 0.036

CV (%) 2.3 2.1 2.0 2.6
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IV.- EFECTOS FOTOLITICOS Y DE TRANSPORTE PRODUCIDOS
POR LA RADIACION DE BOMBEO SOBRE LAS DISOLUCIONES
DE HEXACIANOFERRATO(III)

IV.1.- Introduccién

Con la aparicién del ldser en 1958 se abrieron nuevas posibilidades para la
espectroscopia (1). Las perspectivas iniciales no se vieron defraudadas con el tiempo. Asi,
a finales de los afios 70, se habian descrito un gran nimero de nuevas técnicas
espectroscépicas basadas en el uso del laser, incluyendo una gran variedad de aplicaciones
analiticas (2). Con el desarrollo de nuevas técnicas no sélo surgen nuevas aplicaciones sino
también efectos asociados inesperados o incluso fendmenos nuevos. Algunos de estos efectos
pueden originar interferencias, y pueden ser también de utilidad analitica.

Por ejemplo, en relacién con la espectrometria de lente térmica (ELT), el
calentamiento de la muestra en la region irradiada produce un movimiento convectivo del
liquido que da lugar a ruido indeseable (3,4). Por el contrario, un efecto interesante desde
puntos de vista tedrico y préctico, es la falta de proporc;ionalidad directa entre la sensibilidad
de la lente térmica y la absorbancia (5).

Hasta la fecha no se han descrito interferencias o aplicaciones basadas en efectos
fotoliticos producidos por la intensa radiacion del haz de bombeo que se utiliza en los
experimentos de ELT. Por el contrario, se han descrito efectos de la presion de la radiacién
sobre particulas pequefias, lo que se ha utilizado para sujetar o sustentar muestras como
pueda ser una célula para cambiarla de lugar bajo rhicroscopio (6) o una particula sélida o
liquida levitada, con el fin de obtener su espectro Raman (7,8).

En este capitulo se describe y estudia un fenémeno producido por la radiacién de
bombeo, cuya causa posible es la degradacion fotolitica del hexacianoferrato(I1I) asociada al
transporte de las particulas de hidréxido de hierro(III) generadas. Asimismo, se discute el

interés analitico y las posibles aplicaciones del efecto observado.
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IV.2.- Parte experimental

a) Aparatos

- Espectrometro de lente térmica descrito en el apartado III.2.a. Se utilizd una longitud
de onda de 514.5 nm para el bombeo y una frecuencia de modulacién de 4 Hz. La

seiial se adquirié de la forma descrita en el apartado III.2.a.

- Celdas de cuarzo de 1 cm de camino Optico y pequefios trozos de laminas de cuarzo
(Hellma, Miilheim/Baden).

- Un microscopio electrénico de barrido (modelo S-500, Hitachi, Tokio) provisto de
un detector de rayos X de energia dispersiva (Kevex) y un detector Robinson para
electrones retrodispersados.

b) Reactivos

- Disolucién acuosa de K;Fe(CN), 10° M, preparada a partir del producto sélido de
Merck.

- Disoluciones amortiguadoras de pH 6.0 de acetato 0.5 M y de citrato 0.35 M.
- Etanol (grado analitico, Panreac), y acetona (pura, Quimén).
Todas las disoluciones se prepararon con agua desionizada (desionizador Barnstead,
Sybron, Boston, MA) y reactivos de grado analitico.
IV.3.- Resultados

Cuando una disolucién de hexacianoferrato(IIl) potisico 2x10* M en una mezcla 1:1

(v/v) de tampén acetato 0.2 My etanol se irradié con la radiacién de 514.5 nm procedente
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del laser de Ar* con una potencia de 250 mW, se observé que, después de un periodo de
induccién de aproximadamente 3 min, la sefial de lente térmica aumentaba de manera
continua. Ademds, cuando la cubeta se desplazé lateral o verticalmente, después de regresar
la seiial a la linea base volvié a repetirse el fendémeno. Los resultados de una serie de
experimentos se muestran en la Figura IV.1.

Ademds, como se muestra en la Figura IV.2, cuando el haz de bombeo se cortd
durante unos pocos minutos y posteriormente, sin cambiar la posicién de la cubeta, se irradi6
de nuevo, la sefial continué aumentando a partir del mismo valor y con la misma pendiente
que antes de cortar el haz. El mismo fenémeno se observé con potencias mas bajas del haz
de bombeo, aunque como se aprecia en la Figura IV.3, los periodos de induccién fueron mas
largos y las pendientes menores. Para una potencia de bombeo de 100 mW, el periodo de
induccién fué de unos 6 min, y la pendiente durante los 10 primeros minutos fue unas diez
veces mas pequefia que para 250 mW.

Se observd que los periodos de induccion eran mds cortos y las pendientes mas altas
al incrementar el contenido de etanol en el medio. Sin embargo, si en lugar de etanol se
afiadia acetona, como se muestra en la Figura IV.4, la pendiente era menor y el periodo de
induccién mds largo, por ejemplo, para una potencia de bombeo de 100 mW fue de
aproximadamente 20 min.

Como se muestra en la Figura IV.S5, el aumento de la sefial era inhibido o retrasado
en presencia de agentes complejantes del Fe(III), como citrato. También se observé que la
inhibicion era proporcional a la concentracion de citrato. Por otra parte, no se observaron
cambios en la sefial si se utilizaban disoluciones de cloruro de Fe(IlI) en vez de
hexacianoferrato(III). }

El aumento continuo de la sefial asi como el periodo de induccién dependen de la
concentracién de hexacianoferrato(IlI). Como se muestra en la Figura IV.6, al incrementar
la concentracién de hexacianoferrato(III) el periodo de induccidén disminuyé y la pendiente
sefial/tiempo aumentd. Sin embargo, ninguno de estos dos parametros fueron suficientemente
reproducibles para poder construir una grafica de calibrado para el hexacianoferrato(III).

Si la disolucion de hexacianoferrato(III) se irradiaba durante 30 min con una potencia
de 500 mW se producia un depésitovpuntual de sélido sobre la cara posterior de la cubeta.
Sin embargo, usando potencias menores de 100 y 250 mW, no se distinguia ninguna mancha

sobre la pared, incluso después de un tiempo de irradiacion continuo de 90 minutos. El
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Fisura IV. 1.- Variacion de la sefial de lente térmica con el tiempo. Disolucion de K3Fe(CN)6
2x10"* M en tampon HAc/NaAc 0.1 M de pH 6.0 y medio agua/etanol 50/50 (v/v). Potencia de

bombeo = 250 mW. (I) Tiempos en los que se corta el haz de bombeo y se modifica la

posicion de la cubeta.
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Fisura IV.2.- Variacion de la sefial de lente térmica con el tiempo. Disolucion de K3Fe(CN)6
2x10"* M en tampon HAc/NaAc 0.1 M de pH 6.0 y medio agua/etanol 50/50 (v/v). Potencia de

bombeo = 250 mW. (1) Tiempos a los que se corta el haz de bombeo y no se modifica la

posicion de la cubeta. (t) Se restaura el bombeo.
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Fisura IV.3.- Variacion de la sefial de lente térmica con el tiempch Disolucion de K3Fe(CN)6
2x10"* M en tampoén HAc/NaAc 0.1 M de pH 6.0 y medio agua/etanol 50/50 (v/v). Potencia de

bombeo = 100 mW. (I) Tiempos en los que se corta el haz de bombeo y no se modifica la

posicion de la cubeta. (t) Se restaura el bombeo.
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Figura 1V.4.- Variacion de la sefial de lente térmica con el tiempo. Disolucion de K3Fe(CN)6
2x10" M en tampén HAc/NaAc 0.1 M de pH 6.0 y medio agua/acetona 50/50 (v/v). Potencia

de bombeo = 100 mW. (4) Tiempo en el que se corta el haz de bombeo y se modifica la

posicion de la cubeta.
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Figura IV.5.- Variacion de la sefial de lente térmica con el tiempo. Disolucion de K3Fe(CN)6

2x10" M en tampon citrato 0.07 M en medio agua/etanol 50/50 (v/v). Potencia de bombeo: (a)
250 mW, (b) 100 mW.
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Figura IV.6.- Variacion de la sefial de lente térmica con el tiempo para disoluciones de
K3Fe(CN)62x10"* M de concentracidén creciente en tampon HAc/NaAc 0.1 M de pH 6.0 y medio
agua/etanol 50/50 (v/v). (1) 5x10'5 M, (2) 10™ M, (3) 2x10"* M, (4) 5x10"* M. Potencia de
bombeo = 250 mW.
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precipitado que se depositaba sobre la pared no desaparecia mediante lavado con agua o con
4cidos minerales diluidos, ya que si posteriormente la celda se llenaba con agua, la sefial que
se obtenia al irradiar sobre el mismo punto de la pared era muy alta desde un principio. Para
que la limpieza de la celda fuera efectiva, era necesario utilizar 4cido nitrico o clorhidrico
concentrados.

En la Figura IV.7 se muestra una microfotografia del precipitado que se deposita
sobre la pared de la celda. Para obtener el precipitado en condiciones adecuadas de ser
fotografiado, se utilizé un tubo de polietileno cortado longitudinalmente para servir de
soporte, se sumergié una pequefia ldmina de cuarzo en la disolucién de hexacianoferrato(III)
y se irradié durante varios minutos con una potencia de 500 mW. Con el detector Robinson
se obtuvo la maxima intensidad en la parte inferior de la mancha de precipitado,indicando
con ello que es en esta zona donde se situaron los elementos mas pesados, probablemente el

Fe(1II). Con el detector Kevex se comprobd la presencia de hierro en esta zona del depésito.

IV.4.- Discusién de resultados

El aumento de la sefial de lente térmica que experimentan las disoluciones de
hexacianoferrato(III) se ha atribuido a la presencia de la mancha que se forma en la pared
de la celda, cuya existencia se ha comprobado' mediante microscopia, y con los demais
experimentos realizados. Es conveniente sefialar que no puede haber una contribucion
" negativa a la sefial debida a la degradacién del hexacianoferrato(III), ya que la sefial de lente
térmica producida por la disolucién de hexacianoferrato(Ill) al nivel de concentraciones
utilizado, apenas se distingue del ruido de fondo. ‘ ’

Los resultados obtenidos en los'experimentos realizados sugiéren que la radiacién
laser fotolizé las disoluciones de hexacianoferrato(Ill), dando lugar a pequeiias particulas de
hidréxido las cuales, bajo los efectos combinados de la presion de la radiacién y el
movimiento convectivo, fueron depositadas sobre la pared posterior de la celda. Ademis,
como el hidréxido de hierro es de color marrén rojizo, debe absorber la radiacién de 514.5
nm del laser de Ar*, lo que explicaria el incremento de la sefial de lente térmica con el
tiempo. Probablemente, para que la sefial de lente térmica sea mayor que el ruido de fondo,
debe de haberse depositado previamente algo de material, lo que a su vez explicaria el

periodo de induccién. -
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Fieura IV. 7.- Microfotografia de un precipitado depositado sobre una lamina de cuarzo tras 30
minutos de irradiacion del laser de bombeo a 500 mW. La flecha indica la localizacion de la

parte superior de la lamina de cuarzo durante la irradiacion. Otras condiciones como en Figura
Iv. L
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El hecho de que para obtener una mancha visible en la pared de la celda, fueran
necesarias cantidades de hierro mucho més elevadas (aproximadamente 34 ug) y potencias
de bombeo mayores que las necesarias para producir una sefial de lente térmica mayor que
el ruido de fondo, hace pensar que s6lo un pequefio porcentaje del hierro presente como
hexacianoferrato(Ill), se deposité como hidréxido de hierro(III) en los experimentos. El
incremento de la sefial puede explicarse como una consecuencia de la concentracién de
hidréxido de hierro(III) sobre una pequeiia regién en el centro del perfil del haz de bombeo.

Por otra parte, el hecho de que el depésito de precipitado se formara solamente en
la superficie sobre la que incide la radiacion, y no sobre aquella de la que emerge, apoya la
hipétesis de que la presion de la radiacién contribuye muy eficazmente en la deposicion de
las particulas de precipitado sobre la pared de la celda. Por el contrario, este mismo hecho
contradice otra posible explicacion, la de que se produzca fotocatilisis sobre la superficie
de cuarzo.

También la forma del depdsito apoya la hipétesis del efecto combinado de la presién
de la radiacién y de la conveccién térmica. En la figura IV.7 puede apreciarse que la
cantidad maxima de material estaba situada en la parte inferior del depésito y, por el
contrario, en la parte superior del mismo apenas se-depositdé material. Una posible
explicacion de esta disimetria del depésito la encontramos en la contribucién del movimiento
convectivo, que arrastra las particulas de precipitado hacia la parte inferior del depésito, pero
las barre de la parte superior. En la Figura IV.7 puede apreciarse que en la parte inferior de
" la mancha, el depésito mostraba grietas producidas al secarse, lo que indica mayor espesor
de material depositado.

El hexacianoferrato(III) es un agente oxidante ampliamepte utilizado en la
determinacién de muchos compuestos, como por ejemplo catecoles y otros compuestos
fendlicos, entre los que cabe sefialar a las CAs, en las que nos centramos en esta memoria.
El efecto descrito en este apartado no impide el uso del hexacianoferrato(Ill) en la
determinacidn de estos compuestos mediante espectroscopia de lente térmica, ya que el efecto
puede ser retardado o inhibido reduciendo la concentracién de etanol, utilizando acetona en
lugar de alcohol, o bien afiadiendo citrato u otro ligando complejante del Fe(III).

En lo que se refiere a la aplicacion cuantitativa del efecto observado para la
determinacién de hexac1anoferrato(III) cabe sefialar que no ha sido factxble por falta de

linealidad y de reproducnblhdad en las sefiales analiticas (Figura IV.6). Sin embargo, el
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aprovechamiento de este efecto podria tener interés como base de técnicas de
preconcentracién, por ejemplo, para precipitar una sustancia sobre la superficie de un
electrodo. Los efectos de fotdlisis y transporte producidos por la radiacién laser
probablemente no estén limitados a las disoluciones de hexacianoferrato(IIl), y quizas podria
ser de interés investigar con otros compuestos, por ejemplo de Fe(III), AI(III), o Cr(III), en
presencia o ausencia de sustancias que puedan ser concentradas por adsorcion sobre las
particulas de hidréxido, asi como utilizar longitudes de onda més cortas para bombear, con

lo que aumentaria la probabilidad de producir fotdlisis de especies metaestables.
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V.- CROMATOGRAFIA MICELAR DE AMINOCROMOS CON
DETECCION ESPECTROFOTOMETRICA Y MEDIANTE ELT

V.1.- Introduccién

En el presente capitulo se estudia la separacién de los aminocromos derivados de las
catecolaminas endégenas noradrenalina, adrenalina y dopamina y de la catecolamina sintética
isoprenalina, utilizando fases moéviles de SDS, asi como su deteccion utilizando
espectroscopia de lente térmica. Los resultados obtenidos se aplican en el Capitulo VIII a la
determinacién de catecolaminas en muestras de orina. En el estudio se ha incluido la
isoprenalina debido a que se utilizard como estindar interno en dicho capitulo.

Los aminocromos son sustancias muy polares que tienen caracter doble idnico
(zwitterionico), es decir presentan al mismo tiempo carga positiva y negativa. Debido a esto,
es de esperar una baja retencion en sistemas cromatograficos constituidos por una fase mévil
hidroorganica y una columna de fase reversa. Sin embargo, como ya se indic6, en CLM
existen un gran nimero de interacciones poSibles entre la fase mdvil micelar y la fase
estacionaria modificada (electrostdticas, hidrofébicas y estéricas) que son dificiles de
conseguir cuando se emplea una fase mévil hidroorganica.

La espectroscopia de lente térmica (ELT) como sistema de deteccién en HPLC es una
técnica muy prometedora debido a su gran sensibilidad, sin embargo todavia estd poco
desarrollada, siendo limitado el nimero de trabajos referentes a aplicaciones. Presenta
algunos problemas que es de esperar se resuelvan en un futuro préximo, permitiendo el
desarrollo de aplicaciones analiticas de interés. Los dos principales problemas que presenta
la ELT como sistema de deteccion en HPLC son la pérdida de sensibilidad y el aumento del
ruido respecto a las medidas en estitico. Estos problemas estan presentes siempre que se trate
de sistemas en régimen de flujo.

La pérdida de sensibilidad es debida por un lado, al aumento de la conductividad
térmica producida por el mezclado, y por otro a la formacion incompleta del gradiente
térmico. Esto dltimo se origina como consecuencia del menor tiempo de residencia de la
muestra en el camino éptico, asi como por el aumento de la transferencia de calor producido

por la conduccién forzada (1-3).



El aumento del ruido (1, 3, 4-6) se produce por la presencia de turbulencias y
fluctuaciones en el flujo. Las turbulencias son consecuencia de cambios en la direccién del
flujo, producidos por irregularidades en la celda y pueden reducirse mejorando el disefio de
ésta (1, 6). Las fluctuaciones en el flujo son menos importantes cuando se utilizan bombas
de desplazamiento Unico de piston o bombeo neumatico.

Buffet y Morris (4) estudiaron la separacién de nitroanilinas por HPLC en fase
reversa con deteccion mediante ELT utilizando una configuracién bomba-prueba. El uso de
frecuencias altas de modulacion del haz de bombeo permitié reducir el ruido, debido al
mayor nimero de datos adquiridos por unidad de tiempo, sin embargo, la relacion
sefial/ruido no se modificé apreciablemente, ya que también disminuyé la sensibilidad. Los
limites de deteccién fueron de 20 a 50 ng. Con altas frecuencia$ de modulacién también
disminuye la dependencia de la seiial con la velocidad de flujo (3). También puede reducirse
el ruido utilizando constantes de tiempo grandes en el sistema de detecciéon de la sefial (3,
7), aunque con ello también se reduce en gran medida la sensibilidad.

Utilizando una configuracion de haz simple, para disminuir el ruido, Pang y Morris
(8) propusieron medir la sefial de lente térmica en el segundo arménico de la frecuencia de
modulacién. Aln en estas condiciones, la relacién sefial ruido fue 2 6 3 veces inferior a la
conseguida con una configuracién bomba-prueba, utilizando la misma potencia de bombeo
e iguales condiciones cromatogréficas. '

Para eliminar las interferencias Opticas, se ha propuesto una configuracién en la que
- se utiliza un tnico laser con el que se generan los haces de bombeo y prueba. Los dos haces
se codifican polarizdndolos en planos ortogonales (6). El limite de deteccién para nitroanilina
fue de 1 ng. Sepaniak y col. (9), utilizando una configuraciéon de simple haz, y
cromatografiando con columnas capilares, consiguieron limites de deteccion de 30 pg de
nitroanilina.

En ocasiones, la causa principal del ruido es consecuencia de la absorbancia de la fase
mévil a la longitud de onda de medida. Para resolver este problema, Pang y col. (10)
proponen una configuracion de doble celda. Para utilizar este sistema es necesario igualar
exactamente los caudales que atraviesan la celda de muestra y la de referencia, y alinear
ambas de manera que se obtenga una sefial nula cuando por ellas circula Gnicamente fase

movil. De esta manera se compensan también los efectos de las fluctuaciones del flujo.

~

-~
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El ruido puede ser también reducido mediante suavizacion matemética (4) o utilizando
sistemas que adquieren un gran nimero de datos que son luego filtrados y ajustados a un
modelo. Este modelo puede ser utilizado para optimizar la velocidad de flujo y la frecuencia
de modulacién. Sin embargo, el modelo sélo reproduce bien las sefiales obtenidas a flujos
bajos, ya que se basa en un régimen de circulacién laminar (2).

La configuracion bomba-prueba de haces cruzados parece ser la que ofrece mejores
caracteristicas para cromatografia liquida con columnas capilares, en la que se requieren
celdas de deteccién muy pequefias, ya que con esta configuracion la sensibilidad no depende
del camino dptico. Dovichi y col. (5) utilizando una configuracién de haces cruzados,
obtuvieron un limite de deteccién de 5 fmol para la glicina. Los aminodcidos fueron
derivatizados previamente con cloruro de dimetilaminoazobencenosulfonilo y separados en
una columna capilar C,; con una fase mévil metanol/agua. En un trabajo posterior,
modificaron las condiciones cromatograficas, longitud y didmetro interno de la columna y
composicién de la fase movil, y también las condiciones del sistema de deteccion,
aumentando la potencia del haz de bombeo, y cambiando la longitud de onda de 488 nm a
457.9 nm. Se obtuvieron limites de deteccion del orden del subfemtomol (11).

Con esta misma configuracidn, se han detectado 2,4-dinitrofenilhidrazonas con un
limite de deteccién de 120 fmol para el derivado de la acetona. La separacién cromatografica
se realizé con columnas capilares C,; y fase mévil de acetonitrilo-agua (12). Delorme (13),
utilizé una configuracion bomba-prueba en la determinacién cromatografica de uranio. Los
limites de deteccion fueron comparables a los obtenidos mediante fluorescencia inducida por
laser. |

Erskine y Bobbitt (14) utilizaron un espectrémetro de lente térmica diferencial, con
una configuracién de haces cruzados oblicuos, para la deteccion de 4cidos grasos. Estos
mismos autores ensayaron la deteccién inversa en ELT (15). Para ello emplearon un
espectrémetro constituido por un haz de bombeo de Ar* y un haz de prueba de He-Ne en una
configuracion coaxial de doble cubeta. El sistema cromatogréfico estaba formado por una
columna ODS y una fase mévil 95/5 acetonitrilo/acido fosférico 0.3 M a la que se anadio
un colorante. La absorbancia de la fase mévil en ausencia de analitos era de 1.3x107% a la
longitud de onda de medida (514.5 nm). El limite de deteccién fue de 500 ng de 4cido graso

y el intervalo dinimico lineal fue de 2 érdenes de magnitud.



V.2.- Parte experimental

a) Aparatos

- Se utilizaron dos equipos cromatogréaficos de Hewlett-Packard de la serie HP-1050,
ambos provistos de un inyector automéatico Rheodyne con un bucle de 20 ul. Uno de
ellos estaba provisto de una bomba isocratica y el otro de una bomba cuaternaria con
posibilidad de elucion en gradiente. Como fase estacionaria se emple6 una columna
Spherisorb ODS-1 (5 um, 12 cm x 4.6 mm) de Scharlau, precedida de una
precolumna Spherisorb ODS-2 (5§ um, 3.5 cm x 4.6 mm), también de Scharlau. En
la seccién V.3.7 se utilizé también una columna ODS-2 (5§ um, 12 cm x 4.6 mm)
de Scharlau, precedida por una precolumna de las mismas caracteristicas y 3.5 cm de

longitud.

- La deteccidn se realizé mediante el espectrémetro de lente térmica y en algunos casos
mediante un detector UV-vis Hewlett-Packard HP-1050, utilizando una longitud de
onda de 488 nm. Cuando se utiliz6 como sistema de deteccién la ELT los datos
fueron adquiridos como se explicé en I11.2.a, mientras que cuando se utilizé deteccién
espectrofotométrica, los cromatogramas fueron adquiridos por un ordenadof PC/AT
provisto del programa PEAK-96, de Hewlett Packard. Salvo cuando se indique lo

contrario, el caudal de la fase mévil fue de 0.5 ml/min.

- Se utilizé el espectrometro de lente térmica decrito en III.2.a. La longitud de onda
empleada para la deteccion fue de 488 nm, la potencia de bombeo de 250 mw y la
frecuencia de modulacién de 4 Hz. Se reemplazé la cubeta anteriormente utilizada por
la celda de 8 ul del detector UV-vis HP-1050. Los datos fueron adquiridos tal como

se explica en IIL.2.a.

- Para obtener los espectros de los aminocromos se utiliz6 un espectrofotémetro de fila
de diodos Hewlett-Packard, modelo 8452A.

“~
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b) Reactivos

- Dodecil sulfato sédico (SDS) Merck de pureza 99%. Disolucién 0.05 M de
K;Fe(CN), preparada a partir del producto sélido de Merck, para anilisis.

- Acido citrico, monohidrégeno fosfato sédico y cloruro sédico Panreac, para anilisis.
Metanol Panreac, para HPLC. Etanol absoluto, n-propanol, n-butanol y n-pentanol

Panreac, para andlisis.

- Disolucion reguladora de citrato 0.35 M de pH 7.00 preparada a partir de 4cido

citrico y NaOH, ajustando potenciométricamente el pH con disolucién de NaOH.

- Disoluciones 2x10° M de noradrenalina, adrenalina, dopamina e isoprenalina

preparadas como se indica en IIL.2.b.

Todas las disoluciones y fases mdviles se prepararon con agua ultrapura. Las fases
moviles fueron filtradas a través de una membrana de Q.45 um de poro de MSI (Westboro,
MA), con ayuda de succién a vacio, con lo que ademds de eliminar particulas s6lidas también
se consigue su desgasificacion. Las muestras a inyectar en el cromatdgrafo se filtraron a

través de discos de Nylon de 0.2 um de poro , de la misma casa.
¢) Procedimientos

Acondicionamiento del sistema cromatogréfico: Para acondicionar el sistema cromatografico

con la fase mévil micelar se debe tener en cuenta que los monémeros de tensioactivo quedan
en parte adsorbidos en la fase estacionaria, y que la magnitud de la adsorcién viene
influenciada por la naturaleza y concentraciéon del modificador organico. Por ello, para
cambiar de una fase mévil a otra que contenga un modificador distinto, o ain siendo el
mismo si su concentracion es mayor, debe desorberse completamente el tensioactivo de la
fase estacionaria. Esta desorcion se realiza con metanol. |

Sin embargo, como el SDS es poco soluble en metanol, éste puede cristalizar y por

tanto obstruir el sistema cromatogréfico. Por ello, previamente deben pasarse 4 voliimenes
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de agua, y posteriormente se desorbe el tensioactivo de la fase estacionaria pasando 8
volimenes de metanol. El caudal al que se bombean el agua y el metanol debe ser bajo, tal
como 0.5 ml/min. Con ello, se evitan aumentos bruscos de presion, debidos a la dependencia
de la viscosidad de las mezclas metanol/agua con su composicién. La viscosidad es méxima
para una concentracion de metanol del 40%.

Para equilibrar el sistema cromatografico con una nueva fase mévil, debe seguirse el
proceso inverso a la desorcién, es decir, estando el sistema en metanol, se elimina éste
pasando 2 volimenes de agua, y posteriormente se bombea la fase mévil a un flujo de 0.5
ml/min durante al menos 4 horas. Este tiempo de equilibrado del sistema es necesario, no
tan s6lo para que se estabilice la presion, sino también para reproducir el volumen muerto,
que va disminuyendo hasta alcanzar un valor constante.

Debido a la variacién de la viscosidad de las disoluciones micelares con la
temperatura, la presién final alcanzada depende en gran medida de la misma, siendo mayor
a temperaturas mas bajas. Por otra parte, es necesario tener en cuenta que para evitar que
el SDS y los componentes del tampén cristalicen en la columna, debe desorberse el

tensioactivo siempre que vaya a detenerse el flujo por periodos largos de tiempo.

Reaccién de derivatizacién: Las disoluciones de aminocromos se prepararon del modo como
se expone a continuacién. En aforados de 25 ml y respetando el orden de adicién, se
introdujeron 2.5 ml de tampén citrato 0.35 M de pH 7, 1 ml de K,;Fe(CN); 0.05 M y la
disolucion de catecolaminas. Se dejé transcurrir un minuto para completar la reaccién de
oxidacién, se afiadieron los mililitros necesarios de modificador organico para que su
proporcion fuese igual a la de la fase mévil, y se aforé con agua ultrapura.

Determinacién del factor de capacidad, de la eficacia y del factor de selectividad: Para

calcular el factor de capacidad se utilizé la expresion:

-~

K= m V.1]

donde k> y t, son el factor de capacidad y el tiempo de retencién de la substancia,
respectivaniente, y t, es el tiempo muerto. El tiempo muerto fue estimado para cada fase

mévil como el correspondiente a la primera variacion de la linea base que superase 3 veces
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el ruido medio del cromatograma. Para el célculo de la eficacia, el modelo gaussiano hace

uso de la siguiente expresion:

donde WO06es la anchura del pico al 60% de su altura, que equivale a 2 veces la desviacion
estindar. En CLM es frecuente obtener picos que se desvien apreciablemente del modelo
gaussiano, por tanto, si se aplica este modelo para describir el pico cromatografico pueden
obtenerse sobreestimaciones, incluso de un 100%, del ntimero de platos tedricos (N). La

ecuacion desarrollada por Foley y Dorsey (17) tiene en cuenta la asimetria:

[V.3]
-+ 1,25
A
donde WOl es la anchura de pico al 10% de su altura. Los diferentes parametros se

esquematizan en la siguiente figura:

El factor de selectividad entre 2 picos contiguos, representado por se calcul6 a

partir de la Ecuacion 1.3.
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Determinacidn de la concentracidn micelar critica: Para determinar la cmc en un determinado
medio, se prepararon diversas disoluciones reproduciendo la composicién de dicho medio,
y se varié la concentracion de SDS de manera que se pudieran realizar medidas a
concentraciones superiores € inferiores a la cmc. Se pesaron 25 gotas de cada disolucién.
Cada medida se hizo por triplicado. Al representar el peso de las gotas frente al logaritmo
de la concentracion de SDS se obtienen dos tramos lineales. El segundo tramo es horizontal
ya que, una vez superada la cmc la tension superficial se mantiene practicamente constante,
por lo que el tamaifio de las gotas ya no varia con la concentracién del tensioactivo. La cmc

se estimd como el punto de interseccidn entre los dos tramos lineales

V.3.- Comportamiento cromatografico y optimizacién

V.3.1.- Seleccién del tensioactivo

Dado el caricter iénico e hidrofilico de los aminocromos, es de esperar que las
interacciones electrostéticas con la fase estacionaria primen sobre las hidrofébicas, por tanto,
debe emplearse un surfactante idnico, ya que un surfactante no iénico aunque incrementara
el caracter hidrofébico de la fase estacionaria, no contribuird sustancialmente a incrementar
la retencién. En efecto, al utilizar un surfactante no iénico, Brij 35, los aminocromos no
resultaron retenidos. En la Figura V.1 se muestra el cromatograma obtenido para una
inyeccién de una mezcla de adrenocromo (ACR), noradrenocromo (NACR), dopaminocromo
(DACR), dopacromo (DCR) e isoprenalinocromo (ISOCR). Se utili26 una fase moévil de Brij
35 al 2%, regulada a pH 5.5 con Na,HPO, 10° M, y una columna Spherisorb ODS-2. Los
aminocromos no resultan separados, y eluyen pricticamente con el volumen muerto.

Por otra parte, no pudieron emplearse tensioactivos catiénicos como bromuro de N-
cetiltrimetilamonio (CTAB) y cloruro de N-cetilpiridinio (NCPC), ya que estos precipitan con
el hexacianoferrato(III), que es el reactivo oxidante utilizado en la reaccién de derivatizacion.

Por tanto, se eligié un tensioactivo anidnico, el dodecil sulfato sédico (SDS).



Figura VA.- Cromatograma obtenido para una mezcla de NACR, ACR, DACR e ISOCR
utilizando una fase movil 2% de Brij 35 regulada a pH 5.5 con Na2HP04 102 M y una fase

estacionaria Spherisorb ODS-2.

V.3.2.- Fases moéviles micelares puras

Las fases moviles ensayadas contenian acido citrico 0.03 M y SDS en diferentes
concentraciones (0.05, 0.1 y 0.15 M). El pH fue ajustado potenciométricamente a 4.9 con
NaOH. Se utilizé deteccion fototérmica.

En la Figura V.2 se muestran los cromatogramas obtenidos, y en la Tabla V.l los
factores de capacidad, la eficacia y el factor de asimetria de los picos para cada uno de los

aminocromos con las fases moéviles estudiadas.
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Fisura V.2.-
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Tabla VA.- Influencia de la concentracion de SDS sobre el factor de capacidad, la eficacia

y la asimetria de los picos.

Aminocromo Csps (M) k’ N B/A
NACR 1.9 1100 1.9
ACR 52 500 2.2
0.05
DACR 12.0 500 2.4
ISOCR 21.6 100 4.0
NACR 1.9 900 2.2
ACR 5.1 400 2.3
0.10
DACR 10.4 300 2.8
ISOCR 17.6 200 2.3
NACR 1.7 800 2.2
ACR 4.5 300 2.8
0.15
DACR 8.9 300 2.9
ISOCR 14.6 200 2.6

Para cualquier concentracion de tensioactivo los factores de capacidad aumentan con
la hidrofobicidad del aminocromo. Cuando aumenta la concentracion de SDS k’ disminuye
(Figura V.3). Esta disminucién es mayor para los solutos mas hidrofobicos, indicando una
mayor asociacion de los mismos con las micelas. Sin embargo los factores de capacidad de
DACR ¢ ISOCR son excesivamente altos incluso para una concentracion de SDS 0.15 M.

En general, se observan picos asimétricos y bajas eficacias para todos los
aminocromos, tanto menores cuanto mas hidrofébico es el aminocromo. Al aumentar la
concentracion de SDS la eficacia disminuye y la asimetria aumenta. Cuando se utilizan
tensioactivos i6nicos los solutos muy asociados presentan eficacias bajas. Al tener las

superficies de la micela y de la fase estacionaria cargas del mismo signo, se establece una
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Fisura V.3.- Influencia de la concentracion de SDS sobre el factor de capacidad. (1) NACR,
(2) ACR, (3) DACR, (4), ISOCR.
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barrera repulsiva que impide la transferencia de masa a través de la interfase, lo que puede
justificar las bajas eficacias obtenidas para los aminocromos mas hidrofobicos.

Los factores de selectividad (Tabla V.2) se encuentran comprendidos entre 1.8 y 2.8,
resultando una buena separacién entre todos los picos. Sin embargo, como en medio
puramente micelar de SDS, las eficacias son bajas, los picos asimétricos y los tiempos de
retencion de los aminocromos mas hidrofébicos elevados, resulta conveniente la adicion de

un modificador organico a la fase movil.

Tabla V.2.- Valores de selectividad para los aminocromos con fases moviles micelares puras

de SDS.

GsDS (M) aa
«1 = 2.8
0.05 a32 —2.3
«4; = 1.8
«2,1 = 2.7
010 «3 2 ,—21
@3 = 1-7
«2,1 = 2.7

0.15 32 =
«43 = 1-7

aSubindices: 1, NACR; 2, ACR; 3, DACR; 4, ISOCR.
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V.3.3.- Fases moéviles micelares hibridas

Como ya se comentd en 1.3, suelen afiadirse alcoholes de cadena corta a las fases
moviles de tensioactivos ionicos con el objeto de disminuir los factores de capacidad y
mejorar las eficacias. Por otra parte, si consideramos la técnica utilizada para la deteccion,
hay que tener presente que en espectroscopia de lente térmica en medio hidroorganico, la
sensibilidad aumenta con la concentracion del disolvente organico miscible con el agua, y por
ello, la adicién de un alcohol a la fase modvil producira un aumento de la sensibilidad. En
consecuencia, la utilizacién de la cromatografia micelar hibrida posee claras ventajas frente
a la cromatografia micelar pura, tanto desde el punto de vista de la separacion

cromatografica, como de la deteccion de los aminocromos.

a) - Influencia de la longitud de la cadena del alcohol

Se prepararon 5 fases moéviles conteniendo SDS 0.05 M, acido citrico 0.03 M y 5%
de alcohol. El pH se ajustdé a 7.0 con NaOH, previamente a la adicion del modificador. Los
alcoholes empleados fueron metanol, etanol, n-propanol, n-butanol y n-pentanol. La muestra
que se inyecta debe contener la misma concentraciéon de alcohol que la fase movil, ya que
de lo contrario la cabeza del cromatograma presenta un ruido de fondo alto, debido a las
variaciones en el indice de refraccion, pudiendo incluso desaparecer el pico del NACR. Por
ello, antes de inyectar la muestra, se adiciona la cantidad necesaria del alcohol
correspondiente para igualar su concentracion a la de la fase movil.

En la Figura V.4 se muestran los cromatogramas obtenidos. En la Tabla V.3 se
muestran los valores del factor de capacidad, la eficacia y la asimetria de pico. En la Figura
V.5 se representan los factores de capacidad y el numero de platos tedricos, ambos frente
al numero de atomos de carbono del alcohol. Los factores de capacidad disminuyen a medida
que aumenta la hidrofobicidad del alcohol. Este efecto es mas pronunciado cuando aumenta
la hidrofobicidad del soluto, asi por ejemplo, para el NACR, al pasar de 5% de MeOH a 5%
de pentanol la k’ disminuye de 1.45 a 0.64 (56%), mientras que para ISOCR k’ disminuye
de 12.01 a 1.38 (89%).
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Fizura V.4.- Efecto de la longitud de la cadena del alcohol, (a) metanol, (b) etanol, (c)
propanol, (d) butanol, (e) pentanol; (1) NACR, (2) ACR, (3) DACR, (4) ISOCR. Contenido

en alcohol, 5%.
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Tabla V.3.- Influencia de la longitud de la cadena del alcohol sobre el factor de capacidad,
la eficacia y la asimetria de los picos (5% de alcohol).

Aminocromo Alcohol k’ N B/A
NACR 1.5 2600 1.2
ACR 34 1400 1.8
Metanol
DACR 7.3 300 4.9
ISOCR 12.0 400 2.2
NACR 1.2 2100 1.8
ACR 2.4 2200 1.5
Etanol
DACR 4.8 1800 2.8
ISOCR 7.2 1300 1.6
NACR 0.9 1800 1.7
ACR 1.4 1900 1.8
n-Propanol
DACR 2.4 2600 1.5
ISOCR 3.0 1600 2.1
NACR 0.7 1800 1.6
ACR 1.0 2200 1.7
n-Butanol
DACR 1.4 1900 . 1.9
ISOCR 1.7 2400 1.5
NACR 0.6 2400 1.6
ACR 0.9 2200 1.5
n-Pentanol
DACR 1.3 1600 1.7

ISOCR 1.4 1600 1.8
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Figura V.5.- Efecto del nimero de atomos de C del alcohol sobre el factor de capacidad y

la eficacia, (0) NACR, (o), ACR, (A) DACR, (O) ISOCR.
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En cuanto al nimero de platos tedricos y asimetrias de pico no se observan diferencias
significativas, excepto cuando se utiliza metanol como modificador, cdn el que hay una
notable diferencia de eficacia entre los aminocromos, siendo ésta tanto més baja cuando
mayor es la hidrofobicidad de los mismos. Los factores de selectividad (Tabla V.4)
disminuyen a medida que aumenta la longitud de la cadena del alcohol. Los picos

correspondientes a DACR e ISOCR no resultan bien separados con butanol o pentanol.

b) - Influencia de la concentracién de alcohol

El estudio del efecto de la concentracién' de modificador organico se llevd a cabo con
metanol, etanol y propanol. Las fases mdviles contenian 4cido citrico 0.03 M y SDS 0.05
M, y se ajustaron potenciométricamente a pH 7.0 con NaOH. Se prepararon fases méviles
con 5%, 10% y 15% de metanol 6 etanol, y 5% y 7% de propanol. Los cromatogramas
obtenidos se muestran en las Figuras V.4 y V.6. En las Tablas V.5-V.7 se muestran los
factores de capacidad, asi como también el nimero de platos tedricos y los valores de
asimetria de pico. En las Figuras V.7 y V.8 se representa la variacién de los factores de
capacidad y del nimero de platos tedricos, respectivamente, frente al contenido de alcohol,
¢, expresado en tanto por uno en volumen. En la Tabla V.8 se muestran los valores del
factor de selectividad. |

En la Figura V.7 puede verse que el aumento de la concentracién de alcohol produce
- una disminucién de los valores de k’. Este efecto es mds acentuado cuando se incrementa la
hidrofobicidad del soluto y/o del alcohol, de igual manera que ocurre con las fases méviles
hidroorgdnicas (18). En general, se observa un aumento en el nimero de platos teéricos, asi
como una disminucién de las asimetrias de pico a medida que aume;nté la concentracion de
alcohol (Figura V.8). El aumento de eficacia es tanto mayor cuanto més hidrofébico es el
aminocromo. Sin embargo, para NACR la eficacia disminuye ligeramente al pasar de un 5%
a un 15% de metanol, produciéndose un aumento de la asimetria de pico. Esto mismo se
observa para el ACR al pasar de un 10% a un 15% de etanol.

Los factores de selectividad disminuyen al aumentar la concentracién de alcohol
(Tabla V.8). Este resultado es tipico en cromatografia convencional, mientras que en
cromatografia micelar se encuentra en muchos casos un aumento de selectividad al adicionar

alcohol a la fase mdvil.
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Tabla V.4.- Influencia de la longitud de la cadena del alcohol sobre el factor de selectividad.

Alcohol (a
a2i = 2.4
Metanol «32= 2.1
@3 = 1.7
«2l = 2.0
Etanol a32 = 2.0
«43 = 1.5
«21 = 1.6
n-Propanol «32= 1.7
«43 = 13
«21 = 1.5
n-Butanol «32=1-4
«43 = 1.2
«21 = 14
n-Pentanol @32 = 1*
«“3 = 1-1

a Subindices: 1, NACR; 2, ACR; 3, DACR; 4 ISOCR.
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Fisura V.6.- Influencia de la concentraciéon de alcohol, (a) 15% metanol, (b) 10% metanol,
(c) 15% etanol, (d) 10% etanol, (e) 7% propanol; (1) NACR, (2) ACR, (3) DACR, 4)

ISOCR. Los resultados deben comparase con los expuestos en la Figura V.4.
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Tabla V.5.- Influencia de la concentracion de metanol sobre el factor de capacidad, Ia

eficacia y la asimetria de los picos.

Aminocromo % Metanol k’ N B/A

NACR 1.9 1100 1.9

ACR 5.2 500 2.2
0

DACR 12.1 500 2.4

ISOCR 21.6 100 4.0

NACR 1.5 2600 1.2

ACR 3.4 1400 1.8
5

DACR 7.3 300 4.9

ISOCR 12.0 400 2.9

NACR 1.2 2400 1.4

ACR 2.4 2500 1.5
10

DACR 4.9 1100 1.7

ISOCR 7.3 1200 1.9

NACR 0.86 2200 1.7

ACR 1.6 2900 1.2
15

DACR 3.1 1300 2.3

ISOCR 4.5 1400 2.0
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Tabla V.6.- Influencia de la concentracion de etanol sobre el factor de capacidad, la eficacia

y la asimetria de los picos.

Aminocromo % Etanol k’ N B/A

NACR 1.9 1100 1.90

ACR 5.2 500 2.2
0

DACR 12.1 500 2.4

ISOCR 21.6 100 4.0

NACR 1.2 2100 1.8

ACR 2.4 2200 1.5
5

DACR 4.8 1800 2.8

ISOCR 7.2 1300 1.6

NACR 1.0

ACR 1.6 2800 1.3
10

DACR 3.0 2200 1.6

ISOCR 4.00 2100 1.5

NACR 0.7

ACR 1.2 1900 2.0
15

DACR 2.0 2100 1.3

ISOCR 2.4 2600 1.3
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Tabla V.7.- Influencia de la concentracién de propanol sobre el factor de capacidad, la

eficacia y la asimetria de los picos.

Aminocromo % Propanol k’ N B/A

NACR 1.9 1100 1.9

ACR 5.2 500 2.2
0

DACR 12.0 500 2.4

ISOCR 21.6 100 4.0

NACR 0.9 1800 1.7

ACR 1.4 1900 1.8
5

DACR 2.4 1600 1.5

ISOCR 3.0 1600 2.1

NACR 0.8 2000 2.0

ACR 1.2 3000 1.5
7

DACR 1.8 2000 - 1.7

ISOCR 2.1 2327 1.8
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Figura V.8.- Efecto de la concentracidon de alcohol sobre la eficacia. (1) NACR, (2) ACR.
(3) DACR, (4) ISOCR.
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Tabla V.8.- Influencia de la concentraciéon de alcohol sobre el factor de selectividad.

% MeOH «a
a2i =2.4
5 «32 = 2.1
«43 =1.7
«21 = 2.0
10 «3 2 = 21
«43 = 1.5
«2,i = 19
15 «3 2 = 1-9
« 4,3 = 14

a Subindices: 1, NACR; 2, ACR; 3, DACR; 4, ISOCR.

% EtOH

10

15

a2i
«3,2

« 4,3

a32

«4,3

«21
«3,2

« 4.3

2.0

2.0

1.5

1.7

1.8

1*3

1.7

1.6

1.2

<1
a 3,2

a 4,3

«21

«3,2

«4.3

1.6

1.7

1.3

1.5
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¢) - Influencia de la concentracién de SDS

Se estudi6 el efecto de la variacion de la concentracién de SDS para una
concentracion fija de modificador organico. Para ello, se prepararon fases mdviles con la
siguiente composicién: Na,HPO, 0.035 M, 4cido citrico 0.03 M, 10% de etanol, y diversas
concentraciones de SDS. Se ajusté potenciométricamente el pH a 4.8 por adicién de NaOH.
- Las concentraciones de SDS fueron 1x103; 3x1073, 6x107%, 5x102 y 0.1 M.

En la Figura V.9 se muestran los cromatogramas obtenidos y en la Figura V.10 se
representan k’ y la eficacia frente a la concentracién de SDS. La eficacia y la asimetria de
los picos correspondientes a NACR no pudieron medirse en la mayoria de los casos (Tabla
V.9), ya que este pico no resultd bien separado de la cabeza del cromatograma. Los valores
de k’ disminuyeron ligeramente al aumentar la concentracion de SDS, salvo para 1x10° M.
Sin embargo, esta concentracion es ligeramente inferior a la cmc, cuyo valor es 1.06x103
M (ver Figura V.25).

La eficacia alcanza su valor méximo para una concentracién de SDS de 6x10° M y
no varia para concentraciones superiores a 0.05 M. No se observa un aumento Signiﬁcativo
en las asimetrias de pico con la concentracién de SDS, incluso para concentraciones muy
superiores a la cmc, lo que probablemente sea debido a que los aminocromos se asocian
débilmente a las micelas. Por encima de la cmc, los factores de selectividad préicticamente

no se modifican con la concentracién de SDS (Tabla V.10).
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Tabla V.9.- Influencia de la concentracion de SDS sobre el factor de capacidad, la eficacia

y la asimetria de los picos. Fase movil 10% de EtOH, pH 4.9.

Aminocromo GsDS (M) k’ N B/A

NACR 0.38 1600 2.0

ACR 0.77 1600 2.2
1x10'3

DACR 1.4 1900 2.0

ISOCR 2.5 1700 2.0

NACR 0.62

ACR 1.1 1600 1.8
3x10°3

DACR 2.2 1500 1.8

ISOCR 3.2 1300 1.9

NACR 0.60

ACR 1.1 2900 1.6
6x10'3

DACR 2.1 2300 1.7

ISOCR 3.0 2500 1.4

NACR 0.55

ACR 0.98 1500 , 1.5
0.05

DACR 1.8 1100 2.0

ISOCR 2.5 1400 1.6

NACR 0.53

ACR 0.94 1100 1.8
0.10

DACR 1.7 1200 2.0

ISOCR 2.2 1100 1.9
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Fizura V.10.- Efecto de la concentracion de SDS en presencia de un 10% de etanol sobre:
(a) el factor de capacidad, y (b) la eficacia de los picos, (0) NACR, (o) ACR, (A) DACR,
(O) ISOCR.
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Tabla V.10.- Influencia de la concentracion de SDS sobre los factores de selectividad. Fase

moévil 10% EtOH, pH 4.9.

Csps
«2,1 =2.0
1x10'3 «32 =18
«“4s =138
«2,1 = 1-8
3x10'3 «32 =19
«43 = 15
«21 = 1.8
6x10'3 «32 =19
«43 = 1.5
« 2,1 — 18
0.05 - 19
«4,3 = 1.4
« 2,1 = 18
0.1 aa - 1.8
«4,3 = 1.4

Subindices: 1, NACR; 2, ACR; 3, DACR; 4, ISOCR.
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V.3.4.- Influencia del pH

Se prepararon fases moviles con la siguiente composicién: Na,HPO, 0.035 M, 4cido
citrico 0.03 M, 10% de etanol y SDS 3x10° M 6 0.05 M. Para cada concentracién de
tensioactivo se ajusté el pH a 2.3, 3.5, 4.9 y 7.0 utilizando disoluciones de NaOH 6 H,PO,.
En las Figuras V.11 y V.12 se muestran los cromatogramas obtenidos. En la Tabla V.11 se
muestran los valores del factor de capacidad, el niimero de platos teéricos y el factor de
asimetria. En algunos casos no pudo medirse la eficacia para el NACR, al no estar el pico
bien separado de la cabeza del cromatograma.

Como puede verse en la Figura V.13, las variaciones de pH entre 3.5 y 7 no afectan
al valor de k’ ni a los factores de selectividad (Tabla V.12). Sin embargo, a pH 2.3 se
produce un aumento de la retencién, que es més importante para los dos aminocromos mas
hidrofébicos, DACR e ISOCR, especialmente para DACR, que llega a invertir su orden de
elucién con el ISOCR. Este incremento en los valores de k’ al pH mds dcido de 2.3 puede
ser debido a la protonacién del oxigeno con carga negativa de la forma doble idnica,
protonacién que tendria lugar en mayor medida para el DACR. En el caso del dopacromo,
aunque el valor mis alto de k’ alcanzado es de 0.48 a pH 2.3 y en SDS 3x10° M, también
podria producirse protonacién parcial del grupo carboxilo en estas condiciones, ya que a
valores mas altos de pH, este aminocromo eluy6 siempre cerca del volumen muerto.

Como puede observarse en la Tabla V.11, en general no existen diferencias notables
en las asimetrias de los picos al variar el pH y la concentracién de tensioactivo. Ahora bien,
para pH 7, el més alto ensayado, se aprecia una mayor asimetria de los picos de ACR,
DACR e ISOCR a la concentracién més alta de tensioactivo. Esta asimetria se manifiesta en
los valores de eficacia, que como puede verse en la Figura V.14, son precisamente los mas
bajos para estas condiciones. También son de resaltar las bajas eficacias obtenidas para
NACR y ACR al pH més bajo, 2.3, y con la menor concehtracién de tensioactivo.

Precisamente éstos son los aminocromos mas hidrofilicos.
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Figura V.12- Efecto del pH. Fase movil con SDS 0.05 M. pHs: (a) 2.3, (b) 3.5, (c) 4.9, (d)
7.0.
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Tabla V .11 Influencia del pH sobre el factor de capacidad, la eficacia y la asimetria.

Aminocromo

DCR
NACR
ACR
DACR
ISOCR

DCR
NACR
ACR
DACR
ISOCR

DCR
NACR
ACR
DACR
ISOCR

DCR
NACR
ACR
DACR
ISOCR

pH

2.3

3.5

4.9

7.0

0.49
0.92
1.7
6.4
5.0

0.08
0.65
1.1
2.4
3.1

0.02
0.62
1.1
2.2
3.0

0.01
0.55
1.0
2.0
2.9

3x10'3 M

N

300
600
1400
1300

1300
1600
1100
1600

1600
1500
1300

1600
1500
1400

B/A

2.7
1.9
1.8
1.9

1.5
1.6
2.6
1.7

1.8
1.8
1.9

1.7
1.8
1.9

0.25
0.73
1.3
4.0
34

0.02

0.59
1.04
1.8

2.6

0.01
0.55
0.98
1.8
2.5

0.01

0.54
1.03
1.9

2.6

SDS 0.05

N

1000
1400

1100

1000
900

1100

1500
1100
1400

700
700
700

B/A

2.1
1.7
2.0

1.9
2.1
1.9

1.5
2.0

1.6

2.3
2.5
2.4
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FiguwVA3.- Efecto del pH sobre el factor de capacidad, (a) SDS 3x103 M, (b) SDS 0.05
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Tabla V.12.- Influencia del pH sobre el factor de selectividad8.

pH SDS 3x10'3 M SDS 0.05 M
32,1 = 1.8 «,1 = 1-8
2.3 «32 = 3.0 «32 = 2.6
wn = = B «3.4 = 1-2
«1 = 1.7 «2l = 1.8
3.5 «3,2 = 2.2 «3,2 = 1-2
«43 = 1.3 «4,3 = 1'5
«,1 = 1*8 «,1 = 1-8
4.9 «3 2 = 1.9 «3,2 = 1-9
«4,3 = 1-4 «4.3 = 1*4
« 2,1 = 1*9 « 2,1 = 1-9
7.0 «3,2 = 1*9 «3,2 = 19
«4,3 = 1-5 «4,3 = 1-4

aSubindices: 1, NACR; 2, ACR; 3, DACR; 4, ISOCR.
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- Efecto del pH sobre los espectros UV-vis de los aminocromos

No se dispone de las constantes de protonacién de los aminocromos. Por ello, se
realiz6 un estudio cualitativo de los espectros UV-vis de los aminocromos a valores bajos de
pH. En aforados de 25 ml se introdujeron 5 ml de tampén citrato 0.35 M de pH 7, 1 ml de
K;Fe(CN)s 0.05 M y 1 ml de disolucién 2x10® M de CA. Transcurrido 1 min se afiadi6 la
cantidad de HCI necesaria para poder llevar la disolucién al pH deseado, 5 ml de SDS 0.25
M y 2.5 ml de etanol, se enrasé con agua y se registraron los espectros frente a un blanco.

Como muestra la Figura V.15, se produce en todos los casos una disminucién de la
absorbancia y un desplazamiento hipsocrémico a medida que disminuye el pH. En el caso
del DACR el desplazamiento es mayor, de 480 a 440 nm al pasar de pH 4.9 a 2.1, mientras
que para el resto de los aminocromos el desplazamiento que se produce es de 490 a 470 nm.

Excepto para el adrenocromo, apH 1.1 se obtienen precipitados azules a los pocos minutos.

- Efecto del pH de la fase mévil sobre la estabilidad del DACR

Durante la optimizacién de la fase mévil, cuando el pH fue 7, se observé que el pico
correspondiente al DACR aparecia anormalmente pequefio respecto al de los otros
aminocromos, siendo ademés irreproducible. En estudios anteriores (seccidn [11.4) se
comprobé que el DACR se formaba rdpidamente a pH 7, pero no era estable a ese pH. Por
ello, estudiamos la reproducibilidad del pico del DACR con una fase mévil de pH 4.9. Se
prepar6 una fase mévil de composicion SDS 0.05 M, é4cido citrico 0.03 M, y 7% de
propanol. EI pH se ajust6 a 4.9 con NaOH. Se emple6 un caudal programado, de 0.5 ml/min
en los primeros 3.5 min, y de 0.1 ml/min después. )

En la Figura V.16 se muestran los cromatogramas correspondientes a 3 inyecciones
de DACR 1x10* M. Se afiadi6 4cido citrico después de adicionar el oxidante a pH 7, para
que la disolucion quedase a pH 4.9. En el caso del cromatograma (a), el icido citrico se
afiadié inmediatamente después del oxidante, mientras que en los casos (b) y (c) se dejaron
transcurric 0.5 y 1 min, respectivamente. Como puede comprobarse, los picos
correspondientes a los casos (b) y (c) son idénticos, mientras que el correspondiente al caso
(a) es notablemente mds pequefio debido a que la oxidaciéon es muy lenta a pH 4.9. En

cambio, a pH 7, 0.5 min son suficientes para que se complete la reaccion de oxidacién.
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Fisura V.16.- Tiempo de oxidacion a pH 7. Cromatogramas superpuestos: (a) Oxidacion a
pH 7 seguida de adicién inmediata de acido citrico ¢ inyeccion de la muestra a pH 4.9. (b)

Se dejaron transcurrir 30 s antes de adicionar el acido citrico, (c) El tiempo de espera fue

de 60 s.



130

Posteriormente se comprobd que utilizando una fase moévil de pH 4.9 el pico del DACR es
reproducible, tanto si se disminuye el pH después de la oxidacion como si se efectua la
inyeccion a pH 7 inmediatamente después de la formacion del DACR. Las disoluciones de

DACR son estables a pH 4.9 y a temperatura ambiente al menos 12 h.

V.3.5.- Influencia de la naturaleza del sistema amortiguador

Se utilizaron dos fases moéviles de composicion SDS 0.05 M y 10% de etanol,
ajustadas a pH 4.9 con disolucion reguladora de Na”"PC” 0.035 M y de acido citrico 0.03
M, respectivamente. En la Tabla V. 13 se muestran los resultados. No se observan diferencias
significativas en los factores de capacidad, y por tanto tampoco en los factores de
selectividad. Cuando se utilizd citrato como sistema amortiguador, el nimero de platos
tedricos fue ligeramente superior y las asimetrias de pico fueron en general algo menores.

Por otra parte, la presencia de fosfato en la fase movil originé aumentos irreversibles
de presion en el sistema, probablemente debidos a fendmenos de precipitacion. La presion
recupero6 sus valores normales al cambiar el prefiltro a la salida de la bomba (PTFE frit). Por
ello, y también por la mayor estabilidad de los aminocromos en el medio citrato, decidimos

utilizar unicamente acido citrico para regular el pH de la fase movil.

Tabla V .1 3 Influencia de la naturaleza del sistema regulador de la fase movil sobre los

parametros cromatograficos.

Aminocromo Tampon k’ N B/A (0:)
NACR 0.60 L7
1 = .
ACR 1.0 1100 2.1 <2
Citrico 0.03 M 0i32 = 1.8
DACR 1.9 1100 2.0
» = 14
ISOCR 2.6 1100 1.9
NACR 0.59
~rpl = 1.8
ACR 1.0 1000 2.0
Na~PO, 0.0347 M a32=19
DACR 2.0 800 2.2
a43 = 14
ISOCR 2.6 800 2.3

Subindices: 1, NACR; 2, ACR; 3, DACR; 4, ISOCR.
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V.3.6. - Influencia de la fuerza idnica

Se prepararon fases moviles constituidas por: Na”PC” 0.035 M, acido citrico 0.03
M, SDS 0.05 M , 10% de etanol y diferentes concentraciones de NaCl (0, 0.2 y 0.4 M). El
pH se ajust6 a 4.9. En la Tabla V.14 se muestran los factores de capacidad, la eficacia y la
asimetria de pico. En la Figura V. 17 se muestran los cromatogramas obtenidos. En la Figura
V.18 se representan respectivamente el factor de capacidad y la eficacia frente a la

concentraciéon de NaCl.

Tabla V.14.- Influencia de la fuerza id6nica sobre el factor de capacidad, la eficacia y la

asimetria de los picos.

Aminocromo CNG (M) k’ N B/A
NACR 0.55

ACR 0 0.98 1500 1.5
DACR 1.8 1100 2.0
ISOCR 2.5 1400 1.6
NACR 0.41

ACR 0.2 0.78 1000 1.8
DACR 1.5 900 2.0
ISOCR 2.1 g8 1.7
NACR 0.37

ACR 0.4 0.71 1100 1.8
DACR 1.4 1000 2.0

ISOCR 2.0 1000 1.7
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Fisura V.17.- Efecto de la fuerza ionica, (a) Sin adicion de NaCl, (b) NaCl 0.2 M, (c) NaCl

0.4 M. Solutos: (1) NACR, (2) ACR, (3) DACR, (4) ISOCR.
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El valor de k’ desciende al aumehtar la concentracion de NaCl, de manera menos
importante cuando mayor es la hidrofobicidad del aminocromo. Asi, k’ desciende un 33%,
28%, 24% y 22% para NACR, ACR, DACR e ISOCR, respectivamente, al pasar de
ausencia de NaCl a un 0.4 M de NaCl en la fase movil.

Los aminocromos son dobles iones débilmente asociados, cuya regi6n anidnica
interacciona repulsivamente con la micela. Un aumento de la fuerza iénica de la fase mévil
disminuye el espesor de la doble capa eléctrica que rodea a las micelas cargadas, facilitando
la interaccién hidrofébica. Armstrong hace uso de este efecto para interpretar el
comportamiento de solutos repelidos por la micela, que poseen suficiente caricter
hidrofébico, y que con el aumento de la fuerza i6nica pasan a comportase como asociados.
En nuestro caso, si este efecto fuera el predominante cabria esperar un mayor descenso de
k’ cuanto mas hidrofébico fuera el aminocromo. Sin embargo, éste no es el caso, ya que el
descenso de k’ no sigue un orden directo al de hidrofobicidad.

Por otra parte, los iones Na* pueden competir con los aminocromos por los sitios de
intercambio i6nico de la fase estacionaria, mondémeros de tensioactivo cargados
negativamente y silanoles residuales que son capaces de establecer interacciones de
intercambio i6nico y puentes de hidrégeno con los solutos cargados positivamente (19). Si
éste fuera el efecto predominante, la disminucion de k’ seria mds importante para los
aminocromos mds hidrofilicos, como efectivamente ocurre.

Segiin se observa en la Tabla V.14 y en la Figura V.18, el nimero de platos teéricos
desciende y la asimetria aumenta al pasar de 0 a 0.2 M de NaCl, mientras que de 0.2 M a
0.4 M no se observan ya cambios significativos. No pudieron tomarse medidas para NACR,
por no estar el pico bien separado de las perturbaciones de la cabeza del cromatograma. Los

factores de selectividad no variaron (Tabla V.15).



Tabla V .1 5 Influencia de la fuerza i6nica sobre los factores de selectividad.

CNc, (M)

0.2

0.4

Subindices: 1, NACR; 2, ACR; 3, DACR; 4, ISOCR.

V.3.7.- Influencia de los silanoles residuales

«2.1

«3,2

«4.3

«2,1

«3,2

«4,3

«2,1

«3,2

«4.3

aa

1.8
1.9

1.4

1.9
1.9
1.4

1.9
1.9
1.4
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En las experiencias anteriores se utilizd6 una columna Spherisorb ODS-1 de 12 cm,

precedida de una precolumna Spherisorb ODS-2 de 3.5 cm. En este apartado se comparan

los resultados obtenidos al sustituir la columna ODS-1 por una ODS-2 de la misma longitud.

La columna Spherisorb ODS-2 presenta un fuerte recubrimiento final de los grupos silanoles

residuales (endcapping), y una carga de carbono de 0.8 mmol/g, mientras que la columna

ODS-1 presenta un recubrimiento menor, con una carga de carbono de 0.5 mmol/g. Por

tanto, el numero de silanoles residuales sin alquilar es considerablemente mayor en la

columna ODS-1.
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En la Figura V.19 se comparan los cromatogramas obtenidos al inyectar los
aminocromos en ambas columnas, utilizando como fase mévil 4cido citrico 0.03 M, SDS
0.05 M y un 7% de propanol, a pH 4.9. Los aminocromos resultan bien separados por la
columna ODS-1, mientras que con la ODS-2 no se separan y eluyen cerca del volumen
muerto. En la Figura V.20 se muestran los cromatogramas obtenidos para ambas fases
estacionarias, utilizando una fase mévil de igual composicién a la anterior, pero sustituyendo
el propanol por un 10% de etanol. Con la columna ODS-2, aparecen dos pares de picos mal
resueltos, NACR y ACR por un lado, y DACR e ISOCR por otro, mientras que con la
columa ODS-1 todos los pares de picos quedan bien resueltos.

En la Tabla V.16 se muestran los factores de capacidad y los factores de selectividad.
Los valores de k’ son siempre mas bajos cuando se utiliza la columna ODS-2. Se deduce que
los aminocromos interaccionan de manera importante con los grupos silanoles residuales.
Probablemente, la interaccion se produzca a través del nitrégeno protonado, que tiene una

gran afinidad por el grupo silanol.

Tabla V.16.- Influencia del recubrimiento final de la fase estacionaria sobre los factores de
capacidad y de selectividad. Fase mévil: acido citrico 0.03 M, SDS 0.05 M, 10% de etanol,
pH 4.9.

Fase estacionaria Aminocromo k’ o’
NACR 0.52
o, = 1.3
‘ ACR 0.69
Spherisorb 5SODS-2 a;; = 2.0
DACR 1.4 .
a3 = 1.1
ISOCR 1.6
NACR 0.7
oy, = 1.6
ACR 1.1
Spherisorb SODS-1 oz, = 1.8
DACR 1.9
a3 = 1.3
ISOCR- 2.5

* Subindices: 1, NACR; 2, ACR; 2, DACR; 3, ISOCR.
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Figura V.19. - Influencia del recubrimiento de la fase estacionaria: (a) Spherisorb ODS-2,

(b) Spherisorb ODS-1. Fase movil con 7% de propanol.
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48

Fisura V.20.- Influencia del recubrimiento de la fase estacionaria: (a) Spherisorb ODS-2,

(b) Spherisorb ODS-1. Fase moévil con 10% de etanol.
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V.3.8.- Influencia del caudal de la fase moévil

Para estudiar el efecto que tiene el caudal de la fase movil sobre la sensibilidad
cuando se utiliza la deteccion fototérmica, se inyectd en la columna cromatografica Co(N03)1
3x10'3 M a un caudal de 0.5, 0.4, 0.3, 0.2 y 0.1 ml/min. Se utiliz6 una fase movil
conteniendo acido citrico 0.03 M, SDS 0.05 M y un 10% de etanol, regulada a pH 4.9
mediante la adicion de NaOH. En la Figura V.21 se muestran los picos obtenidos, y en la
Figura V.22 se representa el area de los picos Vxml frente al caudal.

Las alturas de pico disminuyen alrededor de un 45% al aumentar el caudal de 0.1 a
0.5 ml/min, sin embargo si la sensibilidad se expresa en areas (Tabla V.17), ésta solo
disminuye un 20%. La mayor pérdida de sensibilidad que se produce con las alturas debe
atribuirse, como se vera mas adelante, a la disminucion de la eficacia al aumentar el caudal,
y no a una pérdida de sensibilidad del detector fototérmico.

Para comprobar si el ruido se incrementa con el caudal se registraron 3 lineas base
durante 5 min a 0.5 ml/min y 0.1 ml/min. En la Tabla V.18 se muestran las desviaciones
tipicas obtenidas para ambos caudales. Se observa una desviacion tipica de la linea base

ligeramente inferior para 0.1 ml/min.

Tabla V.17.- Influencia del caudal sobre la sensibilidad.

Caudal (ml/min) Area (Vxs) Area (Vxml)
0.5 5.40 2.70
0.4 6.36 2.54
0.3 10.35 3.10
0.2 15.80 3.16

0.1 34.10 3.41
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0.60

0.40 H

0.30 H

Voltios

0.20 H

tiempo (min)

Figura V.2L- Influencia del caudal. Picos obtenidos para flujo (1) 0.5, (2) 0.4, (3) 0.3, (4)
0.2 y (5 0.1 mi min*1. Inyecciones consecutivas de Co(N03)23x103 M.
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Fisura V.22.- Efecto del caudal sobre la sensibilidad de la sefial en lente térmica. Obsérvese

que la ordenada en el origen no comienza en el cero.
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Tabla V.18.- Influencia del caudal sobre el ruido de la linea base.

Desviacion tipica

0.5 ml/min 0.1 ml/min
0.0091 0.0093
0.0100 0.0080
0.0099 0.0086

s = 0.0097 s = 0.0086

También se investigd la influencia del caudal sobre la eficacia de los picos de los
aminocromos. Para ello, se realizaron una serie de inyecciones de NACR utilizando caudales
de 0.5, 0.4, 0.3, 0.2, 0.1 y 0.05 ml/min. La fase moévil contenia acido citrico 0.03 M, SDS
0.05 My 1% de propanol, y se regulé a pH 4.9 mediante la adicion de NaOH. Tal como
se muestra en la Figura V.23, la eficacia desciende fuertemente al aumentar el caudal.

Cuando se utilizan fases moviles hidroorganicas, la representacion de la eficacia frente
al caudal da lugar a un maximo para un valor bajo de caudal. En cromatografia micelar se
observa un efecto similar, si bien el Optimo se produce a valores todavia mas bajos de
caudal, indicando que el medio micelar ofrece una gran resistencia a la transferencia de masa
(20).

En la Figura V.24 se muestran dos cromatogramas obtenidos al inyectar una mezcla
de aminocromos utilizando la fase movil anteriormente descrita. En el primer caso el caudal
permanecio constante a 0.5 ml/min, y en el segundo se programo6 el caudal, siendo
igualmente 0.5 ml/min durante los primeros 3.5 min, y disminuyendo después a 0.1 ml/min.
Al utilizar el caudal programado los tiempos de retencion se alargan, sin embargo los picos
aparecen mucho mejor definidos, sobre todo los correspondientes a NACR y ACR. Ademas,
el incremento de sensibilidad que se consigue cuando el area se mide en Vxs facilita la
integracion. La mejor definicion del pico para flujos bajos se produce porque el programa
de tratamiento de datos utilizado so6lo es capaz de registrar un punto cada 2 segundos, y por

tanto, los picos estrechos quedan definidos por muy pocos puntos si el caudal es alto.
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Fisura V.23.- Efecto del caudal sobre la eficacia.
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Figura V.24 .- Efecto del caudal sobre la definicion de los picos, (a) Cromatograma obtenido
a2 0.5 mi min'l. (b) Cromatograma obtenido utilizando flujo 0.5 mi min'l durante los primeros

3.5 min y 0.1 mi minlen adelante.
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V.4.- Estudios fisico-quimicos y modelizacién
V.4.1.- Determinacidén y estudio comparativo de K,,, Y Py

a) Comparacién entre fases mdviles micelares puras e hibridas

Como se indicé en el apartado 1.3, la representacion de la inversa del factor de
capacidad en funcion de la concentracion micelar (Ecuacion 1.2), permite obtener la constante
de asociacion soluto-micela, Ky, y €l producto del coeficiente de reparto fase estacionaria-
agua por la relacién de volumenes de las fases, ®Pgy. En esta representacion se obtienen
gréficas lineales con pendiente positiva si el soluto esta asociado a las micelas, negativa si
el soluto es repelido, o con pendiente nula si se trata de un compuesto que no se asocia a las
micelas ni es repelido por ellas.

En este apartado comprobamos si se cumple la ecuacién 1.2 para los aminocromos,
y calculamos a partir de ella los valores de K, y $Psy correspondientes a una fase moévil
puramente micelar, y a una fase hibrida con un contenido de etanol del 10%. Para poder
determinar la concentracion de micelas [M], se estimé previamente la cmc (apartado V.2.c).
La cmc resulté ser de 4.02x10° M para la fase mévil puramente micelar, y de 1.06x10° M
para la que contiene un 10% de etanol (Figura V.25).

La representacidon grafica de la Ecuacién 1.2 (Figura V.26) y los valores de K,y
(Tabla V.19) indican que los aminocromos son solutos débilmente asociados a las micelas.
La baja afinidad por las micelas puede explicarse por el caracter polar e hidrofilico de los
aminocromos, y por la repulsién entre las cargas negativas de las micelas y de los dobles
iones. Es de esperar, por tanto, que el reparto de los solutos se ;;roduzca principalmente
entre la seudofase acuosa de la fase moévil y la fase estacionaria. Por otra parte, los bajos
valores obtenidos para $Pg,, (Tabla V.19) indican poca afinidad de los aminocromos por la
fase estacionaria. .

Tanto K, como $Pg,, aumentan con la hidrofobicidad del aminocromo, indicando
una mayor contribucioén de las interacciones hidrofébicas en estos solutos. Los coeficientes
de correlacién obtenidos al representar la Ecuacién 1.2 también mejoran al aumentar la

hidrofobicidad del aminocromo.
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Fisura V.25.- Determinacidén de la eme: (a) fase movil micelar pura, (b) fase moévil micelar

hibrida con un 10% de etanol.
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Fisura V.26.- Representacion de la Ecuacion 1.2 para los aminocromos en diversas fases
moviles tamponadas a pH 4.9: (a) micelar pura, (b) micelar hibrida con 10% de etanol. (1)

NACR, (2) ACR, (3) DACR, (4) ISOCR.
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Tabla V.19.- Valores de y &PSWen SDS y SDS-10% EtOH.
SDS SDS-10% EtOH

Aminocromo KaMm *Psw r Kam * P SW r

NCR 1.20 2.0 0.91 1.64 0.61 0.96
ACR 1.65 5.7 0.95 1.97 1.11 0.96
DACR 4.54 14.7 0.998 3.16 2.14 0.990
ISOCR 6.52 28.4 0.9997 4.25 3.12 0.991

Si se comparan los valores obtenidos para y «cPsw en el medio puramente

micelar, con los obtenidos para el medio micelar hibrido, se observa que en medio micelar
hibrido el valor de para DACR e ISOCR es ligeramente inferior, y que «fcPsw es interior
para todos los aminocromos, si bien esta disminucion mucho mas acusada para los
aminocromos mas hidrofébicos, DACR e ISOCR. De la disminucién relativa de los valores
de y 4Pswse deduce que la disminucion de los factores de capacidad producida por la
presencia de alcohol es mayor para estos aminocromos, confirmando los resultados
experimentales.

Por otra parte, debido a los bajos valores de K*, el aumento de eficacia que se
produce al adicionar un modificador organico no puede justificarse por una disminucion del
reparto directo entre la micela y la fase estacionaria, como propone Borgerding para los
alquilbencenos (21). El aumento de eficacia podria interpretarse en base a dos hechos: Ia
disminucion del espesor y de la viscosidad de la capa de tensioactivo adsorbida, que favorece
el intercambio de materia entre la seudofase acuosa y la fase estacionaria, y la disminucién
de la polaridad de la seudofase acuosa, que incrementa la afinidad por la misma de los

aminocromos mas hidrofébicos.
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b) - Efecto del pH sobre los valores de K, v_y $Psw

Se calcularon de manera aproximada los valores de K, y $Psy, para diversos valores
de pH, utilizando los datos de la Tabla V.11. Los valores obtenidos se muestran en la Tabla
V.20, y en la Figura V.27 se representan $Pyy, y K,y frente al pH.

Los valores de K,y son siempre bajos, si bien, son algo mayores para los
aminocromos mds hidrofébicos. Para todos los aminocromos, K, disminuye al aumentar el
pH, especialmente para DACR. Esta disminucién es mas notable al pasar de pH 2.3 a 3,
debido probablemente al equilibrio de protonacion de los aminocromos.

Para todos los aminocromos, ®Pg, presenta valores muy bajos y disminuye al
aumentar el pH, ddndose el cambio més importante al pasar de pH 2.3 a 3.5. La mayor
afinidad de los aminocromos por la fase estacionaria a pH 2.3 podria explicarse también por

su protonacién parcial, que implica la neutralizacién de su carga negativa.
V.4.2.- Modelizacién de la retencién

Como ya se comentd en el apartado .3, .cuando se utilizan fases mdviles
hidroorgénicas, se obtienene una relacién cuadrética entre log k’ y la fraccion en volumen
de modificador organico, . Para pequefios intervalos de concentracién del modificador, esta
relacion es aproximadamente lineal (Ecuacién I.4). Esta relacién lineal también fue observada
por Khaledi para fases micelares hibridas, a concentracion micelar constante, para amplios
mérgenes de concentracién de modificador (22). Sin embargo, cuando se representa logk’ de
los aminocromos frente a ¢ de modificador organico (Figura V.28), el punto correspondiente
a la fase puramente micelar se desvia claramente de la linealidad,“ y aparecen curvas que

pueden ajustarse a pardbolas, mostrando una dependencia cuadrética de la forma:
logk’ = Ag* + Bg + C [V.4]

donde el término independiente, C, corresponde al logaritmo de k’ en una fase mdvil
puramente micelar (k’).
La Ecuacién V.4 se ha comprobado para metanol y etanol. En la Tabla V.21 se

muestran los coeficientes obtenidos mediante regresién lineal (Ecuacién 1.3), incluyendo
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Tabla V.20.- Influencia del pH sobre los valores de

Aminocromo

NACR

ACR

DACR

ISOCR

NACR

ACR

DACR

ISOCR

NACR

ACR

DACR

ISOCR

NACR

ACR

DACR

ISOCR

pH

2.3

3.5

4.9

7.0

y $PSW

Kam

5.6
6.3
13.2

10.1

2.2
1.8
7.8

3.6

2.7
3.3
4.3

3.4

0.4
0.2
1.0

2.2

SPsw

0.9

1.7

6.5

5.1

0.7

1.1

2.5

3.1

0.6

1.1

2.2

3.0

0.6

1.0

2.0

2.9
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Fisura V.27.- Efecto de! pH sobre (a) SPSWy (b) Kw . (0) NACR, (o), ACR,

(A) DACR, (0O) ISOCR.
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Figura V.28.- Represenacion de log k’ frente a la concentracion de alcohol en anto por uno
(1) NACR, (2) ACR, (3) DACR, (4) ISOCR.



Tabla V.21.- Regresion lineal y cuadratica de y? sobre log k’ (Ecuaciones 1.3 y V.4).

Compuesto

NACR

ACR

DACR

ISOCR

a Se incluye el punto ¢ = 0.

Alcohol

Metanol
Etanol
Propanol

Metanol
Etanol
Propanol

Metanol
Etanol
Propanol

Metanol
Etanol
Propanol

0.0.

0.28
0.25
0.26

0.71
0.66
0.70

1.07
1.02
1.06

1.32
1.26
1.31

b No se incluye el punto y? = 0.

Ajuste lineal Ia

Pend.

-2.21
-2.75
-5.69

-3.36
-4.18
-9.77

-3.85
-6.24
-12.24

-4.51
-6.24
-14.93

0.996
0.98
0.98

0.9995
0.97
0.99

0.9991
0.98
0.99

0.9990
0.98
0.99

0.0.

0.28
0.19
0.04

0.69
0.52
0.36

1.05
0.87
0.70

1.29
1.09
0.86

Ajuste lineal 2b

Pend.

-2.27
-2.23
-2.12

-3.23
-3.01
-4.27

-3.66
-3.89
-6.37

-4.23
-4.78
-7.68

0.993
0.994

1.00000
0.9990

0.996
0.994

0.99992
0.998

0.27
0.26
0.27

0.72
0.71
0.72

1.08
1.07
1.08

1.33
1.33
1.34

Ajuste cuadratico

B

-1.80
-3.81
10.09

-3.71
-7.24
16.54

-4.22
-8.42
19.46

-5.23
10.13
23.81

A

-2.61
7.10
66.57

2.30
20.40
102.43

2.50
21.80
109.29

4.80
25.90
134.29

0.998
0.994

0.99992
0.998

0.9995
0.998

0.992
0.999
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todos los puntos y excluyendo el correspondiente a la fase micelar pura, y los obtenidos
mediante regresion cuadratica (Ecuacion V.4). La regresion lineal con todos los puntos tan
solo es satisfactoria para metanol.

La pendiente de las rectas de regresion, cambiada de signo, es la fuerza eluyente de
Snyder. Puede observarse que la fuerza eluyente aumenta con la hidrofobicidad del alcohol,
y para un alcohol determinado con la hidrofobicidad del aminocromo.

En la Tabla V.22 se muestran los valores de ko’ experimentales y calculados a partir
de los ajustes. Los ajustes lineales predicen valores de 1*’ inferiores a los experimentales.
Las desviaciones no son superiores al 3% para el metanol y oscilan entre el 6 y el 16% para
los otros alcoholes cuando se incluyen todos los puntos y, alcanzan valores del 43% para
etanol y del 66% para propanol cuando se excluye el punto ¢-= 0. Los ajustes cuadraticos
dan errores inferiores al 2%. Curiosamente, si se representa la diferencia entre los logaritmos
de los valores de ko experimentales y los calculados mediante ajuste lineal excluyendo el
punto 9 = 0, frente al numero de dtomos de carbono del alcohol se obtiene una relacion

lineal (Figura V.29).

Tabla V.22.- Diferencias entre valores de k’0 predichos por regresion lineal y cuadratica y

experimentales.
Lineal* Lineal Parabélico
Aminocromo Alcohol 1% exp K o dii K o cl K 0. cal
Metanol 1.92 1.88 1.86
NACR Etanol 1.87 1.54 1.76 1.84
Propanol 1.10 1.82 -
Metanol 4.95 5.13 5.20
ACR Etanol 5.21 3.33 4.56 5.13
Propanol 2.29 5.00 -
Metanol 11.2 11.8 11.9
DACR Etanol 12.0 7.42 10.4 11.8
Propanol 5.00 11.5 -
Metanol 19.5 21.0 21.6
ISOCR Etanol 21.6 12.3 18.3 21.2
ProDanol 7.3 20.5 -

*Sin incluir el punto correspondiente a ¢ = 0.
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Fisura V.29.- Representacion de la diferencia entre los logaritmos de k’ experimentales y

calculados frente al numero de atomos de carbono del alcohol.
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V.5.- Ruido de Schlieren

Utilizando el espectrémetro de lente térmica como detector y trabajando cerca del
limite de deteccidn, se encontraron perturbaciones de la linea base, observiandose un ascenso
de la misma seguido de un descenso pronunciado. Estas perturbaciones son reproducibles y
tienen un tiempo de retencién caracteristico, aumentando su niimero y magnitud a medida
que se desgasta la columna. En la Figura V.30a se muestra un cromatograma en el que
pueden apreciarse 2 de estas perturbaciones, entre los picos de NACR y ACR y entre DACR
e ISOCR. Utilizando una columna nueva Spherisorb ODS-1 se realizaron una serie de
experiencias con el objeto de esclarecer la naturaleza tales perturbaciones.

Pudo observarse a simple vista que las perturbaciones se producen cuando se deforma
la lente térmica. En este sentido, no existen diferencias significativas respecto a las
perturbaciones producidas inmediatamente después del volumen muerto, si bien son de menor
magnitud, y su tiempo de retencién es considerablemente mayor. Se comprobd que las
perturbaciones eran las mismas en ausencia del haz de bombeo. En la Figura V.30b se
muestra un cromatograma en el que se ha interrumpido el haz de bombeo después de eluir
el NACR. Todo ello demuestra que, al igual que las perturbaciones que aparecen al comienzo
del cromatograma, estas perturbaciones posteriores son de naturaleza refractométrica.

Simé y col. (23) comprobaron que el haz de prueba experimentaba impbrtantes
deformaciones y cambios de direccién por deflexidn, en presencia de pequefias variaciones
. del indice de refraccion del medio producidas por el mezclado de disoluciones de
composicién muy semejante, pudiendo detectarse diferencias de concentracion muy pequeiias.
Las inhomogeneidades en el indice de refraccién producen importantes deformaciones en el
perfil y direccién de los haces laser. El efecto se conoce como "6ptica de Schlieren". Su
posible aprovechamiento analitico ha sido estudiado por Wu y Pawliszyn (24).

Se registraron los cromatogramas correspondientes a inyecciones de diferentes fases
méviles modificadas, y se compararon con el cromatograma obtenido al inyectar fase movil
sin modificar. Las modificaciones fueron las siguientes: ausencia de SDS, dilucién de la fase
movil al 90%, adicién de NaClO, sélido, adicién de LiNO; sdlido, y adicién de una pequeiia
cantidad de KClI sélido compatible con la disoluciéon de SDS. Asimismo, se registré el

cromatograma correspondiente a la inyeccién de una disolucién de la misma composicién de
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Fisura V.30.- Ruido de Schlieren: (a) Columna vieja mostrando dos perturbaciones, a los
6 y a los 15-16 min. (b) Perturbacion obtenida en una columna nueva (entre los 12-13 min)
habiéndose interrumpido el haz de bombeo tras la eluciéon del NACR. (1) NACR, (2) ACR,
(3) DACR, (4) ISOCR.
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la fase mavil (sin modificar), pero preparada independientemente de la disolucién madre. En
las Figuras V.31 y V.32 se muestran los cromatogramas obtenidos.

La inyeccion de la misma fase mévil no produce ninguna perturbacién de la linea base |
del cromatograma. Sin embargo, el hecho de inyectar una disolucién diferente, pero en la
que se intent6 reproducir la composicion de la fase mévil del modo més fiel posible di6 lugar
a una perturbacién a los 12.5 minutos. Dicha perturbacién aparece con el mismo tiempo de
retencion al inyectar disolucién de fase mdvil preparada en ausencia de SDS y con adicidn
de perclorato sédico. El aumento de la cantidad de NaClO, afiadida provoca un aumento de
la altura del miximo de la perturbacion, pero no aumenta la anchura de la misma. En
presencia de LiNO; se produce una perturbacién adicional, cuyo méximo se encuentra a 25.9
min. Finalmente, en presencia de KCl la perturbacion se encuentra a 12.5 min, como en el
caso del NaClO,.

Cualquier modificacion introducida en la fase mévil, altera las concentraciones de los
diversos reactivos. Las variaciones de concentracion de los reactivos dan lugar a gradientes
de indice de refraccion que perturban el haz de prueba. Las perturbaciones aparecen a
diversos tiempos de retencién cuando las especies implicadas experimentan retencién, como
sucede con los cationes, que experimentan reacciones ,dg intercambio i6nico sobre la fase
estacionaria modificada.

En los cromatogramas de las Figuras V.31 y V.32, el volumen muerto debe situarse
hacia los 6 minutos. Por tanto, los picos o perturbaciones que aparecen en la regién 6-8 min
deben atribuirse a gradientes de concentracién de especies no retenidas o escasamente
retenidas, incluyendo SDS", CI', y ClO,". La perturbacién producida hacia los 12.5 min debe
atribuirse al ion sodio. Tanto el exceso de ion sodio en la inyeccién, como la desorcién de
una cierta cantidad de ion sodio adsorbido causada por la inyeccién de otro catién genera un
"pico de ion sodio" que experimenta retencién cromatogréfica. El pico es tanto mayor cuanto
mayor es el exceso de ion sodio, tal como se desprende de la observacion de las Figuras
V.32ay V.32b. Probablemente, la "falta” de ion sodio, o la disminucién de la concentracion
del mismo en un momento dado, también desorbe sodio de la fase estacionaria, y la
perturbaci6n experimenta el mismo retraso cromatografico que la mostrada por el exceso de
ion sodio (Figuras V.31cy V.31d.)

Es interesante observar cémo la inyeccion de LiCl da lugar a una nueva perturbacion

a un tiempo de 23-25 minutos (Figura V.32c). Es l6gico pensar que el Li* experimente un
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tiempo de retencién mas largo a causa de su mayor acidez. El pico del sodio sigue presente,
probablemente a causa de la desorcion de Na* causada por el Li*. Lo mismo sucede cuando
se adiciona K* (Figura V.32d). Sin embargo, en este tltimo caso no aparece un pico debido
al K*. Es razonable pensar que el K*, menos 4cido que el Na*, experimenta menor
retencion, por lo que la perturbacién correspondiente se confunde probablemente con las
debidas a otros iones no retenidos y que aparecen poco después del volumen muerto.
Ademds, debe tenerse en cuenta que la sal potdsica del SDS es muy poco soluble, por lo que

la cantidad de KCl que se disolvi6 en la fase mévil inyectada fué muy pequeiia.

V.6.- Caracteristi analiticas _significativ Comparacién _entre la deteccién
espectrofotométrica y la de ELT

A partir de los estudios anteriores se selecciond la siguiente composicion para la fase
mévil: 4cido citrico 0.03M, SDS 0.05 M, y un 7% de propanol, con un pH de 4.9. Se
empled un caudal programado de 0.5 ml/min durante los primeros 3.5 min, seguido de un
caudal de 0.1 ml/min desde ese momento hasta el final del cromatograma en la deteccién de
ELT, y un caudal constante de 0.5 ml/min en la deteccién espectrofotométrica. En estas
condiciones se obtienen cromatogramas con los aminocromos bien resueltos, eficacias
adecuadas y tiempos de retencién no excesivamente largos. En la presente seccion se
obtienen las caracteristicas analiticas significativas, utilizando como detectores el

espectrometro de lente térmica y el detector UV-vis HP-1050.

a) - Curvas de calibrado

Los aminocromos se formaron introduciendo en aforados de 25 ml los reactivos
siguientes: 2.5 ml de tampén citrato 0.35 M de pH 7, 1 ml de K;Fe(CN), 0.05 M, y entre
0 y 5 ml de disolucién de catecolaminas de diversas concentraciones. Se dejé transcurrir 1
min para completar la reaccion de oxidacion, se afiadieron 6 gotas de 4cido citrico 4 M y
1.75 ml de propanol, aforindose con agua. La concentracién de las disoluciones de
catecolaminas varié entre 1x107 M-y 5x10% M cuando se utiliz6 la deteccién fototérmica,

y entre 1.5x10° M y 8x10% M cuando se utiliz6 la deteccién espectrofotométrica.
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Las curvas de calibrado obtenidas mediante espectroscopia de lente térmica se
muestran en las Figuras V.33 y V.34. Los calibrados son siempre lineales, tanto si se
representa el area del pico en Vxs, como si se representa la altura de pico en V frente a la
concentracion en todo el intervalo de concentraciones estudiado (Ix10'7-5x106 M). Las curvas
de calibrado obtenidas con el detector espectrofotométrico también fueron lineales. En las
Tablas V.23 y V.24 se muestran los parametros de las rectas ajustadas por minimos
cuadrados, asi como los coeficientes de correlacion. Tanto en areas como en alturas, las

pendientes resultan similares, aunque son algo mas bajas para DACR e ISOCR.

Tabla V.23.- Parametros de las curvas de calibrado obtenidas mediante deteccidon por

espectrometria de lente térmica*.

Areas Alturas
0 .Origen Pendiente 0O.Origen Pendiente
Aminocromo (Vxs) (Vxsxlxmol*J) V) (Vxlxmoll)
NACR -1.508 1.657x107 -0.007 3.084x105
ACR -2.062 1.904x107 -0.014 3.132x105
DACR -1.192 9.438x106 0.002 1.501x 105
ISOCR -2.087 1.342x107 0.003 1.593x105

a Valores de r superiores a 0.9995 en todos los casos.

Tabla V.24.- Parametros de las curvas de calibrado obtenidas mediante deteccion
espectrofotométrica*.

Areas Alturas
Aminocromo 0O.Origen Pendiente 0O.Origen Pendiente
NACR -0.474 4.306x106 0.027 3.703x105
ACR -0.128 5.251x106 0.545 3.772X105
DACR 0.097 3.171x 106 0.003 1.261x105
ISOCR -0.237 4.196x106 - 0.007 1.663x105

a Valores de r superiores a 0.9991 en todos los casos.
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b)- Reproducibilidad

En la Tabla V.25 se muestran los coeficientes de variacion obtenidos al inyectar 6
disoluciones independientes de aminocromos en concentraciéon 2x10'6 M para la deteccion por
lente térmica, y 2x10'6 M para la deteccion espectrofotométrica. En dicha tabla se incluyen
también los valores individuales de area obtenidos mediante la deteccion por lente térmica.
Los aminocromos fueron preparados por el mismo procedimiento descrito para las curvas de
calibrado. La reproducibilidad obtenida por espectroscopia de lente térmica estuvo siempre

por debajo del 3% y la obtenida por espectrofotometria fue similar o ligeramente mas alta.

Tabla V.25.- Reproducibilidad.

Area (Vxs)

Inveccion NACR ACR DACR ISOCR
1 29.42 34.21 19.50 33.26
2 31.25 34.47 20.72 33.37
3 30.29 35.70 20.51 34.28
4 30.34 36.64 20.27 34.48
5 31.30 36.56 20.68 34.25
6 31.56 36.27 21.00 34.39
A 30.7 35.6 20.5 34.0
s 0.8 1.0 0.5 0.5

CV (%) 3.0 2.6 2.7 1.6

CV* (%) 3.4 2.2 4.1 3.4

aCoeficiente de variacion obtenido mediante deteccion espectrofotométrica

¢) - Limites de deteccion

Los limites de deteccion se calcularon para una relacion sefial/ruido de 3. Para ello,
se obtuvo el area de los picos correspondientes a una concentracion de Ix10'7 M para la

deteccion fototérmica y de 2x10'7 M para la espectrofotométrica (supuestamente cercanas al
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limite de deteccidn) para cada aminocromo en una serie de 10 cromatogramas. En la Figura
V.35 se muestra uno de dichos cromatogramas. En la Tabla V.26 se muestran los valores
individuales de las areas y su desviacion estandar para la deteccion fototérmica, y el limite
de deteccion calculado para ambos tipos de deteccion. Los limites de deteccion obtenidos
mediante deteccion por lente térmica son unas seis veces menores que los obtenidos mediante
deteccion espectrofotométrica, y son lo suficientemente bajos para permitir la determinacion

de catecolaminas en fluidos bioldgicos.

Tabla V.26.- Limites de deteccidn.

Area (Vxs)
Inyeccion NACR ACR DACR ISOCR
1 1.16 0.92 0.17 1.06
2 0.97 1.13 0.39 1.14
3 1.23 1.22 0.31 1.16
4 1.20 1.27 0.46 0.95
5 1.14 1.05 0.27 1.04
6 1.17 1.09 0.33 1.07
7 1.32 1.08 0.42 0.79
8 1.29 1.21 0.25 0.82
9 1.39 0.78 0.23 0.86
10 1.28 1.30 0.43 1.17
S 0.117 0.161 0.097 0.142
LOD (ng/ml) 3.6 4.6 4.7 6.9
LODa (ng/ml) 22 28 29 41

a Limites de deteccion obtenidos mediante deteccion espectrofotométrica
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Fisura V.35.- Cromatograma utilizado en el calculo del limite de detecciéon en ELT.

Concentracion de aminocromo Ix10'7 M. (1) NACR, (2) ACR, (3) DACR, (4) ISOCR.



168

vV.7.- Bibliogx_'afia

R I N

11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

- 18.

19.
20.
23.

22.
23.

24,

N.J.Dovichi y J.M. Harris; Anal. Chem. 1981, 53, 689.

W.A. Weimer y N.J. Dovichi; Anal. Chem. 1985, 57, 2436.

J. Georges y J.M. Mermet; Analyst 1989, 114, 541.

C.E. Buffet y M.D. Morris; Anal. Chem. 1982, 54, 1824.

T.G. Nolan, B.K. Hart y N.J. Dovichi; Anal. Chem. 1985, 57, 2703.

Y. Yang, S.C, Hall y M.S. De La Cruz; Anal. Chem. 1986, 58, 758.

R.A. Leach y J.M. Harris; J. Chromatogr. 1981, 218, 15.

T.J. Pang y M.D. Morris; Anal. Chem. 1984, 56, 1467.

M.J. Sepaniak, J.D. Vargo, C. N. Kettler y M.P. Maskarinec; Anal Chem. 1982, 56,
1252. '

T.J. Pang y M.D. Morris; Anal. Chem. 1985, 57, 2153.

N.J. Dovichi, F. Zarrin, T.G. Nolan y D.J. Bornhop; Spectrochim. Acta. 43B, 639.
T.G. Nolan, D.J. Bornhop y N.J. Dovichi; J. Chromatogr. 1987, 384, 189.

N. Delorme; Radiochim. Acta., 1991, 52-53, 105.

S.R. Erskine y D.R. Bobbitt; Appl. Spectrosc. .1989, 43(4), 668.

S.R. Erskine y D.R. Bobbitt, Anal. Chem. 1989, 61, 912.

F.P. Tomasella y L.J. Cline Love; Anal. Chem. 1990, 62, 1315.

J.P. Foley y J.G. Dorsey; Anal. Chem. 1983, 55, 730.

M.G. Khaledi, J.K. Strasters, A.H. Rodgers y E.D. Breyer; Anal. Chem. 1990, 62,
130.

J.S. Kiel, S.L. Morgan y R.K. Abramson; J. Chromatogr. 1985, 320, 313.

M.F. Borgerding y W.L. Hinze; Anal. Chem. 1985, 57, 2183.

M.F. Borgerding, R.L. Williams, W.L. Hinze y F.H. Quina; J. Liq. Chromatogr.
1989, 12, 1367.

M.G. Khaledi, E. Peuler y J. Ngeh-Ngwainbi; Anal. Chem. 1987, 59, 2738.

E.F. Simé Alfonso, Martin Biosca Y., Garcia Alvarez-Coque y G. Ramis Ramos;
Termochim. Acta 1993, 219, 53.

J. Wu y J. Pawliszyn; Anal. Chem. 1992, 64, 2934.



VI.- CROMATOGRAFfA MICELAR DE CATECOLAMINAS






171

VI.- CROMATOGRAFIA MICELAR DE CATECOLAMINAS

VI.1.- Introduccién

En la determinacién por cromatografia liquida de las CAs se han utilizado los
siguientes mecanismos de retencién: Intercambio i6nico (1-3), fase reversa (4-6) y fase
reversa con pares ionicos (7-9). La cromatografia de intercambio i6nico presenta mds
inconvenientes que la cromatografia de fase reversa, ya que las columnas son menos estables,
y las separaciones menos eficaces y reproducibles que en fase reversa, ademis de la
limitacion que supone el nimero restringido de empaquetamientos disponibles. La
cromatografia liquida de alta eficacia de fase reversa se ha hecho muy popular debido a la
estabilidad de las columnas, a su capacidad para separar gran cantidad de compuestos, y a
su rapidez y eficacia. Molnar y Horvéth (10) demostraron en 1976 la aplicabilidad de esta
técnica al andlisis de CAs, logrando separar una mezcla de A, NA, DA y metabolitos.

Como se deduce a partir de los valores de los logaritmos de las constantes de
protonacion de A, NA y DA (entre 8.6 y 8.9), a los pHs empleados normalmente con fase
reversa, las CAs se encontrardn en forma protonada y por lo tanto su retencién es débil.
Krstulovich (11) demostré que esto es ain mds evidente en el caso de la NA. Un aumento
de la fuerza iénica del eluyente por adicién de citrato mejora la forma de los picos, ya que
facilita el equilibrio prot6nico sin afectar a la retencion.

Las CAs tienen caracter bdsico y, por tanto, la retencién puede aumentarse
incrementando el pH del eluyente, sin embargo trabajar en medio alcalino no es aconsejable
por las siguientes razones: Las CAs son inestables en dicho medio y los soportes de silice,
que son los normalmente utilizados, son atacados. Por estas razones\‘la cromatografia en fase
reversa suele utilizarse con derivatizacién precolumna de las CAs.

En cromatografia de fase reversa la retencién de solutos cargados puede alterarse
mediante la adicién de surfactantes i6nicos a la fase mdvil. Esta técnica combina las
caracteristicas favorables de la fase reversa, como son alta resolucién y estabilidad de la
columna, con las del intercambio iénico. La cromatografia de pares iénicos mejora la
separacion, ya que permite que se establezcan interacciones de intercambio idnico de los
solutos de carga opuesta al tensioactivo utilizado, con la fase estacionaria modificada por la

adsorcion de tensioactivo.



172

, Wang y col. (12) determinan CAs en orina utilizando una columna HSHP (Hisep
shielded hydrophobic phase) y una fase mdvil de citrato sédico 0.03 M de pH 4.2 que
contiene entre 0.004 y 0.007 M de SDS . Aunque los autores no indiquen explicitamente que
se trate de cromatografia micelar, cabe sefialar que la concentracién de tensioactivo utilizada
es ligeramente superior a la cmc, si bien la concentracion de micelas es baja.

Omori y col (13) separan NA, A, DA e ISO, utilizando una columna de intercambio
catiénico TSK SP-2SW, y una fase moévil que contiene SDS 0.03 M regulada con fosfato
0.05 M a pH 4.6. Utilizando este sistema cromatogréfico las CAs eluyen en orden inverso
al de hidrofobicidad. Estas dos ultimas referencias (12) y (13) son las tnicas que hemos
encontrado sobre CLM de CAs.

En este capitulo se estudia la elucién de las CAs utilizando fases mdviles micelares
de SDS puras e hibridas. En una primera parte se utilizaron fases méviles sin tamponar,
posteriormente se estudio el efecto del pH, y en la dltima parte se utilizaron fases moéviles
tamponadas a pH 3. El estudio cromatografico se realiz6 para L-dopa (D), 2-metildopa
(MD), NA, A, adrenalona (AQO), DA e ISO. La estructura de estos compuestos se muestra
en la Tabla I.1.

Las CAs poseen un grupo amino, y algunas de.ellas (D y MD) poseen también un
grupo icido carboxilico. A los valores de pH utilizados en las fases mdviles, el grupo amino
se encontrard siempre protonado, mientras que el grupo acido carboxilico puede encontrarse

en forma protonada o desprotonada, dependiendo del pH de la fase mévil. En consecuencia,

- al utilizar fases méviles micelares de SDS, dependiendo de la composicion y del pH de las

fases moviles, estos compuestos pueden mostrar comportamientos muy diferentes.

VI.2.- Parte experimental

a) Aparatos

Se emplearon los mismos cromatdgrafos que los descritos en V.2.c. Como fase
estacionaria se utilizé una columna Spherisorb ODS-2. La longitud de onda de la deteccién

fué de 280 nm y el volumen de inyeccién de 20 pl.
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b) Reactivos

- Ademds de las disoluciones de CAs mencionadas en III.2.b, se prepararon en 4cido
acético 0.1 M, disoluciones de concentracion 2x10° M de AO (pura) y MD (para uso

bioquimico), ambas de Fluka.
- Trietilamina de Fluka, purisima.

Para preparar las fases méviles se emplearon los mismos reactivos que en V.2.b, y

posteriormente se filtraron como se indica en dicha seccién.
¢) Procedimientos

El volumen muerto se estimé inyectando agua y midiendo la primera perturbacién
significativa de la linea base del cromatograma. Los pardmetros cromatograficos (factor de
capacidad, eficacia y asimetria de pico) y las cmc se calcularon como se indica en V.2.c. Las

disoluciones de CAs a inyectar se prepararon diluyendo con fase mdvil.

VI.3.- Comportamiento cromatografico y optimizacién

VI.3.1 - Elucién de CAs con fases méviles de SDS sin tamponar )

Se estudio el efecto que ejerce la concentracion de SDS y la presencia de propanol
como modificador sobre el comportamiento cromatogréfico de las CAs. En las Tablas VI.1
a VL7 se muestra la composicion de las fases méviles ensayadas, asi como los
correspondientes valores de los factores de capacidad, eficacia y asimetria de los picos, para

cada una de las CAs.
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a) Fase movil micelar no modificada

- Influencia de la concentracion de SDS

Como puede observarse en la Figura VI.1, las CAs, a excepcién de D y MD,
presentan factores de capacidad altos, especialmente para las concentraciones bajas de
tensioactivo, y para las CAs mds hidrofébicas. La retencién desciende notablemente al
aumentar la concentracién de tensioactivo. Por otra parte, el poder eluyente del tensioactivo
es pricticamente la misma para todas las CAs, asi por ejemplo, k“disminuye entre el 80%
para la noradrenalina y el 82% para la dopamina al variar la concentracién de SDS entre
0.035 y 0.15 M.

Los altos valores de los factores de capacidad 'y la elevada fuerza eluyente del
tensioactivo, indican que las CAs tienen gran afinidad tanto por la fase estacionaria como por
la seudofase micelar en la fase mévil. De hecho, los valores de K, y ®Psyw son elevados,
como puede verse en las Tablas VI1.26 y VI.27.

El D y el MD eluyen siempre cerca del volumen muerto. Ello es debido a que estas
CAs poseen un grupo dcido carboxilico que se encuentra desprotonado al pH de la fase moévil
(=6.9), y por consiguiente, son repelidas electrostiticamente tanto por los monémeros de
SDS adsorbidos en la fase estacionaria como por las micelas. Sin embargo, estas dos CAs
se comportan como solutos ligeramente asociados a la micela, como lo indica el hécho de que
la retencion disminuye al aumentar la concentracion de SDS. Esta asociacién debe atribuirse
al efecto de las fuerzas hidrofébicas.

Las eficacias (Figura VI.1b) alcanzan su méximo valor para una concentracién de
SDS de 0.05 M, excepto para la DA que presenta la méxima ;:ﬁcacia para la menor
concentracion de SDS. Por otra parte, las aminas primarias, DA y NA, presentan valores de
eficacia mayores y asimetrias de pico menores que las secundarias. Especialmente, la AO,
presenta eficacias muy bajas y asimetrias de pico muy altas para todas las concentraciones

de tensioactivo estudiadas.
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Tabla VI. 1.- Valores del factor de capacidad, eficacia y asimetria de pico del L-dopa para

fases moviles de SDS sin regulacion del pH.

Fase movil k’ N B/A
SDS 0.035 M 0.47 400 2.8
SDS 0.093 M 0.37 100 4.3
SDS 0.035 M-5% PrOH 0.29 200 2.7
SDS 0.093 M-5% PrOH 0.24 300 3.2
SDS 0.15 M-5% PrOH 0.20 500 2.2
SDS 0.035 M-10% PrOH 0.26 200 3.0
SDS 0.0923 M-10% PrOH 0.23 200 3.7
SDS 0.15 M-10% PrOH 0.15 100 3.6

Tabla VI.2.- Valores del factor de capacidad, eficacia y asimetria de pico del 2-metildopa

para fases moviles de SDS sin regulacion del pH.

Fase movil k’ N B/A
SDS 0.035 M 1.04 600 * 2.0
SDS 0.093 M 0.68 100 3.5
SDS 0.035 M-5% PrOH 0.37 300 2.7
SDS 0.093 M-5% PrOH 0.28 200 3.3
SDS 0.15 M-5% PrOH 0.22 500 2.0
SDS 0.035 M-10% PrOH 0.29 200 3.0
SDS 0.093 M-10% PrOH 0.24 200 3.4

SDS 0.15 M-10% PrOH 0.16 100 4.0
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Tabla VL1.3.- Valores del factor de capacidad, eficacia y asimetria de pico de la noradrenalina

para fases moviles de SDS sin regulacion del pH.

Fase movil k’ N B/A
SDS 0.035 M 20.3 3000 1.7
SDS 0.05 M 13.3 3600 1.1
SDS 0.093 M 6.9 2700 1.4
SDS 0.1 M 6.0 2500 1.4
SDS 0.15 M 4.0 1300 1.7
SDS 0.035 M-5% PrOH 11.7 300 6.7
SDS 0.093 M-5% PrOH 4.3 100 6.5
SDS 0.15 M-5% PrOH 2.6 400 3.2
SDS 0.035 M-10% PrOH 8.5 <100 9.1
SDS 0.093 M-10% PrOH 3.1 < 100 10.0
SDS 0.15 M-10% PrOH 1.9 <100 11.9

Tabla VI.4.- Valores del factor de capacidad, eficacia y asimetria de pico de la adrenalina

para fases moviles de SDS sin regulacion del pH.

Fase movil k’ N B/A
SDS 0.035 M 26.5 2000 2.1
SDS 0.05 M 17.4 2700 1.4
SDS 0.093 M 8.4 1800 . 1.6
SDS 0.1 M 7.7 1600 1.6
SDS 0.15 M 5.0 1200 1.7
SDS 0.035 M-5% PrOH 11.9 200 7.5
SDS 0.093 M-5% PrOH 4.3 <100 7.9
SDS 0.15 M-5% PrOH 2.6 300 3.5
SDS 0.035 M-10% PrOH 8.2 <100 11.5
SDS 0.093 M-10% PrOH 3.1 <100 12.5

SDS 0.15 M-10% PrOH 1.9 -0 13.5
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Tabla VI.5.- Valores del factor de capacidad, eficacia y asimetria de pico de la adrenalona

para fases moéviles de SDS sin regulacion del pH.

Fase movil k’ N B/A
SDS 0.035 M 40.6 200 6.2
SDS 0.05 M 26.9 200 4.3
SDS 0.093 M 12.7 100 7.2
SDS 0.1 M 12.1 100 7.2
SDS 0.15 M 7.7 100 4.8
SDS 0.035 M-5% PrOH 22.5 < 100 7.5
SDS 0.093 M-5% PrOH 7.4 ~ 0 10.3
SDS 0.15 M-5% PrOH 3.9 -0 11.5
SDS 0.035 M-10% PrOH 13.0 200 8.4
SDS 0.093 M-10% PrOH 5.9 ~ 0 8.0
SDS 0.15 M-10% PrOH 3.1 -0 17.4

Tabla VI.6.- Valores del factor de capacidad, eficacia y asimetria de pico de la dopamina

para fases moviles de SDS sin regulacion del pH.

Fase movil k’ N B/A
SDS 0.035 M 51.4 3600 1.3
SDS 0.05 M 33.9 3300 1.3
SDS 0.093 M 15.9 2500 . 1.4
SDS 0.1 M 14.8 2400 1.4
SDS 0.15 M 9.3 1800 1.5
SDS 0.035 M-5% PrOH 20.6 1700 2.6
SDS 0.093 M-5% PrOH 7.1 800 3.0
SDS 0.15 M-5% PrOH 4.1 1200 1.9
SDS 0.035 M-10% PrOH 12.5 900 3.9
SDS 0.093 M-10% PrOH 4.8 100 6.8

SDS 0.15 M-10% PrOH 2.9 < 100 9.4
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Tabla VI 7.- Valores del factor de capacidad, eficacia y asimetria de pico de la isoprenalina

para fases moviles de SDS sin regulacion del pH.

Fase movil Kk* N B/A
SDS 0.035 M 53.1 1600 2.1
SDS 0.05 M 35.5 2200 1.6
SDS 0.093 M 16.6 1300 1.9
SDS 0.1 M 15.5 1100 2.0
SDS 0.15 M 9.8 800 2.0
SDS 0.035 M-5% PrOH 19.0 300 6.9
SDS 0.093 M-5% PrOH 6.8 < 100 9.5
SDS 0.15 M-5% PrOH 3.8 200 3.6
SDS 0.035 M-10% PrOH 11.4 100 11.7
SDS 0.093 M-10% PrOH 4.4 < 100 12.9
SDS 0.15 M-10% PrOH 2.6 < 100 12.1

b) - Fase movil micelar hibrida

- Influencia de la concentracion de SDS

Cuando se utilizan fases moviles micelares modificadas con propanol, un aumento de
la concentracion de SDS produce una disminuciéon importante de los factores de capacidad.
Las variaciones son practicamente iguales para todas las CAs (Figura VI1.2).

La presencia de propanol atenua ligeramente el poder eluyente del tensioactivo, ya
que en presencia de propanol las disminuciones relativas de los factores de capacidad al
aumentar la concentracion de SDS son menores que en medio micelar puro. Estas
disminuciones relativas son practicamente las mismas para las dos concentraciones de
propanol utilizadas, en torno a un 80% para todos las CAs, cuando la concentraciéon de SDS
varia entre 0.035 y 0.15 M. Con fases moviles micelares hibridas, todas las CAs presentan

siempre eficacias muy bajas y asimetrias de pico muy altas, excepto en algunos casos para
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Fisura VL2 - Efecto de la concentracion de SDS sobre los factores de capacidad para fases
moviles micelares hibridas sin tamponar. (a) 5% de propanol, (b) 10% de propanol.

Simbolos igual que en la Figura VI. 1.
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Figura VI3.- Efecto de la concentracion de SDS sobre la eficacia para fases moviles

micelares hibridas sin tamponar. (a) 5% de propanol, (b) 10% de propanol. Simbolos igual

que en la Figura VI. 1.
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la DA (Figura VI.3). Comprobamos que la adicién de otros alcoholes de cadena corta
también empeora la eficacia. El nimero de platos tedricos obtenidos con fases mdviles de
SDS 0.05 M y 15% de metanol 6 3% de pentanol estuvo comprendido entre 6 y 200. Por
tanto, la adicion de alcohol a la fase mévil micelar, al contrario de lo que suele suceder con

otros analitos, no sdlo no mejora la eficacia, sino que la empeora.

- Influencia de la concentracién de propanol

Las CAs siguen la norma general, es decir, la retencion disminuye al incrementar la
concentracién de propanol en la fase mévil (Figura VI.4). Por otra parte, la disminucion
relativa de la retencion se atenda ligeramente al aumentar la concentracion de tensioactivo.
Ademas, excepto en el caso de la AO, esta disminucion es mds acusada cuanto mayor es la
hidrofobicidad de la CA. Es interesante resaltar que la disminucién de k’ entre 0% y 10%
de propanol es menor que la debida a la concentracion de SDS entre 0.035 y 0.15 M, lo que
evidencia la gran fuerza eluyente del tensioactivo. Esta elevada fuerza eluyente del SDS es
debida a la atraccién electrostitica entre el grupo amino de la CA, cargado positivamente,
y la superficie cargada negativamente de la micela. Hay que tener presente que al aumentar
la concentracién de SDS, no se modifica la cantidad de tensioactivo adsorbido por la fase
estacionaria, y en cambio aumenta la concentracién de micelas en la fase mévil, por lo que
también aumentara la afinidad de las CAs por la fase mavil.

Como puede observarse en la Figura VI.5 y en las Tablas VI.1 a VI.7, al aumentar
la concentracién de propanol tiene lugar un fuerte descenso del nimero de platos tedricos y
un notable aumento de las asimetrias de pico. Otros autores también han observado que
cuando los solutos tienen grupos amino y se cromatografian con tensioactivos aniénicos, las
eficacias no mejoran con la adicién de un alcohol (14, 15). El descenso de la eficacia y el
aumento de las asimetrias es mayor en el intervalo de 0% a 5% de propanol que en el de 5%
a 10%. Al incrementarse la proporcion de propanol, la DA muestra una pérdida de eficacia
menor que el resto de las CAs. En las Figuras V1.6 y VI.7 se muestran las modificaciones
que la presencia de propanol ejerce sobre la forma de los picos de DA y AO,

respectivamente.
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Figura VI,6.- Efecto de la presencia de alcohol sobre los picos cromatograficos de la

dopamina con fases mdviles de SDS: (a) y (b): CsIB- 0.035 M, sin tamponar; (a) 0% y (b)
5% de propanol, (¢) y (d): CsIb - 0.05 M, tamponada a pH 3; (a) 0% y (b) 5% de
propanol.
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Fisura VI 7.- Efecto de la presencia de alcohol sobre los picos cromatograficos de la
adrenalona con fases moviles de SDS: (a) y (b): CIB = 0.035 M, sin tamponar; (a) 0% y
(b) 5% de propanol, (¢) y (d): CIB = 0.05 M, tamponada a pH 3; (c) 0% y (d) 5% de

propanol.
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La pérdida de eficacia producida por la presencia de alcohol puede explicarse en base
a las siguientes consideraciones: El grupo amino protonado experimenta atraccion
electrostitica por las micelas y por la fase estacionaria modificada. En el reparto del soluto
entre la fase mévil y la fase estacionaria, ya que las CAs se encuentran fuertemente asociadas
a las micelas, serd importante el mecanismo de reparto directo desde la micela a la fase
estacionaria. Sin embargo, para que este mecanismo tenga lugar, las micelas deben acercarse
a la fase estacionaria y, en el caso de los tensioactivos i6nicos, las cargas de la superficie de
la fase estacionaria y de la micela tienen el mismo signo, por lo que se establece una barrera
repulsiva que ofrece resistencia a la transferencia de masa. Por consiguiente, cuanto mayor
sea la fraccion del reparto que tenga lugar mediante este mecanismo, menor serd la eficacia.

Por otra parte, al adicionar alcohol, la fase mdvil se hace mas apolar y los solutos
hidrofébicos se desplazan de la micela a la seudofase acuosa, y en consecuencia gana
importancia el equilibrio de reparto del soluto entre la fase estacionaria y la seudofase
acuosa, resultando una mejora de la eficacia. Sin embargo, al ser las CAs sustancias
cargadas, su afinidad por la fase acuosa disminuye a medida que ésta se hace menos polar.
En estas circunstancias, gana importancia el reparto directo micela-fase estacionaria y se

dificulta la transferencia de masa.

VI1.3.2.- Fase mévil micelar de SDS modificada con trietilamina

Dado que la presencia de alcohol empeora las eficacias, ensayamos la adicion de
trietilamina a la fase mévil. En la bibliografia se ha descrito que la presencia de aminas,
como la trietilamina, en la fase mévil micelar (16) o en fases mév{ies hidroorganicas (17),
mejora en gran medida las eficacias cromatograficas de compuestos que contienen grupos
amino, al bloquear los grupos silanol libres de la fase estacionaria. Otro efecto que produce
la presencia de aminas en la fase mévil es el de disminuir la retencion de los solutos.

Utilizamos una fase mévil micelar de SDS 0.1 M con un 1% (v/v) de trietilamina,
tamponada a pH 6 con fosfato, y comprobamos que ninguna de las CAs era eluida después
de 2 h. Por tanto, para el caso de las CAs, la presencia de trietilamina implica un aumento

muy considerable de la retencién. No hemos encontrado una explicacion satisfactoria.
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VI1.3.3.- Influencia del pH

En este apartado se estudia el efecto del pH de la fase mévil micelar sin modificador
sobre los distintos pardmetros cromatograficos. Para ello, se prepararon diferentes fases
mdviles a partir de una disolucién de SDS 0.1 M y Na,ZHPO4 0.01 M cuyos valores de pH
se ajustaron mediante la adicion de H,PO,. Los valores de pH ensayados fueron: 2.0, 2.3,
2.7,3.0,3.3,3.5,3.7,4.0,4.2, 46,5.0, 54, 5.8, 6.2, 6.6 y 7.0. En las Tablas VI.8 a
VI.14 se muestran los factores de capacidad, el nimero de platos teéricos y las asimetrias
de pico. En la Figura V1.8 se representan el factor de capacidad y la eficacia frente al pH.

La variacién del pH produce importantes modificaciones en la retencién de Dy MD,
debido a que estos compuestos poseen un grupo carboxilato que puede protonarse. Asi, para
estas dos CAs, la representacion del factor de capacidad frente al pH tiene forma sigmoidal
(Figura VI.8a), el factor de capacidad experimenté un aumento brusco al disminuir el pH
de 5 a 3, y para pHs superiores a 6, ambas CAs eluyeron practicamente con el volumen
muerto. En cambio, la retencién de las otras CAs no se vi6 afectada significativamente por
el pH, pudiendo atribuirse los ligeros aumentos de los factores de capacidad que tuvieron
lugar a pequefias variaciones de la fuerza i6nica. Cabe sefialar que la AO di6é lugar a un

‘répido aumento de k’ para pHs superiores a 6, lo que puede atribuirse a la desprotonacion
del grupo funcional ceto-enol. |

La variacién del pH produce también importantes cambios en las eficacias y en los
factores de asimetria. Para valores de pH inferiores a 4 se obtienen las eficacias mas altas
y las asimetrias mdés bajas. Para valores de pH superiores a 4, en general el nimero de platos
tedricos desciende, y la asimetria aumenta bruscamente. En la Figura V1.9 se muestra como
cambia la forma de los picos de la NA con el pH. Las CAs A, Ab; DA e ISO siguen la
misma tendencia. Esta disminucién de eficacia puede estar relacionada con la desprotonacién
de los grupos silanol de la fase estacionaria, que para fases mdviles hidroorganicas de
acetonitrilo-agua se produce a pHs préximos a 5.5 (17). Kiel y col. (17), al cromatografiar
aminas utilizando fases méviles de acetonitrilo-agua y columnas de silice alquilada,
observaron también un incremento en las asimetrias de los picos al aumentar el pH.

En el caso de D y MD, y para el intervalo de pH en torno al logaritmo de la
constante de protonacion (apartado VI.4.4), se obtienen picos muy deformados (Figura

VI1.10). Las deformaciones son diferentes a las habituales, obteniéndose factores de asimetria
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inferiores a 1entre pH 3.7 y 5.0. Este efecto es mas acusado para el D, que presenta un pico
doble a pH 4.2 y un factor de asimetria de 0.3 a pH 4.6.

En vista de los resultados, se consider6 que un pH = 3 era el mas conveniente para
cromatografiar CAs. Este valor de pH es suficientemente alto para que la fase estacionaria
no resulte dafiada, las eficacias son altas, y ademas D y MD se encuentran protonados y
presentan una retencion adecuada. En las experiencias posteriores se utilizd fosfato como

sistema amortiguador y se ajustd potenciométricamente el pH de la fase moévil a 3.0.

Tabla VI.8.- Efecto del pH sobre el factor de capacidad, la eficacia y la asimetria de los

picos del L-dopa.

pH k’ N B/A
2.0 9.5 2100 1.2
2.3 9.5 1900 1.1
2.7 9.3 2000 1.1
3.0 8.7 2100 1.1
3.3 7.0 2100 1.0
3.5 6.8 2100 1.2
3.7 5.4 2100 1.0
4.0 3.6 3900 0.7
4.2 2.3 . -
4.6 1.9 600 0.3
5.0 1.2 1000 0.8
5.4 0.84 600 1.7
5.8 0.65 800 1.4
6.2 0.56 400 1.8
6.6 0.52 400 2.4

7.0 0.55 400 2.1
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Tabla VI.9.- Efecto del pH sobre el factor de capacidad, la eficacia y la asimetria de los

picos del 2-metildopa.

pH K N B/A
2.0 4.4 2000 12
2.3 14.3 1800 L1
2.7 15.0 2000 1.1
3.0 14.8 2100 1.0
13 13.2 2100 1.2
3.5 13.0 2200 1.1
3.7 11.2 2000 1.2
4.0 7.6 2100 Lo
4.2 7.1 1500 1.1
46 4.4 1500 0.9
5.0 2.8 1300 0.6
5.4 1.7 700 L5
5.8 0.90 700 1.4
6.2 0.68 200 3.4
6.6 0.64 500 1.9
7.0 0.65 300 2.0
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Tabla VI.10.- Efecto del pH sobre el factor de capacidad, la eficacia y la asimetria de los

picos de la noradrenalina.

pH K N B/A
2.0 6.4 2800 L1
2.3 6.4 2600 1.0
2.7 6.9 2600 L1
3.0 7.0 2500 1.2
33 7.1 2700 1.0
3.5 7.0 2500 1.3
3.7 74 » 2600 1.3
4.0 7.0 2500 1.3
4.2 7.1 | 2300 1.4
4.6 7.2 1600 L5
5.0 7.2 1000 1.9
5.4 7.4 300 . 3.1
5.8 7.3 200 | 4.1
6.2 8.0 ~0 11.9
6.6 7.1 < 100 7.7

7.0 , , 7.2 < 100 10.0
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Tabla VI 11.- Efecto del pH sobre el factor de capacidad, la eficacia y la asimetria de los

picos de la adrenalina.

pH k’ N B B/A
2.0 8.0 2200 1.1
2.3 8.0 1900 S 1.2
2.7 8.5 2000 1.2
3.0 8.6 2100 1.1
3.3 8.7 2000 1.2
3.5 8.7 2000 1.3
3.7 8.7 2100 1.1
4.0 8.6 2100 1.3
4.2 8.7 1800 1.4
4.6 8.9 1500 1.5
5.0 8.9 1000 1.8
5.4 9.2 | 300 . 2.8
5.8 9.1 200 Y
6.2 9.4 ~0 14.4
6.6 9.0 < 100 9.0

7.0 9.1 < 100 9.5
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Tabla VI.12.- Efecto del pH sobre el factor de capacidad, la eficacia y la asimetria de los

picos de la adrenalona.

pH K’ N B/A
2.0 11.2 2100 1.2
2.3 12.0 1900 1.3
2.7 12.8 1700 1.4
3.0 12.9 1900 1.3
3.3 13.1 1900 1.3
3.5 13.0 1900 1.3
3.7 13.0 1700 1.4
4.0 12.9 | 1500 1.5
4.2 13.1 1300 1.6
4.6 13.5 500 2.5
5.0 13.5 200 3.8
5.4 13.9 < 100 g 7.5
5.8 13.7 < 100 9.2
6.2 14.9 ~0 18.0
6.6 14.5 ~0 14.6

7.0 - 17.2 ~0 8.3
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Tabla VI.13.- Efecto del pH sobre el factor de capacidad, la eficacia y la asimetria de los

picos de la dopamina.

pH k’ N B/A
2.0 13.2 2400 1.1
2.3 13.1 2400 1.2
27 14.1 2400 1.2
3.0 14.3 2400 1.1
3.3 14.4 2400 1.2
3.5 14.4 2500 1.1
3.7 14.4 2500 1.1
4.0 14.2 2500 1.2
4.2 14.4 2400 1.2
4.6 14.7 2300 1.2
5.0 14.6 2000 1.3
5.4 14.9 1500 . 1.5
5.8 15.0 1000 1.9
6.2 15.0 200 4.9
6.6 14.7 300 3.8

7.0 14.7 300 3.9




195

Tabla VI.14.- Efecto del pH sobre el factor de capacidad, la eficacia y la asimetria de los

picos de la isoprenalina.

pH K’ N B/A
2.0 13.4 1800 1.2
2.3 13.2 1700 1.2
2.7 14.1 1600 1.3
3.0 14.3 1600 1.3
3.3 145 1700 1.3
3.5 14.9 1900 1.2
3.7 14.6 1800 1.2
4.0 14.5 1700 1.3
4.2 14.6 1700 1.3
4.6 15.1 1400 1.4
5.0 14.9 1000 1.7
5.4 15.4 400 . 2.4
58 15.2 200 3.5
6.2 | 15.6 < 100 10.2
6.6 15.4 < 100 6.6

7.0 14.3 < 100 7.7
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Fisura VI. 8.- Efecto del pH sobre los factores de capacidad (a) y la eficacia (b) para fases

moéviles micelares puras. Simbolos igual que en la Figura VI. 1.
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Fisura VI1.9.- Efecto del pH sobre los picos cromatograficos de la noradrenalina con fases

moviles de SDS 0.05 M; pH: (a) 2.0, (b) 3.0, (¢) 4.0, (d) 4.6, (e) 5.0, (f) 6.2.
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Figura VI 10.- Efecto del pH sobre los picos cromatograficos del L-dopa con fases mdviles

de SDS 0.05 M; pH: (a) 3.0, (b) 4.0, (c) 4.2, (d) 4.6, (e) 5.0, (f) 6.6.
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VI.3.4.- Fases moviles de SDS tamponadas a pH 3

Se utilizaron fases méviles micelares puras y se estudié el efecto de la concentracién
de SDS y de la fuerza i6nica. Posteriormente, se utilizaron fases méviles micelares hibridas
y se estudié la influencia de la longitud de la cadena del alcohol, de la concentracién de

tensioactivo y de la concentracion de propanol.

a) - Fases moéviles micelares puras

- Influencia de la concentracién de SDS

Los parametros obtenidos se muestran en las Tablas VI.15 a VI.21 y se representan
en la Figura VI.11. Al igual que sucedia con las fases méviles micelares puras sin tamponar,
los factores de capacidad de todas las CAs, incluyendo el D y el MD, descendieron de
manera notable al aumentar la concentracién de SDS. La disminucién relativa de k’ fue casi
la misma para todas ellas, aunque para las més hidrofébicas fue ligeramente mas acusada.
Asi por ejemplo, la disminucion fue del 62% para el D, que es la CA mas hidrofilica, y del
67% para la ISO, que es la mas hidrofébica, al pasar de SDS 0.05 M a 0.15 M.

El nimero de platos tedricos descendi6 de manera importante al aumentar la
concentracion de SDS (Figura VI.11b). Si comparamos las eficacias obtenidas con las fases
méviles tamponadas a pH 3 con los valores obtenidos en ausencia de tampén, la nica
diferencia notable la ofrece la AO. En este medio amortiguado, la AO y el resto de las CAs
presentaron eficacias similares.

No se observaron variaciones importantes de la asimetria de los picos (Tablas VI.15-
VI.21). Sin embargo, si se comparan las asimetrias con los valores obtenidos con fases
méviles no tamponadas, se observa una fuerte disminucién de la asimetria de pico para la

AO, y una ligera disminucion para las otras CAs.
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Fisura VI 11.- Efecto de la concentracion de SDS sobre los factores de capacidad (a) y sobre
la eficacia (b) utilizando fases mdviles micelares puras tamponadas a pH 3. Simbolos igual

que en la Figura VI. 1.
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Tabla VI.15.- Valores del factor de capacidad, eficacia y asimetria de pico del L-dopa para

fases méviles de SDS reguladas a pH 3.

Fase movil k’ N B/A
SDS 0.05 M 14.8 3300 1.1
SDS 0.10 M 8.0 2200 1.1
SDS 0.15 M 5.6 1600 1.2
SDS 0.05 M-5% PrOH 3.4 3000 1.0
SDS 0.10 M-5% PrOH 2.2 2000 1.1
SDS 0.05 M-10% PrOH 1.2 1100 1.6
SDS 0.10 M-10% PrOH 1.3 1600 1.2
SDS 0.15 M-10% PrOH 0.9 1100 1.4

Tabla VI.16.- Valores del factor de capacidad, eficacia y asimetria de pico del 2-metildopa

para fases méviles de SDS reguladas a pH 3.

Fase movil k’ N B/A

SDS 0.05 M 28.1 2800 1.3
SDS 0.10 M 14.9 2300 1.1
SDS 0.15 M 9.8 1300 | 1.1
SDS 0.05 M-5% PrOH 6.4 2900 1.2
SDS 0.10 M-5% PrOH 4.5 2400 1.0
SDS 0.05 M-10% PrOH 2.4 900 1.4
SDS 0.10 M-10% PrOH 2.2 1800 1.2

SDS 0.15 M-10% PrOH 1.6 1300 1.4
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Tabla VI.17.- Valores del factor de capacidad, eficacia y asimetria de p-ico de la

noradrenalina para fases méviles de SDS reguladas a pH 3.

Fase mévil k’ N B/A

SDS 0.05 M 12.1 3600 1.2
SDS 0.10 M 6.5 2600 1.2
SDS 0.15 M 4.4 2000 1.3
SDS 0.05 M-5% PrOH 5.5 4000 1.2
SDS 0.10 M-5% PrOH 3.1 2700 1.3
SDS 0.05 M-10% PrOH 3.8 3800 1.0
SDS 0.10 M-10% PrOH 2.3 1900 1.7
SDS 0.15 M-10% PrOH 1.6 1900 1.3

Tabla VI.18.- Valores del factor de capacidad, eficacia y.asimetriar de pico de la adrenalina

para fases moéviles de SDS reguladas a pH 3.

Fase movil k’ N B/A
SDS 0.05 M 15.6 3200 1.2
SDS 0.10 M 8.2 2300 1.1
SDS 0.15 M ‘ 5.5 1700 . 1.2
SDS 0.05 M-5% PrOH 5.9 3400 1.3
SDS 0.10 M-5% PrOH 3.2 2600 1.1
SDS 0.05 M-10% PrOH 3.7 3000 1.5
~ SDS 0.10 M-10% PrOH ) 2100 1.5

SDS 0.15 M-10% PrOH 1.7 2000 1.4
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Tabla VI.19.- Valores del factor de capacidad, eficacia y asimetria de pico de la adrenalona

para fases mdviles de SDS reguladas a pH 3.

Fase movil k’ N B/A
SDS 0.05 M 24.3 3000 1.2
SDS 0.10 M 12.6 2200 1.2
SDS 0.15 M 8.3 1700 1.3
SDS 0.05 M-5% PrOH 9.6 2900 1.4
SDS 0.10 M-5% PrOH 4.3 2800 1.2
SDS 0.05 M-10% PrOH 6.2 3300 1.3
SDS 0.10 M-10% PrOH 3.6 2300 1.4
SDS 0.15 M-10% PrOH 2.5 1600 1.5

Tabla VI.20.- Valores del factor de capacidad, eficacia y asimetria de pico de la dopamina

para fases moéviles de SDS reguladas a pH 3.

Fase moévil k’ N B/A
SDS 0.05 M 28.1 3500 1.3
SDS 0.10 M 14.9 2700 1.2
SDS 0.15 M 9.5 2300 - 1.1
SDS 0.05 M-5% PrOH 9.9 3800 1.2
SDS 0.10 M-5% PrOH 5.5 2900 1.2
SDS 0.05 M-10% PrOH 6.6 4000 1.4
SDS 0.10 M-10% PrOH 3.7 3100 L1

SDS 0.15 M-10% PrOH 2.5 2200 1.2
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Tabla VI.21.- Valores del factor de capacidad, eficacia y asimetria de pico de la isoprenalina

para fases modviles de SDS reguladas a pH 3.

Fase moévil k’ N B/A
SDS 0.05 M 29.0 2700 1.3
SDS 0.10 M 15.1 2100 1.1
SDS0.15 M 9.7 1600 1.1
SDS 0.05 M-5% PrOH 9.1 2900 1.2
SDS 0.10 M-5% PrOH 4.9 2400 1.1
SDS 0.05 M-10% PrOH 5.4 3100 1.2
SDS 0.10 M-10% PrOH 3.2 2000 1.3
SDS 0.15 M-10% PrOH 2.6 1700 1.7

- Influencia de la fuerza idnica

Se preparon fases méviles conteniendo SDS 0.05 M, Na,HPO, 0.01 M y diferentes

concentraciones de NaCl (0, 0.15 y 0.25 M). En la Tabla VI.22 se muestran los valores

~ obtenidos para los pardmetros cromatogrificos. En la Figura VI.12 se representan los
factores de capacidad y la eficacia frente a la concentracién de NaCl.

Un aumento de la concentracién de NaCl produjo, en general, una disminucién de los
factores de capacidad (Figura VI.12a). Para D y MD, la disminucién'relativa de la retencién,
entre 0 y 0.15 M de NaCl, fue mayor que para el resto de las CAs, lo que puede ser debido
a que el aumento de la fuerza idnica reduce el valor de la constante de protonacion del grupo
carboxilato. Para las otras CAs, el factor de capacidad disminuy6 de manera més importante
cuanto menor fue la hidrofobicidad del soluto. Asf, la disminucién de k’ al variar la
concentracién de NaCl en la fase mévil de 0 a 0.25 M, estd comprendida entre el 52% para
la NA, que es la CA menos hidrofébica, y el 27% para la ISO, que es la mas hidrofobica.
La eficacia disminuyé al aumentar concentracién de NaCl (Figura VI.12b). No se

observaron variaciones importantes de las asimetrias de pico.
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Tabla VI.22.- Efecto de la fuerza idnica sobre el factor de capacidad, la eficacia y la

asimetria de los picos a pH 3. Cyps= 0.05 M.

CA Cracr (M) k’ N B/A
0 14.8 3300 1.1

L-Dopa 0.15 5.1 2400 1.0
0.25 5.5 2000 1.0

0 28.1 2800 1.3

2-Metildopa 0.15 12.8 2400 1.2
0.25 13.3 2300 1.2

0 12.1 3600 1.2

Noradrenalina 0.15 7.2 2800 1.4
0.25 5.8 2600 1.2

0 15.6 3200 1.2

Adrenalina 0.15 10.6 2300 1.4
0.25 8.9 2100 1.3

0 243 2900 1.2

Adrenalona 0.15 19.7 1500 1.8
0.25 18.0 1300 1.8

0 28.1 3500 1.2

Dopamina. 0.15 21.0 3100 1.3
0.25 19.2 3000 1.3

0 29.0 2700 1.3

[soprenalina 0.15 22.9 1800 1.5
0.25 21.1 1700 1.5
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Fizura VI 12.- Efecto de la fuerza idnica sobre los factores de capacidad (a) y sobre la

eficacia (b). Simbolos igual que en la Figura VI. 1.
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b) - Fases méviles micelares hibridas -

- Influencia de la longitud de la cadena del alcohol

Se preparon fases méviles conteniendo: SDS 0.05 M, Na,HPO, 0.01 M y 5% del
alcohol correspondiente. Los alcoholes utilizados fueron metanol, etanol, n-propanol, n-
butanol y n-pentanol. Los factores de capacidad, el nimero de platos tedricos y el factor se
asimetria de los picos se muestran en la Tabla VI.23. En la Figura VI.13 se representan los
factores de capacidad y el nimero de platos tedricos frente al nimero de dtomos de carbono
de la cadena del alcohol.

Al aumentar la hidrofobicidad del alcohol, la fuerza eluyente de la fase mévil se
incrementd de manera notable para todas las CAs (Figura VI.13a). El cambio fue
especialmente importante para D y MD, con una disminucién de k’ del orden del 95% al
pasar de metanol a pentanol. Para las otras CAs, la disminucién de k’ sigui6 el orden de
hidrofocidad creciente.

Al contrario de lo que sucedia con las fases micelares sin tamponar, la adicion de
alcohol a pH 3 provocd, en general, un aumento de.eficacia. Las eficacias aumentaron
ligeramente al incrementarse el nimero de dtomos de carbono de la cadena del alcohol entre
metanol y butanol, y fueron menores para pentanol (Figura V1.13b). En el caso ae NA y AO
el maximo de eficacia se obtuvo con propanol. Por otra parte, como puede apreciarse en la
Figura VI.14, el D presenté un pico doble con la fase mévil de butanol, por lo que no pudo

medirse la eficacia para esta fase mdvil.

- Influencia de la concentracién de SDS

Los factores de capacidad disminuyeron de manera notable al aumentar la
concentracion de tensioactivo, si bien, el poder eluyente del tensioactivo se vid ligeramente
atenuado por la presencia de modificador (Tablas VI.15-VI.21 y Figura VI.15a). La
disminucién fue mas importante para las CAs mdés hidrofébicas. Para D y MD la retencién
fue siempre pequeiia y el poder eluyente del tensioactivo fue menor que para el resto de las
CAs. Este comportamiento puede ser debido a que en presencia de 10% de propanol y a pH

3 el grupo carboxilo de ambas CAs se encuentre parcialmente desprotonado, y en
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Tabla VI.23.- Efecto de la longitud de la cadena del alcohol sobre el factor de capacidad,

la eficacia y la asimetria de los picos a pH 3. Cspg= 0.05 M, 5% de alcohol.

CA Alcohol k’ N B/A
Metanol 8.1 2800 1.2
Etanol 5.0 2800 1.1
L-Dopa Propanol 3.4 3000 1.0
Butanol 1.5 - -
Pentanol 0.46 1200 1.4
Metanol 16.3 3000 1.2
Etanol 10.8 2900 1.2
2-Metildopa Propanol 6.4 2900 1.2
Butanol 1.5 5800 1.3
Pentanol 0.68 900 1.4
Metanol 9.4 3600 1.2
Etanol 8.1 3700 1.3
Noradrenalina Propanol 5.5 4000 1.2
Butanol 3.6 3700 1.2
Pentanol 2.0 2300 1.3
Metanol 11.5° 2900 1.2
Etanol 9.5 3200 1.2
Adrenalina Propanol 5.9 3400 1.3
Butanol 3.6 3600 1.2
Pentanol 2.0 2100 1.3
Metanol 18.1 2200 1.5
Etanol 15.1 2400 1.5
Adrenalona Propanol 9.6 2900 1.4
Butanol 5.7 2400 1.4
Pentanol 3.3 1800 1.5
Metanol 19.8 3400 1.2
Etanol 16.5 3600 1.2
Dopamina Propanol 9.9 3800 1.2
Butanol 5.2 4100 1.3
Pentanol 2.6 2600 1.3
Metanol 20.0 2400 1.2
Etanol 16.0 2800 1.2
Isoprenalina Propanol 9.1 2900 1.2
Butanol 4.9 3200 1.4
Pentanol 2.9 2100 1.3
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Figura VI.13.- Efecto de la longitud de la cadena del alcohol sobre los factores de capacidad
(a) y la eficacia (b) utilizando fases moviles micelares tamponadas a pH 3. Simbolos igual

que en la Figura VI. 1.
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Fisura VI. 14.- Efecto de la presencia de alcohol sobre los picos cromatograficos del L-dopa:
(a) etanol, (b) propanol, (c) butanol y (d) pentanol. Fase movil tamponada a pH 3
conteniendo SDS 0.05 M y 5% de alcohol.
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Fisura VI 15.- Efecto de la concentraciéon de SDS sobre los factores de capacidad (a) y la

eficacia (b) utilizando fases moviles micelares, tamponadas a pH 3, con un 10% de propanol.

Simbolos igual que en la Figura VI. 1.
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consecuencia disminuye la atraccion electrostitica hacia las micelas y hacia la fase
estacionaria. En general, la eficacia disminuy6 al aumentar la concentracién de SDS (Figura
VI.15b), aunque D y MD mostraron los valores més bajos de eficacia para la menor

concentracién de SDS. No se observaron variaciones importantes en las asimetrias de pico.

- Influencia de la concentracién de propanol

En las Tablas VI.15-VI.21 se muestran los valores de los factores de capacidad, las
eficacias y las asimetrias de los picos al variar la concentracién de propanol entre 0% y 10%.
En la Figura VI.16 se aprecia como los factores de capacidad disminuyen al aumentar la
proporcién de propanol en la fase mévil, y en general, esta disminucién es tanto mayor
cuanto mas hidrofébica es la CA, a excepciéon de D y MD. Para estas dos CAs la
disminucién relativa de k’ fue més acusada que para el resto, debido probablemente a que
en presencia de propanol, se produce un cambio del valor de la constante de protonaci6n del
grupo carboxilo, aumentando la proporcién de su forma desprotonada. Por otra pai'te, la
fuerza eluyente del propanol se vi6 ligeramente atenuada al aumentar la concentracién de
tensioactivo (Figura VI.16). '

Manteniendo constante una concentracién de SDS 0.05 M y aumentando la proporcién
de propanol, no se observaron variaciones importantes de la eficacia (Figura VI.17a), excepto
~ para D y MD que muestran una fuerte disminucién entre el 5% y el 10% de propanol. Para
SDS 0.1 M (Figura VI.17b), en general la eficacia aumenté ligeramente de 0% a 5% de
propanol y luego descendié de 5% a 10% de propanol, excepto para D, cuya eficacia siempre
disminuyé, y para DA, cuya eficacia siempre aumentd al incrementarse la concentracion de
propanol. No se observaron variaciones significativas en cuanto a las asimetrias de pico.

Estos resultados contrastan con los obtenidos al utilizar fases méviles hibridas sin
regulacién del pH, donde la presencia de propanol producia una gran disminucién de la
eficacia y un gran aumento de las asimetrias de pico, lo que hacia inviablé en la practica el
uso de modificador para aumentar la fuerza eluyente de la fase mévil. A pH 3 puede
utilizarse modificador para aumentar el poder eluyente de la fase mévil, si bien, en ningin

caso se obtienen mejoras muy importantes de la eficacia.
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Figura VI.16.- Efecto de la concentracion de propanol sobre los factores de capacidad

utilizando fases moviles tamponadas a pH 3. (a) SDS 0.05 M, (b) SDS 0.1 M. Simbolos
igual que en la Figura VI.I.
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Figura VI. 1.
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VI1.4.- Estudios fisicoqtiimicos v modelizacion

VI1.4.1.- Fuerza eluyente del propanol

En las Tablas VI.24 y VI.25 se muestran los pardmetros de ajuste obtenidos al
representar la Ecuacion 1.4 (se incluye el punto correspondiente a ¢ = 0), asi como los log
k’0 experimentales, para fases moviles sin regulacion del pH y regulados a pH 3,
respectivamente. Al igual que sucedia con los aminocromos, los coeficientes de correlacion
son bajos, a causa de que la relacion log k’ vs no es lineal. Los valores de log k’0
obtenidos de los ajustes resultan menores que los correspondientes valores experimentales.

Recientemente se ha demostrado que la retencion de las CAs en funciéon de la

concentracion de propanol se describe mucho mejor mediante la Ecuacion VI. 1 (18):

—AAif+C [VL 1]
k

Esta expresion es mejor que la Ecuacion 1.4, sin embargo, utilizando la Ecuacion 1.4
puede evaluarse la fuerza eluyente del alcohol. Como se desprende de los valores mostrados
en las Tablas VI.24 y VI.25, la fuerza eluyente del propanol fue mayor para D y MD,
probablemente debido a que la presencia de alcohol produce desprotonacion del grupo
carboxilo. Para las otras CAs, la fuerza eluyente aumentd con la hidrofobicidad de la CA,
aunque para AO dicho aumento fue algo menor que para A. Por otra parte, al comparar los
valores de S para distintas concentraciones de SDS, se observa que la fuerza eluyente del
propanol se atenua ligeramente al aumentar la concentracion de tensioactivo. Las variaciones

de la fuerza eluyente concuerdan con las observadas en apartados anteriores.
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Tabla VI1.24.- Fuerza cluyente (S) y prediccion de valores

propanol. Fases moviles sin regulacion del pH.

CA

Noradrenalina

Adrenalina

Adrenalona

Dopamina

Isoprenalina

CI»

0.035
0.093
0.15

0.035
0.093
0.15

0.035
0.093
0.15

0.035
0.093
0.15

0.035
0.093
0.15

M)

log k oexp

1.3
0.84
0.60

1.4
0.92
0.70

1.6
1.1
0.89

1.7
1.2
0.97

1.7
1.2
0.99

3.8
34
33

5.1
4.3
4.2

5.0
3.4
3.5

6.1
5.2
5.1

6.7
5.8
5.7

de log k’0 en presencia de

log k 0% r
1.3 0.99
0.82 0.992
0.59 0.994
1.4 0.98
0.90 0.98
0.67 0.97
1.6 0.9998
1.1 0.97
0.85 0.96
1.7 0.99
1.2 0.98
0.97 0.9998
1.7 0.98
1.2 0.98

0.99 0.9998
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Tabla VI.25.- Fuerza eluyente (S) y prediccion de log k’0en presencia de propanol a pH 3.

CA GsDS (M) log k’0ep S 10g k’ac r

0.05 1.2 10.9 1.1 0.994
L-Dopa

0.10 0.90 7.9 0.85 0.97

0.05 1.5 10.8 1.4 0.993
2-Metildopa

0.10 1.2 8.0 1.1 0.99

0.05 1.1 5.1 1.1 0.98
Noradrenalina

0.10 0.81 4.6 0.78 0.98

0.05 1.2 6.2 1.2 0.98
Adrenalina

0.10 0.91 5.6 0.87 0.97

0.05 1.4 6.0 1.4 0.98
Adrenalona

0.10 1.1 5.4 1.0 0.92

0.05 1.5 6.3 . 14 0.97
Dopamina

0.10 1.2 6.1 1.1 0.97

0.05 1.5 7.3 1.4 0.98
Isoprenalina

0.10 1.2 6.8 1.1 0.97



218

V1.4.2.- Determinacion de K,y ®Psw

Utilizando la Ecuaciéon 1.2 se obtuvieron los valores de K, y ®Psw para diversos
medios micelares (Tablas VI1.26 y VI.27). Las cmc se estimaron como se indica en el
apartado V.2.c y se muestran en la Tabla VI.28.

La utilizacién de fases moéviles micelares puras reguladas a pH 3 permitié el ciculo
de K, y ®Psw para D y MD, ya que en dicho medio resultaron adecuadamente retenidas.
A este pH, tanto K,y como $Pg, aumentaron con la hidrofobicidad de la CA. La
introduccién de un 10% de propanol hizo disminuir el valor de ambos coeficientes de
reparto. La disminucién fue mayor para D y MD, probablemente debido a que la presencia
de propanol favorece la desprotonacién del grupo carboxilo.

A pH 7, D y MD presentaron valores muy bajos de K,y y ®Psy. A este pH ambas
CAs poseen desprotonado el grupo carboxilo, por lo que experimentaran repulsién
electrostdtica por las micelas y la fase estacionaria. Sin embargo, se siguen comportando
como compuestos débilmente asociados a las micelas a causa de la atraccién hidrofébica.
Para el resto de las CAs, al igual que ocurria a pH 3, los valores mas altos de K, y $Psy
correspondieron a las CAs mds hidrofébicas. Para la- AO se obtuvo un valor nulo de la
ordenada en el origen, indicando un valor elevado de K,y y | $Psw, probablemente
relacionado con una tautomerizacion ceto-endlica a este pH. La ISO a pH 7 posee unos
valores de K, y ®Psy, anormalmente bajos, ya que es la CA mds hidrofébica. Sin embargo,
" si se consideran los valores de las constantes de protonacién, a este pH es importante la
forma de i6n doble, lo que daria lugar a una disminucion de la afinidad por las micelas y la
fase estacionaria. \

Cuando se utilizaron fases méviles micelares puras y sin régulacién del pH, se
obtuvieron ordenadas en el origen pricticamente nulas o negativas para todas las CAs, lo que
impidi6 el célculo de K,y y ®Psw. Al adicionar un 5% de propanol, las ordenadas en el
origen siguieron siendo nulas, excepto para la NA, que es la CA mads hidrofilica. Para 10%
de propanol, tinicamente la AO di6 lugar a una ordenada en el origen nula.

Un valor negativo de la ordenada en el origen no tiene significado fisico. En la
bibliografia se han descrito unos pocos casos en los que la ordenada en el origen es negativa.
Arunyanart y col. (19) obtuvieron un valor negativo para el perileno con SDS y una columna

Cys- Khaledhi y col. (20) informaron de ordenadas en el origen negativas para etilbenceno
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y hexilbenceno usando fases micelares de SDS y CTAB y columnas C8y C1§ y consideraron
como posible causa el error de medida. Posteriormente Hinze y col. (21) obtuvieron
ordenadas en el origen negativas para el butilbenceno y sus homodlogos de mayor peso
molecular, con fases moviles micelares de tensioactivos no ionicos. Estos autores no
encontraron evidencia de que las ordenadas en el origen negativas pudieran ser debidas a
errores técnicos, tanto de procedimiento como instrumentales, sin embargo, observaron que
las ordenadas en el origen negativas podian tomarse aproximadamente como de valor cero
al tener en cuenta la desviacion tipica.

Por el contrario, una ordenada en el origen nula tiene significado fisico, indica que
Psw es muy grande. Los compuestos descritos en la bibliografia que muestran este
comportamiento son muy apolares, insolubles en agua y manifiestan una fuerte atraccion de
caracter hidrofébico por las micelas.

Para las CAs, en los casos en que se ha obtenido una ordenada en el origen negativa
(Tabla VI1.29), los valores son inferiores a la desviacion tipica de la misma, por lo que
pueden considerarse nulas, lo cual implica un valor muy alto de Psw. Ademas, como puede
deducirse de los valores de la pendiente, los valores de deben ser también muy altos.
Por tanto, las CAs presentan una gran afinidad tanto por las micelas como por la fase
estacionaria. Esta afinidad no puede justificarse Unicamente por interacciones hidrofdbicas,
sino por la fuerte atraccion electrostatica entre el grupo amino protonado y la superficie

cargada negativamente de la micela o de la fase estacionaria.

Tabla V 1.2 6 Valores de K\M en diversos medios micelares.

Sin tampoén pH 3 pH 7
% de PrOH

CA 5 10 0 10 0
L-dopa 60 4 1
Metildopa 130 7 1
Noradrenalina 310 440 80 50 90
Adrenalina - 210 120 30 110
Adrenalona ! - 170 50 -
Dopamina ‘ 230 210 90 400
Isoprenalina - 260 290 20 70

aNo se pudo obtener por ser la ordenada en el origen menor que el error del ajuste
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Tabla VI.27.- Valores de ®Pgy en diversos medios micelares.

Sin tampén pH 3 pH 7
% de PrOH

CA 5 10 0 10 0
L-dopa - - 60 1 <1
Metildopa - . 200 3 <1
Noradrenalina 120 120 60 10 70
Adrenalina - 60 100 10 100
Adrenalona‘ - - 210 20 -
Dopamina - 100 310 40 600
Isoprenalina - 100 420 10 130

*No se pudo obtener, por ser la ordenada en el origen menor que el error del ajuste

~ Tabla VI.28.- Concentracién micelar critica en diferentes medios micelares.

Medio micelar cmc (M)
SDS 8.0x10°
SDS-5% PrOH 6.2x10°
SDS-10% PrOH 5.0x10?
SDS, 0.01 M Na,HPO, (pH = 3) 4.7x10°
SDS, 0.01 M Na,HPO, (pH = 3)-10% PrOH 1.9x10°
SDS, 0.01 M Na,HPO, (pH = 7) 4.4x103
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Tabla VI.29.- Resultados del anlisis de regresién de la Ecuacién 1.2 cuando la ordenada en

el origen fue muy préxima a cero.

Medio

Cat.

Pendiente

st o.origen st r
NA 1.8 0.003 0.001 0.003 0.9995
A 1.4 0.008 -0.0007 0.0007 0.99995
AO 0.92 0.01 -0.0005 0.001 0.9996
SDS DA 0.77 0.008 -0.0019 0.0007 0.9998
ISO 0.73 0.01 -0.0014 0.0008 0.9997
A 2.7 0.08 0.004 0.007 0.9996
AO 1.8 0.1 .01 0.01 0.997
SDS-5% PrOH DA 1.7 0.05 -0.003 0.005 0.9995
1SO 1.9 0.1 .. 40.005 0.01 0.998
SDS-10% PrOH AO 2.2 0.3 0.002 0.03 0.990
SDS, 0.01 M
Na,HPO, pH=7) AO 0.72 0.007 0.0005 0.99995

0.0008

* s = desviacion tipica de la ordenada en el origen.



222

VI1.4.3.- Ecuaciones de retencion para fases mdviles de SDS en presencia de propanol

Khaledi y col. (22) sefialaron que la Ecuacién 1.4 puede utilizarse para describir la
retencion de los solutos en fases méviles micelares hibridas. Nosotros (18) comprobamos que
esta ecuacion sélo se cumple cuando se usa metanol como modificador, lo que es debido a
su baja fuerza eluyente. Por otra parte, hemos comprobado que la retencién de los solutos
en fases mdviles micelares hibridas puede describirse mis adecuadamente mediante la
ecuacion:

—l:—/ =Ap + Be + Cup + D [VL.2]
donde u es la concentracién de tensioactivo y ¢ la fraccién en volumen de modificador
organico.

Se calcularon los pardmetros de la ecuacidn anterior para fases mdviles sin tamponar
y tamponadas a pH 3. Para ello se utiliz6 un disefio experimental de cuatro fases méviles
(Figura VI.18). La concentracién de SDS vari6 entre 0.035 M y 0.15 M para las fases
moviles sin regulacién del pH, y entre 0.05 M y 0.15 M para las reguladas a pH 3, y ¢
varié entre 0 y 0.1 en ambos casos. En la Tabla VI.30 se muestran los pardmetros de ajuste
para las diferentes CAs, y en las Tablas VI.31 y V1.32 se comparan, para las fases méviles
que no se utilizaron en el ajuste, los valores de k’ predichos mediante la ecuacién anterior

. con los obtenidos experimentalmente.

La Ecuacién VI.2 predice correctamente la retenciéon de NA, A, AO, DA e ISO, tanto
cuando se utilizan fases méviles sin regulacién del pH, como a pH 3 (Tablas VI.31 y VI.32).
Sin embargo, al predecir el comportamiento de D y MD se cometen errores importantes.
Estos errores pueden ser debidos a que el valor del pH de la fase mévil estd préximo al
logaritmo de la constante de protonacién de estos compuestos, y por tanto la variacién de la
proporcién de alcohol influird en los equilibrios acido-base, lo cual se reflejard en su
retencion. La ecuacién propuesta no tiene en cuenta las variaciones debidas a los equilibrios

4cido-base .
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Figura VI.18.- Diagramas de disefio experimental. (*) Composicion de las fases moviles
utilizadas para obtener la Ecuacion VI.2.(0) Composicion de las fases moviles utilizadas

pra comprobar la bondad del modelo de ajuste, (a) Fases moviles sin regulacién del pH. (b)

Fases moviles tamponadas a pH 3.
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Tabla VI1.30.- Pardmetros de la ecuacion VI.2 para las CAs utilizando fases moviles sin

regulacion del pH y a pH 3 (en cursiva).

CA A B C D
L-Dopa 1.12 6.902 13.70 0.012
2-Metildopa 0.663 3.19 13.89 0.002

1.76 0.037 18.47 -0.012
Noradrenalina

1.43 0.656 23.59 0.011

1.41 0.114 20.67 -0.016
Adrenalina

1.19 1.03 20.44 0.004

0918 0.090 12.36 -0.008
Adrenalona

0.794 0.420 15.82 0.001

0.763 0.071 15.21 -0.007
Dopamina

0.693 0.248 18.45 0.001

0.722 5.34 18.11 -0.006
Isoprenalina

0.690 0.832 13.49 0.000
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Tabla VI.31.- Comparacion entre los valores de k’ calculados mediante la ecuaciéon VI.2 y

experimentales. Fases moviles sin regulacion del pH.

SDS, M 0.035 0.052 0.052 0.093 0.093 0.093 0.133  0.133  0.15

% Propanol 5 1.46 8.54 0 5 10 1.46 8.54 5

Catee.

NA

' o 11.98 10.71 6.11 6.65 4.21 3.08 3.87 2.30 2.55

L p— 11.66 10.47 6.18 6.87 4.25 3.12 3.78 223 2.56

error, % 2.7 2.3 1.1 3.2 1.0 1.3 2.4 3.1 0.3

A

1 toio 12.58 12.71 6.16 8.43 4.55 3.11 4.59 2.38  2.78

L p— 11.85 11.63 6.16 8.40 4.34 3.14 4.13 2.20 2.55

error, % 6.1 9.3 0 0.3 4.8 0.8 11.1 8.1 8.9

AO

I oo 19.70 19.71 9.76 12.92 7.19 4.98 7.13 3.80  4.40

Lg— 22.51 18.56 10.01 12.68 7.36 5.86 6.42 3.99 391

error, % 12.5 6.2 2.5 1.9 2.3 15.0 11.1 4.7 12.5

DA

ir' o 20.15 22.29 9.47 15.79 7.29 4.74 , 8.00 3.66  4.45

“emmu 20.62 20.86 9.66 15.86 7.07 4.82 *7.14 3.41 4.08

error, % 2.3 6.9 2.0 0.4 3.1 1.7 11.2 7.3 9.0

ISO

Ir oo 18.79 21.98 8.65 16.57 6.81 4.29 7.95 3.33  4.16
e — 18.95 20.22 8.84 16.56 6.75 4.40 6.97 323 3.5

error, % 0.8 8.7 2.1 0.1 1.0 2.5 14.1 3.2 11.0
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Tabla VI1.32.- Comparacion entre los valores de k’ calculados mediante la ecuacion VI.2 y

experimentales. Fases moviles reguladas a pH 3.

SDS. M 0.05 0.10 0.10 0.10
% Propanol 5 0 5 10
Catee.

D

K’ teonco 2.24 8.09 1.86 1.05
L p—— 3.35 8.03 2.19 1.31
error, % 33.2 0.7 15.1 19.7
MD

K’ oo 4.35 14.54 3.36 1.90
k,fx[ﬂllﬂli 6.35 14.88 4.50 2.16
error, % 31.4 2.3 25.3 12.0
NA

 tebnco 5.74 6.49 3.28 2.20
K’ experneni 5.53 6.50 3.12 2.27
error, % 3.8 0.2 5.2 3.3
A

K’ oo 6.01 8.11 3.61 2.32
kqﬂmni 5.91 8.18 3.18 2.23
error, % 1.7 0.8 13.6 4.2
AO

K’ oo 9.83 12.36 5.52 3.56
li.’emmm- 9.59 12.60 4.29 3.62
error, % 2.5 1.9 28.8 1.8
DA

K totinco 10.62 14.23 5.72 3.58
k’mﬂﬁ 9.85 14.86 5.53 3.65
error, % 7.8 4.2 3.4 2.0
ISO

K tetnoo 9.10 14.49 5.62 3.48
k’mﬂﬁ 9.14 15.06 4.94 3.16

error, % 0.4 3.8 13.7 10.2
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VI1.4.4.- Evaluacién cromatogrifica de las constantes de protonacién de D y MD

Los medios micelares producen desplazamientos de los logaritmos de las constantes
de protonacion (23-25). Khaledi (26) propuso un método para calcular las constantes de
protonacion en medio micelar utilizando las constantes de asociacién soluto-micela de las
formas bésica y édcida del soluto. Asi, para un 4cido monoprdtico, con una constante de
protonacion en medio acuoso, K,,, se puede calcular la constante de protonacién en un

determinado medio micelar, K, a partir de la expresion (26):

i 1+ Ky M)

P T X, 0] [VI.3]

donde K - ¥y Kanv son las constantes de asociacion soluto-micela de las especies basica y
dcida, respectivamente y, [M] es la concentracién de SDS menos la cmc. El sentido del
desplazamiento dependerd de la magnitud relativa de K., y Kuym. El valor del
desplazamiento serd positivo cuando K,ny > Ka-. La determinacién de K, mediante la
Ecuacién VI.3 tiene el inconveniente de que K,y- ¥y Ky se obtienen a dos valores de pH
donde predominan la forma 4cida o bésica del soluto.

También puede obtenerse K, sin conocer previzﬁnente la constante de protonacion en
medio acuoso, mediante el tratamiento de las curvas sigmoidales obtenidas al representar el
factor de capacidad frente al pH. Para ello, consideremos un sistema monoprético con una

constante de protonacién K:

[HA]

K =174
[47] [H]

[VI1.4]
Para pH << log_ K predominard la especie protonada, HA, y la Ecuacién 1.2 puede
escribirse en funcién de la forma 4cida:

1 KgyM] 1

— = + [VL5]
kl' Psdaa  PPsplm

donde k’;, Kyam ¥ (Psw)ua son respectivamente el factor de capacidad, la constante de
asociacion soluto-micela y el coeficiente de reparto entre la fase estacionaria y la seudofase

acuosa de la especie HA. Reordenando:
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1 QPgdpy

k VI.
1 T+ K, [VL.6]

Del mismo modo, para pH > > log K, donde predomina la especie basica, se tendra:

O(Pg,),-

, B cmemem———
" TK,0m

[VL7]

donde k’y, Kam- ¥ (Psw)a- son respectivamente el factor de capacidad, la constante de
asociacién soluto-micela y el coeficiente de reparto entre la fase estacionaria y la seudofase
acuosa de la especie A". Para un pH préximo a log K, donde predominan ambas especies,

el factor de capacidad vendra dado por:
k' = kody + kb, [VL.8]

donde 6, y 6, son las fracciones molares de las especies A"y HA, respectivamente. Teniendo

€n cuenta que:

1 Kh
8, = o, = VI.9
Ry 2 A V19l
se obtiene:
k' = k"l - I‘(h [VL.10]
de donde se deduce:
, )
-k’
log K = pH + log ko [VI.11]
k'-k/
1

‘Para calcular los valores de log K para D y MD en un medio SDS 0.05 M mediante
la Ecuacién VI.3, se tomaron como valores de K,y- y Kyja l0s obtenidos respectivamente
apH 7y apH 3 (Tabla V1.26). Por su parte, el célculo de log K mediante la Ecuacion
VI.11 se realizd tomando como valores de k,” y k,’ los obtenidos a pH 2 y 7,
respectivamente, y hallando la media aritmética de los valores de log K obtenidos para los

distintos pHs en la zona de maxima variacion de k’ (pH entre 3 y 5.8). Los valores de log
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K obtenidos para el D utilizando las Ecuaciones VI.3 y VI.11 fueron de 3.1y 3.8 + 0.1,
respectivamente. Para el MD, se obtuvieron los valores 3.3 y 4.2 + 0.1, respectivamente.

Las constantes de protonacién en medio micelar resultaron ser mayores que las
correspondientes constantes en medio acuoso (2.3 para D y 2.2 para MD, apartado I.1). Este
es el sentido del desplazamiento que cabia esperar, ya que para ambas CAs K;;, €s mayor
que K,\-. Por otra parte, se observa que el aumento de la constante de protonacién al pasar
del medio acuoso al micelar, es mayor para el MD que para el D. Esto es debido a que el

MD es més hidrofébico, y por consiguiente posee un valor més elevado de Ky, .

VL.5. - Prediccién de la mejor separacién cromatografica de las CAs endégenas

A partir de las ecuaciones de retencion para fases méviles de SDS-propanol, reguladas
a pH 3, mostradas en la Tabla VI.30, se puede predecir la concentracién de SDS y de
propanol que permita la mejor separacion de las cuatro CAs endogenas D, NA, A y DA.
Para ello, se tomé como criterio de optimizaciéon el producto normalizado de las

resoluciones:

r= II;l-_ll Su*l n-1
=2

n-1

donde S, ,,, es el factor de separacién de dos solutos:
L — 4

S Ty

i+l i

Para conocer la posicién y la forma de los méximos de resolucion se trazé el
topograma correspondiente a la superficie de resolucién para la separacién de D, NA, A'y
DA (Figura VI.19).
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Fisura VI 19.- Prediccion de la resolucion de una mezcla de D, NA, A y DA utilizando

fases moviles de SDS-propanol a pH 3. Las curvas unen puntos con el mismo valor de r.

El maximo de resolucion se obtiene para una fase movil de composicion 0.05 M SDS-
1% de propanol. Utilizando esta fase moévil las cuatro CAs resultan bien separadas, pero los
factores de capacidad son elevados (k’ entre 7.35 y 21.1). Sin embargo, como puede
predecirse a partir de la Figura VI. 19, si se incrementan las concentraciones de tensioactivo
(hasta 0.15 M) y ligeramente la de modificador no se pierde apenas resolucién, pero
disminuyen considerablemente los factores de capacidad. Los cromatogramas simulados
correspondientes a estas dos fases moviles se muestran en la Figura VI.20.

En la Figura VI1.21 se muestra un cromatograma real, obtenido en las mismas
condiciones que el cromatograma teoérico de la Figura VI.20b. Los picos de NA, A y DA
aparecen a los tiempos de retencion y con la forma predicha. Tan sélo el pico del D se
retrasa ligeramente respecto a la posicion predicha. Como se ha comentado anteriormente,
ello puede ser debido a que la prediccion no tiene en cuenta la posible modificacién de los
equilibrios de protonacion originados por la presencia del modificador (apartado VI.4.3 y

Tabla VI.32).
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NA

DA

28

NA

DA

Fisura VI.20.- Cromatogramas simulados de una mezcla de D, NA, A y DA. (a) 0.05M
SDS-1 % PrOH, (b) 0.15 M SDS-2.4% PrOH.
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NA

DA

k’

Fisura VI.21.- Cromatograma real de una mezcla de D, NA, A y DA. Fase movil: 0.15 M
SDS-2.4 % PrOH

VI1.6.- Caracteristicas analiticas significativas

Se obtuvieron las curvas de calibrado, reproducibilidad y limites de deteccion para
D, MD, NA, A, DA e ISO en las condiciones experimentales seleccionadas para la
determinacién de CAs en preparados farmacéuticos (Capitulo I1X). La composicion de la fase
movil fue: SDS 0.1 M, Na2HP040.1 M y 5% de propanol, ajustada a pH 3.00. En estas
condiciones se obtiene una rapida elucién de todas las CAs, los factores de capacidad se

encuentran entre 2.2 y 5.5, y las eficacias son adecuadas.

VI1.6.1.- Curvas de calibrado

Las disoluciones de CAs que se utilizaron para obtener las curvas de calibrado se
prepararon introduciendo en aforados de 25 mi de 0.1 a 1 mi de disolucion de CA 2x103 M
y aforando con fase moévil. Las curvas de calibrado, expresadas en areas y alturas, se

muestran en las Figuras VI1.22 y VI.23 respectivamente. Los calibrados son siempre lineales
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Figura VI1.23- Curvas ¢ calibrado e alturas.
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(r > 0.9993) en el intervalo de concentraciones estudiado (8x10'6- 8x10'5M). En la Tabla
VI1.33 se muestran los parametros de las rectas ajustadas por minimos cuadrados. Las
sensibilidades calculadas a partir de las areas, son similares para todas las CAs, excepto para

ISO que ofrece una sensibilidad algo menor.

Tabla VI1.33.- Pardmetros de ajuste de las curvas de calibrado.

Areas Alturas
CA 0 .Origen Pendiente 0.0Origen Pendiente
L-Dopa 0.287 1.20x106 -0.072 1.36x105
2-Metildopa 0.585 1.21x 106 -0.030 8.44X104
Noradrenalina -0.303 1.09x106 0.063 1.OOx103
Adrenalina 0.710 1.14x106 0.024 9.11X104
Dopamina 0.440 1.18x106 -0.002 6.78X104
Isoprenalina 0.392 8.45X103 0.000 4.58x10"

V1.6.2.- Reproducibilidad

La reproducibilidad se obtuvo inyectando 10 disoluciones independientes de cada CA
en concentracion 4x10'5M, preparadas por dilucion con la fase movil. En la Tabla VI.34 se
muestran los valores individuales de las areas y de las alturas de los picos, asi como los

coeficientes de variacion, que fueron inferiores al 0.5% en todos los casos.

VI1.6.3.- Limites de deteccidén

Los limites de deteccion (LOD) se calcularon para una relacion sefial/ruido de valor
3. Para ello, se obtuvo la desviacion estandar de los picos correspondientes a 10 inyecciones
de cada CA en concentracion 2x10'7 M, préxima al LOD. En la Tabla VI.35 se muestran los
valores de las areas, la desviacion estandar y los LODs obtenidos. Se comprobd que al
inyectar disoluciones de CAs en concentraciones iguales a los LODs, no se obtuvieron picos
cromatograficos distinguibles a simple vista del ruido de fondo. En la Figura VI1.24 se

muestran los picos obtenidos al inyectar disoluciones 1x10'7 M de cada CA.
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Tabla VI.34.-Reproducibilidad.

Area /altura

Inyeccién D MD NA A DA ISO
1 48.267 50.629 44264 47473  47.681  34.623
5.491 3.454 4.097 3.770 2.719  1.875
) 48.394 50.285 44267 47310  47.651  34.670
5.488 3.451 4.09.  3.760 2.715  1.878
, 48.373 50.229  44.323 47431 47741 34.637
5.476 3.442 4.092 3.768 2.708  1.880
. 48.403 50.282 44316  47.482  47.835  34.677
5.467 3.458 4.099 3.774 2.718  1.881
S 48.477 50.312 44393 47.290  48.023  34.746
5.481 3.459 4.099 3.776  2.722  1.883
; 48.573 50.269 44344  47.471 47911  34.688
5.473 3.457 4.105 3.776 2.724  1.886
: 48.509 50.532  44.446  47.422  47.967  34.800
5.474 3.468 4.107 3.774 2.725  1.890
. 48.567  50.596  44.405  47.492  47.792  34.791
5.492 3.473 4.105 3.773 2.730  1.884
. 48.615 50.559  44.587  47.552  47.979 34.774
5.514 3.470 4111 3.773 2.736  1.893
o 48.588 50.508  44.586  47.470  47.965  34.794
5.514 3.454 4118 3.781 2.756  1.900
_ 48.5 50.4 44.4 47.4 47.9 34.7
X 5.49 3.459 4102 3.773 2.73  1.885
0.11 0.16 0.12 0.081 0.13  0.07
y 0.016 0009 0008 0005 0013  0.008
v %) 0.2 0.3 0.26 0.2 0.3 0.2
(% 0.3 0.3 0.19 0.15 0.5 0.4
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MD
2 a
Tiempo (mio) Tiempo (min)
NA
Tiempo (min) Tiempo (min)
1SO
DA
Tiempo (min) Tiempo (min)

Fisura VI.24.- Cromatogramas de las catecolaminas a concentracion 1x10'7 M. (a) D, (b)

MD, (c) NA, (d) A, (e) DA, (f) ISO.
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Tabla VI.35.- Limites de deteccion.

Area
Inyeccion D MD NA A DA ISO
1 0.244 0.227 0.205 0.224 0.236 0.197
2 0.255 0.240 0.213 0.217 0.253 0.185
3 0.260 0.236 0.202 0.232 0.230 0.196
4 0.246 0.258 0.210 0.215 0.268 0.199
5 0.253 0.237 0.220 0.242 0.244 0.231
6 0.261 0.244 0.203 0.230 0.267 0.184
7 0.242 0.235 0.228 0.215 0.241 0.225
8 0.253 0.237 0.218 0.242 0.224 0.174
9 0.254 0.240 0.231 0.239 0.216 0.192
10 0.259 0.236 0.231 0.221 0.243 0.162
s 0.0067 0.0070 0.011 0.011 0.017 0.021
LOD (ng/ml) 3.3 4.0 5.2 5.2 6.6 15.8
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VII.- DETERMINACION DE LA SUMA DE CATECOLAMINAS NO
CONJUGADAS EN ORINA MEDIANTE ELT

VII.1.- Introducciéon

Las CAs son metabolizadas en los organismos vivos dando lugar a é4cido
vanililmandélico, metanefrina, normetanefrina, acido 3,4-dihidroxifenilacético, 3-metoxi-4-
hidroxifenilacético, y dcido homovanilico, entre otros metabolitos presentes en la orina.
También se eliminan en la orina pequefias cantidades de DA, NA, A y D, bien en forma no
conjugada o conjugada con los dcidos glucurénico y sulfiirico (1). Las CAs no conjugadas
representan generalmente del 2 al 4% de las CAs totales excretadas por el organismo (2). El
contenido en CAs no conjugadas posee mayor valor diagnéstico, ya que el intervalo de
concentraciones de las CAs totales es mas amplio y, por otra parte, las CAs provenientes de
la dieta, que aparecen en forma conjugada, pueden interferir en la interpretacién de los
resultados (2). | /

Las concentraciones de CAs no conjugadas son afectadas por factores fisicos y
siquicos, y también por algunas enfermedades. Asi por ejemplo, el estrés, la fatiga, la
hipertensién esencial, y la presencia de ciertos tumores productores de CAs como el
feocromocitoma incrementan el contenido de CAs libres. También, la accién farmacolédgica
de algunos compuestos como fenotiacina y nitroglicerina pueden provocar un aumento del
nivel de CAs. Por el contrario, otros compuestos como a-metildopa e inhibidores de la MAO
pueden disminuir el mismo (2).

El nivel de CAs no conjugadas en plasma puede ademds ser afectado por otras
variables, en ocasiones dificiles de controlar, como pueden ser la postura del paciente durante
la toma de muestra y el procedimiento utilizado para tomarla (3). Por ello, en anélisis clinico
se suele determinar el contenido de CAs en orina y no en plasma. Las concentraciones de
CAs no conjugadas en orinﬁ son mucho m4s altas que en plasma. En plasma los valores estan
comprendidos en el intervalo de 0.1 a 0.8 ng/ml. En orina, utilizando las unidades en las que
se suelen expresar los resultados (umol/24 h), los valores normales son: < 3 para DA, <
0.47 para NA y < 0.11 para A (4).
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Nohta y col. (5) determinaron el contenido de CAs libres en orina procedente de 15
personas no patoldgicas, hombres y mujeres de entre 21 y 56 afios, mediante HPLC con
derivatizacidn postcolumna (oxidacién culombimétrica seguida de reaccién fluorogénica con
1,2-difeniletilendiamina). A partir de los datos obtenidos por eétos autores se puede calcular
el contenido total de CAs no conjugadas, que oscila entre 2.2 y 4.3 umol/24 h, siendo el
valor medio de 2.8 + 0.7 umol/24 h. A partir de los datos hallados por Wisser y Knoll (6),
el valor medio del contenido normal de CAs libres en orina resulta ser de 2.0 umol/24 h.

Para tener una idea del valor que la concentracién de CAs en orina puede alcanzar
en determinados estados patoldgicos, en la Tabla VII.1 se muestran los resultados de los
andlisis de una muestra procedente de un sujeto con hipertensién esencial, antes y después

de ser sometido a un tratamiento con a-metildopa (7).

Tabla VII.1.- Concentracion de CAs no conjugadas de un sujeto con hipertensién esencial

sometido a tratamiento.

Dias bajo Cca (nmol/dia)
tratamiento Noradrenalina Adrenalina Dopamina
222 2682 5169
4 163 736 3243
5 174 48 2451
6 203 43 Co 2057

Ademds de la determinacién cromatografica de CAs con deteccion electroquimica, con
frecuencia se utilizan también reacciones fluorogénicas, como el popular método del
trihidroxiindol (THI) (8,9), el acoplamiento oxidativo con glicilglicina (10), 2-cianoacetamida
(11) o con derivados de etilendiamina (12), derivatizacién del grupo amino con fluorescamina
(13), o-ftaldehido (OPA) (14) o con cloruro de dansilo (7).
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La mayoria de estas reacciones requieren calentamiento, son lentas y dan lugar a
grandes diferencias de sensibilidad entre los derivados formados. Asi, por ejemplo, la
sensibilidad del derivado THI para la DA es unas 800 veces mas pequefia que para los
derivados de A y NA. La A, por ser una amina secundaria, no forma derivados fluorescentes
con fluorescamina ni con OPA (15). Por consiguiente, es interesante desarrollar un
procedimiento capaz de determinar sin ambigiiedad la suma de las concentraciones de las
cuatro CAs enddgenas en fluidos fisioldgicos.

En este apartado proponemos un procedimiento de determinacion del contenido global
de CAs no conjugadas en orina. El procedimiento se basa en la oxidacion de las CAs a los
correspondientes aminocromos de color rojo y evaluacion de los mismos, mediante
espectroscopia de lente térmica. Los espectros de absorcién de los aminocromos muestran
una banda ancha hacia 490 nm, sin embargo, la sensibilidad es insuficiente para evaluar
espectrofotométricamente el contenido de CAs en muestras fisiolégicas, ya que las
absortividades molares estin entre 2500 y 3400 cm™ mol™* 1 (16). Los aminocromos absorben
las lineas dé emision mds intensas del liser de i6n Ar*, 488 y 514.5 nm, por lo que es
pbsible combinar la alta sensibilidad que ofrece la técnica con una sencilla reaccion de
oxidacion de los analitos para determinar los mismos en fluidos fisiol6gicos.

| En el Capitulo III de esta memoria se han expuesto una serie de estudios acerca de
como influyen las variables experimentales en la reaccién de derivatizacién a aminocromos
y en la detecciébn de los mismos mediante ELT. Los aminocromos poseen valores de
absortividad molar y sensibilidades en ELT similares, por ello parece posible el uso de la
ELT para determinar la suma de CAs no conjugadas en fluidos biol6gicos utilizando una de
ellas como estdndar de calibracién. En este capitulo se propone el uso de la DA como patrén.

El procedimiento que se propone hace uso del método de adicién estandar utilizando
DA como patrén, y se aplica a muestras de orina procedentes de sujetos no patoldgicos, asi
como a muestras de orina con contenidos anormalmente altos de CAs. El resultado de los

anilisis, expresado como "indice de dopamina”, puede tener valor diagnéstico.
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VIIL.2.- Parte experimental

a) Aparatos

Espectrémetro de ELT (Seccién IIl.2.a). La longitud de onda fue 514.5 nm, la

potencia de bombeo 100 mW y la frecuencia de modulaciéon 4 Hz. Los datos fueron

- adquiridos como se indica en III.2.a.

Espectrofotémetro de fila de diodos Hewlett-Packard, modelo 8452A.

b) Reactivos

Etanol absoluto, dcido acético glacial y 4cido clorhidrico de Panreac, para anélisis.

Disoluciones 2x10° M de D, NA, A y DA preparadas como se indica en III.2.b. Para
el estudio de recuperacion de CAs se utilizaron disoluciones de CAs puras y mezclas
de CAs. Para simular una muestra de un sujeto patoldgico se utilizaron las siguientes
concentraciones: 1.7x10"M A, 1.3x10° M NA, 8.0x10° M DA y 1.6x107 D, y la
disolucién resultante se denominé "mezcla A". Para simular una muestra de un sujeto

normal se diluyé la mezcla A a la quinta parte (mezcla B).

Disolucién acuosa de K;Fe(CN)s 0.0125 M preparada a partir del producto sélido,

Merck, para andlisis.

Disoluciones reguladoras de citrato de diversas concentraciones, preparadas a partir
de 4cido citrico (Panreac, para andlisis) y NaOH, ajustando potenciométricamente el

pH con disolucién de NaOH.

Disolucién tampén Tris 0.25 M de pH 8.5, preparada a partir tris-(hidroximetil)-
aminometano, conteniendo 1.5% de dihidrogeno-etilendiamino-tetraacetato sédico

(Na,H,EDTA). El pH se ajust6 potenciométricamente con disolucién de NaOH.
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- Oxido de aluminio, tipo 504C, acido, actividad I segiin escala Brockmahn, de Fluka
para cromatografia. Se utilizd una columna de un centimetro de didmetro interno,
cuyo extremo inferior estaba tapado con una placa de vidrio sinterizado y lana de
vidrio. La altura de la fase sélida fue de 2 cm. Para preparar la columné se suspendié
la alimina en agua destilada, se agité y se dejé decantar durante 2 min, elimindndose
el liquido sobrenadante. Esta operacion se repitio tres veces. A continuacién se lavé
dos veces con disolucién amortiguadora de Tris. Por dltimo, se suspendi la aliimina
en la disolucion amortiguadora de Tris y se introdujo en la columna. La columna, se

conservd siempre con la disolucién de Tris.

- Columnas de extraccién en fase sélida (EFS) Bond-Elut SCX, acondicionadas
previamente pasando metanol y 4cido clorhidrico 0.1 M. Columnas de EFS C2, C8
y C18 de Analytichem International (Harbor City, CA, USA), previamente

acondicionadas con metanol y disolucién amortiguadora de citrato 0.42 M de pH 6.5.

- El agua utilizada en la preparacion de todas las disoluciones fue desionizada de grado

nanopuro (desionizador Barnstead, Sybron Corp., MA, USA).
¢) Procedimientos

Toma, almacenamiento y pretratamiento de la muestra: La determinacién de CAs libres en

orina se llevé a cabo sobre una alicuota tomada de la orina total excretada durante 24 h. La
orina se recogié en una botella de vidrio color topacio que contenig 10 ml de HC1 6 M, se
guard6 en el frigorifico para evitar la oxidacién de las CAs y se‘midié el volumen total
excretado durante las 24 h.

El pretratamiento que se describe a continuacién debe realizarse durante las S h
posteriores al término de la toma de muestra. Alternativamente, las muestras deben
congelarse a una temperatura lo mas baja posible, con el fin de minimizar los errores debidos
a la hidrélisis de las CAs conjugadas. En este trabajo, todas las experiencias se realizaron
durante las tres horas siguientes después de finalizada la toma de muestra.

El pretratamiento incluye centrifugacion, filtracion de la muestra en medio 4cido, y

separacion de las CAs libres de la matriz de la orina. En el medio 4cido en que se mantiene
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la muestra tiene lugar la formacién de un precipitado rojo, constituido posiblemente por
cristales de dcido drico sobre los que se adsorbe el pigmento uroeritrina (2), el cual se
elimina mediante centrifugacién. Se filtran unos 40 ml del liquido sobrenadante a través de
una placa de vidrio sinterizado del n°® 4. De este modo se eliminan la mayor parte de las
proteinas y materia organica en suspensidon. A continuacidn se separan las CAs libres
mediante EFS.

Eliminacién de urocromos con columnas de silice alquilada: Para llevar a cabo este estudio
las columnas se acondicionaron con metanol y con tampén citrato 0.42 M, de pH 6.5. A
continuacién a 0.5 ml de las mezclas A o B, se adicionaron 0.5 ml de tampén citrato 0.42
M, y se pasaron por la columna, se lavé con 0.5 ml de la misma disolucién amortiguadora
y el eluato se recogid en un tubo de ensayo que contenia 1.5 ml de disolucion de K,Fe(CN),
8x10* M. Transcurridos 3 min se tomaron 2 ml, se diluyeron con 2 ml de etanol y se midid
la sefial de ELT. Las experiencias se realizaron por quintuplicado. Con el fin de disponer de
valores de referencia, simultineamente se midi6 la sefial analitica de cinco disoluciones de
las mezclas A o B preparadas segun este mismo procedimiento, pero eliminando el paso por
la columna. También se midi6 1a sefial analitica del blanco, constituido por una disolucién

de las mismas caracteristicas de las anteriores, preparada en ausencia de CAs.

Separacion de las CAs no conjugadas mediante EFS con columnas de alimina: Se tomaron

- 25 ml de muestra centrifugada y filtrada, se afiadieron 10 ml de la disolucion reguladora de
Tris y se pasaron por la columna de alimina con ayuda de vacio. Se lav6 con 10 ml de la
misma disolucién amortiguaddra y seguidamente con 10 ml de H,O destilada. A continuacion
se eluyeron las CAs con disolucién de HAc 0.2 M y se recogieron los primeros 20 ml. En
este medio y a bajas temperaturas, entre 0 y 4 °C, las disoluciones de CAs son estables. La

columna se regeneré pasando 50 ml de agua destilada y 30 ml de tampén Tris.

Cuantificacién de las CAs en los eluatos. Método de adicién estandar: Para determinar el
contenido de CAs se aplicé el método de adicién estdndar en la forma siguiente: Se ajustd
el pH del eluato a 6-6.5 potenciométricamente con disolucién de NaOH y se afor6 a 25 mi
con agua. A continuacién se prepararon una serie de disoluciones en tubos de ensayo que
contenian 1 mil de K;Fe(CN)q 2x10° M, 1 ml de tampén citrato 0.7 M de pH 6.5, la cantidad
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de agua necesaria para que el volumen final fuera 5 ml, 1 ml del eluato de CAs y volimenes
crecientes de estindar de dopamina 8x10° M (de 0 a 2 ml). Transcurridos 3 min, se
transfirié a la celda de medida 1 ml de la disolucién final, se afiadi6 1 ml de etanol, y se
midi6 la sefial de ELT. La adici6n de etanol tiene como finalidad el incrementar la
sensibilidad de la sefial (en un factor de 5) y puede ser omitida.

Se prepar6 un blanco de reactivos por mezcla de 1 ml de tampén citrato 0.7 M de pH
6.5, 1 ml de K;Fe(CN); 2x10° M y 3 ml de agua. Las sefiales analiticas se corrigieron
restando la sefial del blanco de reactivos, y los valores corregidos se répresentaron frente a
la concentraciéon de DA. El contenido de CAs no conjugadas en las muestras se calculd
teniendo en cuenta que el factor de dilucién es 10. Cuando se requiera, la disolucién del

blanco se diluye con etanol de la misma forma que las muestras.

VII.3.- Resultados y discusion

VIL.3.1.- Optimizacién de las condiciones experimentales

Dada la extrema sensibilidad de la ELT, los limites de deteccién, asi como el
intervalo dindmico vienen determinados por la sefial analitica del blanco. Asi pues, la
seleccién de la concentracion de hexacianoferrato(III) se hizo atendiendo a este aspecto, y
teniendo en cuenta que la oxidacién de las CAs debe ser rapida y cuantitativa en un amplio
margen de concentraciones. Con una concentracion de hexacianoferrato(Ill) 2x10* M se
cumplen ambos requisitos.

Como se vié en el Capitulo III, la velocidad de oxidacién de las CAs y la estabilidad
de los aminocromos formados dependen en gran medida de la concentracion de los mismos
y del pH. Un aumento en la concentracién de aminocromos supone una menor estabilidad.
A las concentracidnes utilizadas en ELT los aminocromos son mucho més estables que a las
concentraciones usuales en espectrofotometria.

Por otra parte, un aumento de pH conduce a un incremento de la velocidad de
oxidacién, y a una disminucién de la estabilidad de los aminocromos formados. Con una
concentracién de K;Fe(CN), de 2x10* M, en medio acuoso y a pH 6, los aminocromos son

muy estables, sin embargo la oxidacién es lenta y los tiempos de formacion son variables
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dependiendo de la CA de que se trate. Asi por ejemplo, para que la oxidacién sea completa
es necesario un tiempo de reaccion de 3 min para A y de 10 min para NA y L-dopa. A pH
6.5 en medio acuoso, la oxidacion de las cuatro CAs se completa en 3 min y los
aminocromos formados son también estables (las sefiales de ELT no variaron al menos
durante 30 min). A pH 7 la oxidaci6én de las cuatro CAs es pricticamente instantinea, sin
embargo la sefial de ELT del dopacromo, a diferencia del resto de los aminocromos que son
estables, disminuyd un 16% en medio acuoso y un 20% en agua/etanol 50/50 (v/v) al cabo
de 26 min. Seleccionamos un pH de 6.5 para llevar a cabo la oxidacién.

El sistema amortiguador utilizado es también de gran importancia, asi por ejemplo,
el empleo de citrato conduce a una mayor estabilidad que el de fosfato. Por otra parte, no
puede utilizarse el acetato, ya que en ausencia de complejantes del Fe(III), la sefial de ELT
experimenta un aumento continuo debido a la formacién de un depdsito de precipitado,
localizado sobre la pared de la cubeta donde incide el haz de liser. Como se vié en el
capitulo IV, dicho precipitado, constituido posiblemente por hidréoxido de Fe(IIl), es
originado y proyectado sobre la pared de la cubeta por la radiacién laser.

La presencia de etanol incrementa la sensibilidad. En medio agua/etanol 50/50 (v/v)
las sefiales de ELT son 5 veces superiores a las obtenidas en medio acuoso. Sin embargo,
cuando la proporcién de etanol es del 75% se forma un precipitado. La presencia de etanol
reduce la velocidad de oxidacion de las CAs (incluso a pH 7), y disminuye la estabilidad de
los aminocromos formados. Por tanto, en el procedimiento que se propone, la oxidacién de
- las CAs se lleva a cabo en medio acuoso a pH 6.5, y después de un tiempo de reaccién de
3 min, se adiciona el etanol e inmediatamente se mide la sefial analitica. La adicién de etanol

puede ser omitida dependiendo de la concentracién de CAs.

VI11.3.2.- Eliminacién de urocromos

Las muestras de orina presentan una amplia e intensa banda de absorcion entre 240
y 380 nm. Esta absorcion es debida a los denominados urocromos. Como se aprecia en la
Figura VII.1, la absorbancia es pequeiia a la longitud de onda de la linea del laser utilizada
en las medidas, la de 514 nm, sin embargo, es lo suficientemente elevada para producir la
saturacién del detector de ELT. En consecuencia, la presencia de urocromos hace inviable

la determinacion directa de CAs en orina mediante esta técnica.
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Para eliminar los urocromos, Benedict (17) utilizd una columna de intercambio
cationico de silice con grupos de acido bencenosulfonico enlazados (SCX), seguida de otra
columna de silice alquilada con grupos metilo (Ct). Al pasar la muestra en medio acido a
través de ambas columnas, la primera de ellas retiene los urocromos cationicos, mientras que
los urocromos hidrofobicos quedan retenidos en la segunda. Nosotros estudiamos la
eliminacion de urocromos utilizando columnas de intercambio catidonico SCX, de silice
alquilada C2, C8y CI8, y combinaciones de ellas. Para ello, se utilizaron muestras de orina
en la forma como se indica en los procedimientos.

El uso de columnas EFS de intercambio catiénico SCX en HC1 0.1 M no fue efectivo.
Por el contrario, como se muestra en la Figura VII. 1, la absorbancia de las muestras a 514.5

nm, después de pasarlas a través de columnas de silice alquilada fue despreciable.

0.225

0.175

0.125

0.075

0.025

- 0.025
450 470 490 510 530 550

X nm

Fisura VIL 1.- Espectros de absorcion de las muestras de orina: (1) 1 mi de tampon citrato
0.07 M de pH 6.5 4* 1 mi de orina; (2 y 3) misma disolucién eluida a través de una columna

C2(2) o C8(3).
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| Comprobamos si la intensidad de la sefial de ELT de los eluatos obtenidos con
columnas de silice alquilada, era suficientemente baja para permitir la determinacién de CAs.
Los resultados se muestran en la Tabla VII.2. Se deduce que a mayor longitud de la cadena
del grupo alquilo, la eliminacién de urocromos es més efectiva. Por otra parté, utilizar las
columnas de intercambio catiénico en combinacién con las de silice alquilada no supuso una
mejora apreciable de los resultados. También comprobamos que la eliminacién de urocromos
era reproducible. A partir de 10 muestras de orina, utilizando las columnas C,, el valor
medio de la sefial analitica obtenida fue de 0.411, la desviacién estindar de 0.008 vy el

coeficiente de variacién del 2.1%.

Tabla VIIL.2.- Seiial de lente térmica del blanco utilizando
columnas EFS. '

Columna Sefial
0.238

C, 0.318
0.312

SCXyC, 0.300
Cs 0.247
0.140

Cis 0.126
0.134

VII.3.3.- Recuperacién de CAs con columnas de silice alquilada

Estudiamos la recuperacién de CAs cuando se utilizan columnas de silice alquilada,
incluyendo la reproducibilidad de la misma a dos concentraciones distintas. Los resultados
obtenidos con las columnas C,; y C, se muestran en la Tabla VII.3. Se observa que los

coeficientes de variacién cuando se realiza la EFS no son superiores a los obtenidos para las
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referencias, de ello se deduce que la retenciéon de CAs por ambas columnas es reproducible.
Ademas, también puede apreciarse que la retencion de CAs se incrementa al aumentar la
longitud de la cadena alquilica. Por otra parte, cuando se utilizd la disolucion mas

concentrada de CAs los resultados que se obtuvieron fueron similares.

Tabla VII.3.- Retencion de CAs por columnas EFS.

Cti Mezcla B C2 Mezcla B C2Mezcla A
Seiial de los Seial de referencia Seiial se los Seiial de referencia Seinal de los Seiial de referencia
eluatos (V) W) eluatos (V) W) eluatos (V) V)
0.178 0.235 0.212 0.232 0.542 0.720
0.167 0.249 0.204 0.225 0.549 0.695
0.157 0.203 0.206 0.225 0.500 0.584
0.173 0.242 0.217 0.217 0.513 0.689
0.173 0.193 0.200 0.225 0.513 0.654
x = 0.170 x = 0.224 x = 0.208 x = 0.225 x = 0.523 x = 0.668
s = 0.008 s = 0.025 s = 0.007 s = 0.005 s = 0.021 s = 0.053
CV = 47% CV = 11.1% CV = 3.2% CV = 24% CV = 4.0% CV = 7.9%
CAs retenidas = 59% CAs retenidas = 25% CAs retenidas = 29%

VII1.3.4.- Determinaciéon de CAs no conjugadas en orina previa eliminacion de urocromos

Sobre la base de los resultados anteriores, seleccionamos la columna C2. A 514 nm,
la absorbancia de las muestras de orina pretratadas con esta columna, fue del orden del ruido
de fondo del espectrofotometro. Por otra parte, la sefial de ELT correspondiente fue igual
a 23 veces la anchura de la banda de ruido de fondo (distancia pico-pico, aproximadamente
6s). A pesar de ello el intervalo dinamico fue superior a dos 6rdenes de magnitud. Ademas,
la eliminaciéon de urocromos y la retencion de CAs en este tipo de columnas fue reproducible
en un amplio intervalo de concentraciones.

La determinacion de CAs en una muestra real de orina se llevd a cabo por aplicacion

del método de adicion estandar. Los resultados obtenidos se representan en la Figura VII.2.
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Fisura VIL2.- Determinacion de CAs no conjugadas en orina previa eliminaciéon de

urocromos. Método de adicion estandar.

Los puntos experimentales se ajustaron a una recta de ecuacion:
Ve= 030 + 48 x 105x C r = 0.9990
donde C viene dado en mol I*\ y:
Ve=V-V*-vhr
siendo V la sefial analitica medida, la sefal del blanco de orina y Vlr la sefial del blanco
de reactivos.

Teniendo en cuenta que el factor de dilucion fue de 1/40 y que la retenciéon de CAs
es del 25%, se deduce que la concentracion de CAs no conjugadas obtenida en la muestra
de orina es de 3.3x10'5 M. Este resultado es 10 veces superior a los valores normales
esperados, y en consecuencia, el método que se propone no es adecuado. Los urocromos no
son la tinica interferencia y, por tanto, aunque su eliminacion es efectiva, no es suficiente.
Posiblemente otras especies, de las muchas presentes en la muestra, son oxidadas por el
hexacianoferrato(Ill) dando lugar a compuestos que absorben a 514 nm. Enbase a este
resultado decidimos separar las CAs libres de la matriz de la muestra enlugar deeliminar

los urocromos.
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VII.3.5.- Separacién de CAs urinarias con alimina

De los diferentes métodos que se han empleado para la separacién de CAs de los
fluidos bioldgicos, el de adsorcién con alimina es con mucho el més utilizado, ya que debido
a la selectividad de la alimina hacia los grupos catecol se obtienen blancos muy limpios (15).
Estudiamos la sefial analitica de los blancos y la recuperacién de las CAs utilizando columnas

de alimina. Los procedimientos se han descrito en un el apartado VII.2.

- Seial analitica de los blancos

Se prepararon los siguientes blancos:

- Blanco del eluato de orina: En tubos de ensayo se introducen 2 ml de agua ultrapura,
1 ml de tampén citrato 0.7 M de pH 6.5 y 1 ml de la disolucidn del eluato de orina.

- Blanco de reactivos 1: Se adicioné 1 ml de disolucién de K;Fe(CN), 2x10 M a tubos
de ensayo que contenian 1 ml de agua, 1 ml de tampén citrato 0.7 M de pH 6 y | ml
de tampén acetato 0.2 M de pH 6.

- Blanco de reactivos 2: Este blanco es de composicion igual al anterior, si bien no

contiene hexacianoferrato(IIl). Se sustituy6 la disolucion de K;Fe(CN), por agua.

En los tres casos la disolucién final del blanco se obtuvo tomando 2 ml de cada una
de las disoluciones anteriores y adicionando 2 ml de etanol. En la Tabla VII.4 se muestran
las sefiales correspondientes a cada tipo de blanco. De cada disolucién se realizaron dos
medidas. Las diferentes series corresponden a distintas sesiones de trabajo. En la misma tabla
se muestran también los valores medios. )

A partir de los datos obtenidos se deduce que las sefiales de los blancos de los eluatos
son reproducibles y pricticamente iguales a las del blanco de reactivos 1, y éstas a su vez,
iguales a las del blanco de reactivos 2. También comprobamos que estas sefiales eran
pricticamente coincidentes con la sefial correspondiente a la mezcla etanol/agua 50/50 (v/v).
Por tanto, en el procedimiento que se propone para determinar CAs libres en orina, los
valores de las sefiales obtenidas deben corregirse restando el valor correspondiente a uno
cualquiera de los blancos. Nosotros medimos la sefial correspondiente al denominado blanco

de reactivos 1, por ser el que puede fluctuar mas.
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Tabla VIL. 4.- Seiial de lente térmica de los blancos (valores medios en negrilla).

Blanco del eluato Blanco de reactivos 1 Blanco de reactivos 2
Serie W) (V) (V)

0.120 0.121 0.119
1 0.132 0.143 0.132

0.126 0.132 0.125

0.161

0.167

0.164

0.164 0.159 0.178
2 v 0.169 0.163 0.171

0.167 0.161 0.175

0.145

0.141

0.143

0.151 0.139 0.151
3 0.149 0.129 0.148

0.150 0.134 . 0.150

0.128 0.137
4 0.131 0.130

0.130 0.134

- Recuperaci A lac n uming -

Se realizaron series de cinco ensayos independientes con disoluciones de A, NA, DA
y D 1.6x10° M, adaptando el procedimiento descrito para la separacién y cuantificacion de
las CAs (VIL.2). Pasamos por la columna de alimina 25 ml de disolucién de la CA
correspondiente, y eluimos con volimenes variables de disolucién de HAc 0.2 M. Con el fin
de poder evaluar los resultados, preparamos disoluciones de referencia de las diferentes CAs
de igual composicion a la que deberia obtenerse a partir de los eluatos si la recuperacion
fuera del 100%.
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Utilizando 10 6 20 ml de HAc 0.2 M para la elucién, la recuperacion para todas las
CAs estuvo comprendida dentro del intervalo 100+3%. Sin embargo, con 5 ml de eluyente
la recuperacion no fué cuantitativa, (60% para DA). Se seleccioné un volumen de 20 ml de
HAc 0.2 M para eluir las CAs. En la Tabla VII.5 se muestran los valores de las sefiales
analiticas individuales, valores medios, desviacién estindar y coefiente de variacion,
obtenidos para la DA, cuando se eluy6 con 20 ml de HAc 0.2 M. La recuperacién fue del
98% , con una reproducibilidad del 3.5%.

Tabla VILS5.- Recuperacién de dopamina 1.6x10° M con la columna de alimina.

Seiial de los eluatos (V) Seiial de la disolucién de referencia (V)

0.469 0.467
0.458 0.478
0.443 0.479
0.488 ' 0.463
0.468 - 0.483

X = 0.465 X = 0.474

s = 0.016 s = 0.009

CV =35% CV = 1.8%

VII.3.6.- Caracteristicas _analiticas

Se obtuvo la sensibilidad de la sefial de ELT para las cuatro CAs de interés. Estos
datos son esenciales para establecer el procedimiento de determinacion conjunta de la suma
de CAs que se pretende. En las condiciones seleccionadas, y en medio agua-etanol 50/50,
los calibrados de las cuatro CAs fueron lineales hasta al menos 4x107 M. Para
concentraciones de DA superiores a 1 ug/ml se observé saturacién del detector. Las
ecuaciones de las rectas obtenidas mediante ajuste por minimos cuadrados de los puntos

experimentales fueron:
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Adrenalina V=65x10°xC +0.16 r = 0.997
Noradrenalina V=45x10°xC + 0.16 r = 0.993
Dopamina V=55x10°xC+0.16 r = 0.997
L-Dopa V=31x10°xC + 0.15 r = 0.94

donde C viene expresado en mol 1.

La sensibilidad fue similar para todas las CAs. Es importante sefialar que la
sensibilidad absoluta puede variar de un dia a otro, dependiendo principalmente de la
alineacién Optica del instrumento, la cual es dificil de reproducir. De hecho, hemos
observado diferencias en la sensibilidad en experiencias realizadas en dias diferentes, sin
embargo, sus valores relativos se mantuvieron practicamente constantes. Utilizando DA como
referencia, las sensibilidades relativas fueron de 1.18, 0.82, 0.56 y 1 para A, NA, Dy DA,
respectivamente.

Utilizando series de 10 replicados de disoluciones 1x10° M, la reproducibilidad
estuvo comprendida entre el 2% y el 3% para todas las CAs. Los limites de deteccion,
calculados siguiendo el criterio 3s, a partir de diez medidas de la disolucién del blanco de

reactivos, fueron de 1 a 2 ng/ml, excepto para D, cuyo limite de deteccién fue de 4 ng/ml.

VIL.3.7.- Uso de la Dopamina como patrén. Errores sisteméticos esperados

La ELT puede ser utilizada para determinar la suma de las concentraciones de CAs
" no conjugadas en orina aplicando un método de adicién estindar. Para ello, es necesario
seleccionar una sustancia como patrén. Se ha seleccionado a la DA por dos razones: Por una
parte, la DA es la CA predominante en la orina, lo que reduce el error sistemdtico y, por
otra, el valor de la sensibilidad para la DA, que es intermedio respécfo al resto de CAs, da
lugar a una compensacién parcial de los errores positivos y negativos.

Podemos definir el indice de dopamina, I,, como el valor hallado de la suma de
concentraciones molares de CAs no conjugadas aplicando el procedimiento de adicién

estindar propuesto:

. St '\ [VII.1]
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donde STes la senal medida, que corresponde a la suma de CAs presentes en la muestra, y
PM es la pendiente de la recta de adicion estandar (PDA = tg a). El significado de estos

parametros se ilustra en el siguiente esquema:

DA

El error relativo que cabe esperar cuando se determina la suma de CAs no conjugadas

en orina vendra dado por la siguiente expresion:

e = Ida °t = 1 [Vil.2]
Ccr Apa‘r
donde CTes la suma de las concentraciones molares de las CAs no conjugadas presentes en

la muestra. Teniendo en cuenta que ST= £ S; = £ PiCj, resulta:

e = -£.VI|I;£k]| - i [VII.31
I P4
Sustituyendo los valores de las sensibilidades relativas Pj/PDAy teniendo en cuenta
las concentraciones que se dan como normales en la bibliografia (6) (0.036, 0.26, 0.12 y
1.60 /;mol 1'l para A, NA, D y DA, respectivamente), el error que cabe esperar cuando se

analizan muestras de orina procedentes de sujetos normales vendra dado por :
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_[1.18x0.036 + 0.86x0.26 + 0.56x0.12 + 1.60 ’
(%) '( 0.036 + 0.26 + 0.12 +1.60 -l)x100=-4.6% (VII.4]

Del mismo modo, el error que cabe esperar, para la muestra de orina de un sujeto con
hipertensién esencial, en la que las concentraciones de CAs son mucho més elevadas (7),
viene dado por:

e(%) = 1.18x2.68 + 0.86x0.20 + 0.56x0.12 + 5.17
2.68 + 0.20 +0.12 +5.17

-1)x100-+4,a% [VII.S]

Si se comparan ambos errores, se observa que hay un cambio en el signo del mismo
. . [N
como consecuencia de la mayor concentracién de A. En ambos casos el error es pequefio

debido a que la concentracién de DA es mayor que la del resto de CAs.

VII.3.8.- Influencia de la matriz de orina

Entre las variadas especies quimicas presentes en la orina, tan sélo aquellas retenidas
en la alimina a pH 8.5 (tampén Tris) y que se oxiden con hexacianoferrato(III) dando lugar
a compuestos coloreados que absorban a 514.5 nm, interferirdn en el método que se propone.
Para estudiar la influencia de la matriz de orina, idealmente deberian utilizarse muestras
reales con un contenido de CAs conocido. Ante las dificultades que conlleva el disponer de
_ este tipo de muestras optamos por tomar una muestra de orina real, eliminar las CAs
mediante adsorcién sobre alimina, y afiadir a la matriz cantidades conocidas de CAs, dentro
del intervalo normal de concentraciones en las que se encuentran en este tipo de muestras.
Seguidamente determinamos la concentracién de CAs segin el procedimiento propuesto y la
comparamos con la la concentraciéon de CAs afiadida. A continuacién describimos
detalladamente este procedimiento:

Se tomaron tres alicuotas de una muestra de orina de un sujeto normal previamente
centrifugada en medio icido y filtrada. A cada aliquota se afiadi6 10 ml de disolucién
reguladora de Tris 0.25 M con AEDT 1.5%, se pasé por la columna de alimina previamente
acondicionada y se recogié el eluato. A cada eluato se adicioné 1 ml de cada una de las
siguientes disoluciones: DA 4.0x10° M, A 9.0x10” M, D 3.0x10° M y NA 6.5x10° M, y
se determin6 el contenido de CAs, como indice de dopamina, segiin el procedimiento

propuesto.
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Los puntos experimentales de cada una de las series de adicién esta’mda:» se ajustaron
a una recta, y los coeficientes de correlacién fueron superiores a 0.999 en todos los casos.
Los valores medios de las pendientes y de las ordenadas en el origen fueron 2.27x10° V 1
mol” y 0.047 V, respectivamente. A partir de estos resultados, y teniendo en cuenta que el
factor de dilucion es de 10, se deduce un contenido de CAs en las muestras de 2.07x10° M.
Al comparar este resultado con la suma de las concentraciones de las CAs afadidas de
2.02x10° M, se deduce que el error cometido fue de 2.5%. Que el error sea pequefio sugiere
que la matriz de orir;a no produce serias interferencias en el procedimiento que se propone
para la determinacién de CAs.

Sin embargo, hay un tipo de interferencias que no se han tenido en cuenta en el
estudio realizado, la de aquellas especies que cumpliendo los dos requisitos anteriormente
expuestos, hubieran sido eliminadas durante la primera etapa de separacién con alimina. Por
ello, realizamos un estudio adicional de interferencias utilizando HPLC y deteccién por ELT.
Se aplico el procedimiento propuesto a las disoluciones estindar de CAs y a las muestras de
orina, y las disoluciones de aminocromos resﬁltantes fueron inyectadas en el cromatégrafo.

La composicion de la fase mévil fue: Na,HPO, 3.47x102 M, 4cido citrico 3x102 M,
dodecilsufato sédico 3x10° M y etanol al 10% (v/v).-El pH de la misma fue de 4.9 y el
caudal 0.1 ml/min. Los cromatogramas mostraron solamente tres picos bien separados que
correspondian a los aminocromos de NA, A y DA. Como la fase estacionaria utilizada
retiene compuestos con caracter doblemente idnico (zwitteriones), como es el caso de los
aminocromos de A, NA y DA, catiénicos y no i6énicos, podemos concluir que este tipo de
compuestos, en el caso de que estuvieran presentes en los extractos de alimina, no
interfieren en el procedimiento que se propone. En consecuencia, las posibles interferencias
quedarian restringidas a especies aniénicas, que eluirian junto al volumen muerto como

ocurre en el caso del dopacromo.

VIL.3.9.- Anélisis de muestras de orina

Aplicamos el procedimiento propuesto a muestras de orina procedentes de tres sujetos
no patoldgicos. Las representaciones graficas de los puntos experimentales se muestran en

la Figura VII.3. Los coeficientes de correlacién lineal fueron, en todos los casos, superiores
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Figura VIL3.- Determinacién de CAs no conjugadas en orina, (a), (b) y (c¢) corresponden

respectivamente a las muestras (1), (2) y (3) de la Tabla VII.6.
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a0.997. En la Tabla VII.6 se indican el volumen de orina excretado en 24 h, las ecuaciones
de las rectas obtenidas mediante ajuste por minimos cuadrados y los indices de dopamina
obtenidos teniendo en cuenta que el factor de dilucién fue 1/10. En este tipo de
determinaciones es usual expresar el resultado como pmol/24 h, por lo que se incluyen estos
valores en la misma tabla. Los resultados obtenidos estidn dentro del intervalo normal de CAs

libres eliminadas en orina.

Tabla VIL 6.- Indices de dopamina de muestras de orina.

Curvas de adicién estdndar Indice de dopamina*
Pendiente O. Origen
Muestra Diuresis (Y 1 mol™) (mV) umol/l pmol/dia
1° 1375 (4.1+£0.1)x10° 98+1 2.40+0.04 3.30
2 1435 . 5.0x10° 88_ 1.8 2.53
3 1050 5.0x10° 155 3.1 3.26
4 1050 3.8x10° 88 11.6 15.95

"* Suma de las concentraciones de las CAs no conjugadas utilizando la dopamina como patrén.

® Media y desviacion estindar de 3 determinaciones de la misma muestra

Anélisis de muestras con un contenido elevado de CAs

Comprobamos si el método es aplicable a muestras con un contenido de CAs muy
superior al normal:. Estacircunstancia deberia afectar principalmente al proceso de
separacion, ya que podria ocurrir que a este nivel de concentraciones, la adsorcién de CAs
sobre aliimina no fuera cuantitativa. Para llevar a cabo este estudio se determinaron las CAs

en una muestra de orina (muestra 3 de la Tabla VII.6) antes y después de adicionarle
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cantidades conocidas de las mismas, simulando en el segundo caso los contenidos de muestras
de sujetos con hipertension esencial (7) (muestra 4 de la Tabla VII.6). Se tomaron 20 ml de
muestra, previamente acidificada y filtrada, y se afiadieron 2 ml de A 3.0x10° M y 3 ml de
DA 5.0x10° M. Se siguié el procedimiento propuesto para obtener el indice de dopamina,
con la unica diferencia de que el eluato que contenia las CAs se diluyé cinco veces, por lo
que el factor de dilucién fue 1/ 50.

A partir de la ecuacién de la recta ajustada, y teniendo en cuenta el factor de dilucién,
se obtiene una concentracién de CAs de 11.6 umol/l. Si comparamos el resultado obtenido
con el contenido esperado de 10.9 umol/l, deducido a partir del resultado del andlisis de la
muestra 3 y de las concentraciones de CAs adicionadas, se deduce que el error fue del 6.4%

por exceso.

Reproducibilidad

El estudio de la reproducibilidad del método se llevé a cabo determinando por
triplicado las CAs presentes en una misma muestra de orina (muestra 1 de la Tabla VII.6).
Para ello se tomaron tres alicuotas de 25 ml de muestra previamente centrifugada y filtrada,
y se procedié segin el método propuesto con cada una de ellas. Los resultados se muestran
en las Tablas VIL.7 y VIL8. El valor de la concentracion de CAs obtenido fue de
" (2.40+0.04)x10° M, con un coeficiente de variacion del 1.9%.

De los resultados obtenidos se puede concluir que el método es mas reproducible que

la mayoria de los métodos propuestos para el andlisis de CAs. Este resultado viene sustentado

‘por la menor importancia de las fuentes de error aleatorio y sistetﬁéfico- que afectan a los
métodos de absorcién molecular, incluyendo las técnicas fototérmicas, cuando se comparan

con la amperometria, y especialmente, con la fluorimetria.
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Tabla VII.7.- Reproducibilidad del procedimiento de adicién estandar: Medidas duplicadas

y medias de las mismas.

V gopamina (M1) Alicuota 1 Alicuota 2 Alicuota 3
0.258 0.253 0.259
0 0.259 0.270 0.265
0.259 0.262 0.262
0.401 0.401 0.435
0.5 0.419 0.415 0.395
0.410 0.408 0.415
0.623 0.602 0.600
1 0.723 0.618 0.621
0.729 0.610 0.611
0.735 0.716 0.772
1.5 0.723 0.752 0.746
0.729 0.734 0.759
0.920 0.904 0.931
2 A 0.916 0.916 0.932
0.918 0.910 0.932
0.159
Blanco 0.163

0.161
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Tabla VII.8.- Reproducibilidad del procedimiento de adicién estdndar: Pardmetros de ajuste

e indices de dopamina.

Anilisis Recta ajustada r Ipa (M)
1 - 4.09x10°xC + 0.098 0.997 2.40x10°
2 4.06x10°xC + 0.099 0.998 2.44x10°®

3 4.20x10°xC + 0.099 0.9994 2.44x10

- Influencia del tiempo de almacenamiento de la muestra

La eliminacién de las CAs en orina no es homogénea y depende del estado fisico
concreto del sujeto en el momento de la toma de muestra. Por ello, la determinacién de CAs
se lleva a cabo sobre una alicuota tomada de la orina total excretada durante 24 h. Por otra
parte, las muestras se almacenan en medio 4cido para evitar la oxidaci6n de las CAs, pero
las temperaturas de almacenamiento recomendadas son variables. Asi, en Clinical Laboratory

de Merck (18) se recomienda guardar las muestras en frigorifico, mientras que otros autores
. (1‘) recomiendan congelar a -20 °C si los analisis se llevan a cabo antes de transcurridos siete
dias, y a -80 °C si el tiempo es de varios meses.

Nosotros observamos que guardando las muestras en frigorifico, el contenido de CAs
libres aumentaba con el tiempo. Se determinaron las CAs de una muestra acidificada con HCI
que se guardo en frigorifico (0 - 4 °C) durante 6 dias. Los resultados se compararon con los
obtenidos separando las CAs libres de la misma muestra durante las primeras 4 horas después
de finalizada la toma de muestra. Se encontrd que el contenido de CAs libres en la muestra
conservada durante 6 dias fue un 54 % superior al obtenido en el segundo caso. Este resultado
es debido, a la posible hidrélisis de las CAs conjugadas, que es tanto mds rapida cuanto

mayor es la temperatura. Hay que tener presente que la determinaci6n de las CAs totales (no
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conjugadas + conjugadas) implica la liberacion previa de las CAs conjugadas mediante

hidrélisis en medio 4cido a ebullicién.

Puesto que los eluatos de las CAs en medio acético son estables, a la vista de los
resultados obtenidos, se recomienda que la separacion de las CAs se realice inmediatamente
después de finalizada la toma de muestra, o bien, cuando ello no sea posible, que las

muestras acidificadas se congelen a la temperatura més baja posible.
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VIII.- DETERMINACION DE CATECOLAMINAS NO
CONJUGADAS EN ORINA MEDIANTE CLM CON
DETECCION POR ELT

VIIIL.1.- Objeto

En el presente capitulo se utilizan los resultados de los estudios descritos en el
Capitulo V para desarrollar y proponer un método de determinacién de CAs no conjugadas

en orina mediante cromatografia liquida micelar con deteccién por ELT.

VIII.2.- Parte experimental

a) Aparatos

- Cromatdgrafo Hewlett-Packard de la serie HP-1050 provisto de inyector automético
Rheodyne con un bucle de 20 ul y de bomba cuaternaria con posibilidad de elucién
en gradiente. Como fase estacionaria se empled una columna Spherisorb ODS-1 (§
pm, 12 cm x 4.6 mm) de Scharlau, precedida de una precolumna Spherisorb ODS-2
(5 um, 3.5 cm x 4.6 mm), también de Scharlau. Las fases estacionarias se

equilibraron como se explica en V.2.c.

- Se utiiizé el espectrometro de lente térmica descrito en III.2.a. La longitud de onda
de bombeo fue de-488 nm, la potencia 250 mW y la frecuencia de modulacién 4 Hz.
Se reemplazo la cubeta mas usual de 3 ml, por la celda estindar de 8 ul del detector
UV-vis HP-1050 para HPLC. La celda, sostenida por su correspondiente carcasa de
acero, se alined en el camino 6ptico de los haces. Los datos fueron adquiridos como

se indica en II1.2.a

- Estacién para extracciéon a vacio Vac Elut SPS 24 (Varian Sample Preparation
Products, Harbor City, CA).
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b) Reactivos

- Disolucion 0.05 M de K;Fe(CN); preparada a partir del producto sélido Merck, pai'a
andlisis, y dodecil sulfato sédico (SDS) Merck del 99%.

- n-Propanol, 4cido acético glacial y 4cido perclérico Panreac, para anilisis.

- Oxido de aluminio, tipo 504C, 4cido, actividad I segiin escala Brockmann Fluka, para

cromatografia.

- Disoluciones 2x10° M de NA, A, DA e ISO y disolucién reguladora Tris-EDTA,

preparadas como se indica en III.2.b y en VII.2.b, respectivamente.

- Disoluciones reguladoras de citrato de diversas concentraciones y pH 7.0 preparadas
a partir de 4cido citrico (Panreac, para andlisis)y y NaOH, ajustando

potenciométricamente el pH con disolucién de NaOH.

Se utiliz6 agua desionizada ultrapura (desionizador Barnstead, Sybron Corp., Taunton,

MA). Las fases mdviles fueron filtradas a través de un filtro de 0.45 um de MSI, y las

" muestras a inyectar en el cromatdgrafo se filtraron a través de discos de Nylon de 0.2 um
de poro de MSI.

¢) Procedimientos

Extraccién y elucién de las CAs: Se utiliz6 el procedimiento de toma y pretratamiento de
muestras de orina indicado en VII.2.c. Las CAs se separaron de la matriz de la orina
mediante extraccion en fase sélida sobre alimina. Las columnas de alimina se prepararon
mediante el procedimiento exbuestp en VIL.2.c. En el presente capitulo se revisa el proceso
de elucion de las CAs, con el fin de utilizar volimenes menores de eluyente y preconcentrar
la muestra. El procedimiento utilizado para la extraccion y la elucién de las CAs fue el

siguiente: a 25 ml de disoluciéon de CAs o de orina centrifugada y filtrada se le afiadieron 10
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ml del tampdn Tris-EDTA y 2 ml de disolucién de ISO 5x10° M si se utiliza estindar
interno. La mezcla se pasé a través de la columna de alimina utilizando vacio, la columna
se lavé con 10 ml de tampén Tris-EDTA y con 10 ml de agua y las CAs fueron eluidas con
una disolucién 4cida. Para optimizar la elucién se ensayaron diferentes volimenes vy
concentraciones de dcido acético y HCIO,. En el procedimiento que se recomienda la elucién
se realiza con 10 ml de HCIO, 0.5 M, de los cuales se recogen los S primeros mililitros. La
columna se regener$ lavandola con 20 ml de la misma disolucién de acido utilizada para la

elucién, 80 ml de agua y 60 ml de la disolucién reguladora de Tris-EDTA.

Derivatizacién a aminocromos y separacién cromatogréifica: En las experiencias que se
realizaron para la optimizacién de la elucion se utilizdé el siguiente procedimiento de

derivatizacién: se afiadié al eluato el volumen necesario de tampdn citrato 1 M de pH 7 para
que su concentracion final fuera 0.07 M, y se ajustd el pH potenciométricamente a 7 por
adicion de NaOH. Posteriormente se pasd el eluato a un aforado de 10 o de 25 ml (segiin se
tratara de CAs a baja o a alta concentracion). Se afiadi6 el volumen necesario de disolucién
de K;Fe(CN)g 0.05 M para que su concentracion final fuese de 2x10 M. Se dej6 transcurrir
1 min para completar la reaccién de oxidacién, y se afiadi6 la cantidad necesaria de propanol
hasta igualar la concentracién del mismo con la de la fase mévil, se aforé con agua y se
inyectd en el cromatdgrafo. "

El procedimiento que se utilizé para el anilisis de las muestras de orina fue el
siguiente: En tubos de ensayo se introdujeron, en el orden que se indica, 2 ml de eluato, 0.2
ml de tampén citrato 1 M de pH 7, y el nimero necesario de gotas de NaOH 0.5 M para que
el pH fuera de 7 (medido ’potenciométricamente). Se afiadieron 0.1 ml de K;Fe(CN); 0.05
M,y (transcun'ido 1 r'rii}{, 0.2 ml de propanol, y se inyectd en el cromatdgrafo.

La separacion cromatogréfica se realizé utilizando una fase mévil que contenia SDS
0.05 M, 4cido citrico 0.03 M y 7% de propanol. El pH se ajust6 a 4.9 previamente a la
adicion de propanol. Se utiliz6 un caudal de 0.5 ml/min durante los primeros 3.5 min,
seguido de un caudal de 0.1 ml/min desde ese momento hasta el final del cromatograma. En
estas condiciones se obtienen cromatogramas con los aminocromos bien resueltos, eficacias

adecuadas y tiempos de retencién no excesivamente largos.
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VIIIL.3.- Resultados y discusion

VIIL.3.1.- Seleccién del estandar interno

El estindar interno mas comunmente utilizado en el andlisis de CAs en fluidos
biolégicos, sobre todo cuando se emplea deteccion electroquimica, es la 1,2-dihidroxi-
bencilamina. Sin embargo, aunque esta sustancia se comporta del mismo modo que las CAs
frente a la extraccién con alimina, no puede ser derivatizada a aminocromo, por lo que se
decidié utilizar como estdndar interno una CA de origen sintético. De las CAs sintéticas que
se encuentran accesibles comercialmente, las méas econémicas son la isoprenalina o
isoproterenol y el 2-metildopa. El 2-metildopa tiene la desventaja de poseer un grupo
carboxilato, que hace que el aminocromo correspondiente eluya junto al volumen muerto al
pH al que se lleva a cabo la separacién cromatogrifica. Por tanto, se selecciond la
isoprenalina para ser utilizada como patrén interno. Ademds, por su estructura cabia pensar
que se comportaria de igual manera que NA, A y DA frente a la extraccién y a la
derivatizacién, y que eluirfa cerca de las otras CAs.

En la bibliografia aparecen numerosas referencias que hacen uso de ISO como
estindar interno para la determinacion de CAs en fluidos biolégicos, tanto con deteccién
electroquimica (1-6) como fluorimétrica, utilizando para la derivatizacién los métodos de la

1,2-difeniletilendiamina (7-11) y de la glicilglicina (12).

VIIL.3.2.- Optimizacién de la extraccién

El objetivo de este estudio fue seleccionar las condiciones experimentales adecuadas
para que la extraccion de las CAs fuera lo més cuantitativa y reproducible posible, y a la
vez, para que el volumen de eluyente empleado fuera el menor posible, con el fin de
preconcentrar en lugar de diluir la muestra. Se estudiaron la naturaleza y concentracion del
eluyente, el tiempo de extraccién y el pH méximo de la etapa de neutralizacién previa a la
derivatizacién. Se utilizaron dos disoluciones de CAs. La primera de ellas contenia [SO
1.25x10° M, NA y A 3x107 M y DA 2x10% M. Las concentraciones de NA y DA en esta

disolucién son semejantes a las que se encuentran normalmente en orina, y la concentracién
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de A es unas cinco veces mayor. La segunda disolucién contenia concentraciones 10 veces
mayores de cada CA. Las sefiales obtenidas se compararon con las obtenidas a partir de
disoluciones de referencia preparadas de igual forma que las anteriores, pero sin la etapa de

extracciéon sobre alimina.

a) Elucién con HAc y con HCIO,

Elucién con HAc 0.2 M: En la Tabla VIII.1 se muestran las sefiales que se obtuvieron al
eluir las CAs con 7 ml de HAc 0.2 M, asi como las sefiales de referencia y las
recuperaciones correspondientes. La recuperacién media para las disoluciones diluidas y
concentradas fue del 68% y del 66%, respectivamente. Se comprobé que para las
disoluciones concentradas, pasando 15 ml de disolucién de HAc por la columna, la elucién

de las CAs no era completa.

Elucién con HCIO,: En la Tabla VIIL.2 se muestran las recuperaciones que se obtuvieron al
eluir las CAs con distintos volimenes y concentraciones de HCIO,. Cuando se emplea HCIO,
0.1 M las recuperaciones son bajas (30-40%). La recuperacion es mds alta cuando se utiliza
HCIO, 0.25 M, sin embargo la recuperacién disminuye al aumentar la concentracion de CAs.
Si se utilizan's ml de HCIO, 0.5 M, se obtienen recuperaciones en torno al 80%, tanto para
CAs concentradas comg_péra diluidas. La cuantitatividad de la extraccién no mejora si se
utilizan volﬁmenes mayores de eluyente (7 ml). En base a estos res{lltados se eligié como
eluyente 5 ml de HCIO, 0.5 M.

En la Tabla VIII.3 se muestran los valores obtenidos para la recuperacién individual
de cada CA, y su relacién respecto a la recuperacion del patrén interno, ISO, para los dos
nivéles de concentracion ensayados. La recuperacion respecto al patrén interno es practimente
la unidad para las tres CAs estudiadas, indicando que la ISO se comporta de igual modo que
las otras CAs, tanto en el proceso de extraccién como en los de derivatizacién y medida de

la sefial, siendo por tanto adecuada como estindar interno.
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Tabla VIII.1.- Recuperacion de CAs eluyendo con HAc 0.2 M*.

NA A DA ISO
A h A h A h A h
Ref. (dil) 7.35 0.098 7.06 0.121 37.63 0.393 24.29 0.230
Ref. (dil) 7.35 0.099 7.96 0.119 37.49 0.389 24.08 0.229
Sefial media 7.35 0.0985 7.51 0.120 37.56 0.391 24.19 0.230
Eluato 1 (dil) - 5.54 0.074 5.39 0.093 24.72 0.262 16.22 0.162
Recup., % 75.4 75.1 71.8 77.5 65.8 68.5 67.05 70.4
Eluato 2 (dil) 4.59 0.064 - 0.053 22.98 0.240 16.99 0.160
Recup., % 62.5 65.0 - 63.3 61.2 61.4 70.2 69.6
Ref. (con) 31.89 0.400 40.98 0.507 153.10 1.512 124.12  1.060
Ref. (con) 31.30 0.411 42.95 0.509 160.71 1.583 126.33 1.073
Sefial media 31.60 0.405 41.97 0.508  156.91 1.547 125.23 1.066
Eluato 1 (con) 22.28 0.277 23.48 0.298 103.21 1.071 72.82 0.688
Recup., % 70.5 68.3 55.95 58.7 65.8 69.2 46.4 64.5

Eluato 2 (con)  24.27  0.277 28.51  0.307 100.36 1.024  77.50  0.700

Recup., % 76.8 68.3 67.9 60.4 64.0 66.2 49.4 65.6
Eluato 3 (con) 20.78 0.271 22.64 0.291 99.91 1.011 77.24 0.703
Recup., % 63.8 66.8 63.5 573 63.7 65.3 49.23 65.9

* Simbolos: A = seiial en dreas, h = seifial en alturas, dil = baja concentracién, con = alta

concentracién, Recup. , % = recuperaciones en % (cursiva).
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Tabla VIIL 2.- Recuperacion de CAs eluyendo con HCIO*.

NA A DA ISO
A h A h A h A h
Ref (d) 7.33 0.100 10.54 0.124 37.23 0.359 25.42 0.232
0O.1M(dil), 7Tml 2.76 0.045 2.76 0.055 15.28 0.154 9.04 0.094
Recup., % 37.7 45.2 26.2 44.4 41.0 42.9 35.6 40.5
0.25M (dil), 7ml 5.88 0.088 9.29 0.123 31.15 0.311  21.87 0.198
Recup., % 80.2 88.3 88.1 99.2 83.7 86.6 86.0 85.3
0.5M (i), Smt  6.07 0.089 9.26  0.108 32.03 0.298  20.59 0.187
Recup., % 82.8 89.0 87.9 87.1 86.0 83.0 81.0 86.6
Ref 1 (con) 81.67  0.995 109.48 1.176 366.13  3.282 291.32  2.326
Ref 2 (con) 79.36  0.987 106.49 1.194 35455 3.213 295.54 2332
Seiial media 80.52  0.991 107.99 1.185 360.34  3.248 293.43  2.329
0.25M(con), 7ml  58.60  0.697 76.90 0.827 283.33 2,677 218.17 1.777
Recup., % 72.8 70.3 71.2 69.8 78.6 82.4 74.4 76.3
0.25M(con), Sml  50.92  0.695 69.76 0.818  252.46 2350 200.36 1.710
Recup., % 63.2 70.1 64.6 69.0 70.1 72.3 68.3 73.4
0.25M(com), Sml  49.64  0.607 69.41 0.771 - L 197.09  1.675
Recup., % 61.6 61.3 64.3 65.1 To- - 67.2 71.9
0.5 M(con), 7ml  57.97  0.674 66.41 0.774  266.94 2.517 203.81  1.647
Recup., % 72.0 68.0 61.5 65.3 74.1 77.5 69.5 70.7
0.5 M(con), 5ml 56.94  0.697 78.09 0.863 > > 220.87 1.852
Recup., % 70.7 70.3 72.3 72.8 . - 75.3 79.5
0.5 M(con), 5ml  63.84  0.755 81.75  0.835 28240 2.668 235.81 1.879
Recup., % 79.3 76.2 75.7 70.5 78.4 82.1 80.4 80.7

* Simbolos: A = seiial en 4reas, h = sefial en alturas, dil = baja concentracion, con =
alta concentracién, Recup. , % = recuperaciones en % (cursiva).

® No medible por saturacién del detector de ELT.
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Tabla VIII. 3a.- Recuperacion respecto del estdndar interno en areas®.

Diluidas Concentradas
Catecolamina R R/R, R R/R,
Noradrenalina 82.8 1.02 75.0 + 6.1 0.96 + 0.05
Adrenalina 87.9 1.09 74.0 + 2.4 0.95 + 0.03
Dopamina 86.0 1.06 78.4 1.01

*R = recuperacion de la catecolamina, R; = recuperacién de la isoprenalina. Cuando

corresponda, media y desviaciones estidndar de duplicados.

Tabla VIII. 3b.- Recuperacion respecto del estidndar interno en alturas*.

Diluidas Concentradas
Catecolamina R R/R; R R/R;
Noradrenalina 89.0 1.03 73.3 £ 4.2 0.92 + 0.03
Adrenalina 87.1 1.01 71.7 £ 1.6 0.90 £+ 0.01
Dopamina 83.0 0.96 82.1 1.02

*R = recuperacién de la catecolamina, R, = recuperacién de la isoprenalina. Cuando

corresponda, media y desviaciones estindar de duplicados.
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b) - Influencia del tiempo de extraccién

No se observaron diferencias en la recuperacién utilizando tiempos de extraccién entre
8 y 30 minutos. Aunque las CAs son inestables al pH basico utilizado para la adsorcién sobre
alimina, la presencia de EDTA las estabiliza, al enmascarar los cationes metélicos que

catalizan la reaccion de oxidacion.

c) Influencia del pH de la reaccién de neutralizacién

Se comprobé que si durante la etapa de neutralizacién del eluato, previa a la reaccién
de derivatizacion, el pH de la disolucion de CAs superaba el valor 7, las recuperaciones
resultaban bajas e irreproducibles. Este hecho se atribuyé a que en medio basico las CAs
experimentan un proceso rapido e irreversible de degradacién, cuya velocidad depende de
la naturaleza de la CA implicada. La ISO experimenta un proceso de degradacién dificil de
reproducir, y més rapido que las otras CAs y, en consecuencia, su uso como estindar interno

no corrige este efecto.

VIII.3.3.- Curvas de calibrado

| Haciendo uso de los procedimientos expuestos en VIII.2.c. se obtuvieron curvas de
calibrado sin y con correccién por el método del estindar interno, y utilizando o no
extraccién previa. Los resultados se muestran en las Tablas VIII.!} y VIILS para dreas y
alturas, respectivamente. Los calibrados de la serie 4 se realizaron a partir de una matriz de
orina, obtenida mediante separacién de las CAs por extraccién con aliimina, a la que
posteriormente se afiadieron volimenes crecientes de disolucién de CAs.

Los coeficientes de correlacion fueron siempre superiores a 0.99. La sensibilidad fue
ligeramente inferior para DA que para NA y A, lo que estd de acuerdo con lo obtenido en
V.6. La aplicacion del ensayo t de Student a las ordenadas en el origen revelé que todas las
rectas de calibrado pasaban por el origen de coordenadas. Las rectas de calibrado
pertenecientes a series diferentes no coinciden, ya que se realizaron en dias diferentes y el

instrumento no se encontraba en las mismas condiciones de alineamiento 6ptico.
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Tabla VIIIL 4.- Calibrados en éreas.

Pendiente x 10° 0. Origen
~ Serie n° Sustancia (Vxsxmol!l) (Vxs) r
NA - 16.6 -1.5 0.9998
A 19.3 2.1 0.9997
1 DA 9.4 -1.2 0.9996
ISO 13.4 2.1 0.9995
NA 15.9 -1.4 0.99993
2 A 19.6 -2.3 0.99990
DA 7.8 0.7 0.997
NA 3.5 -0.5 0.9990
2* A 4.3 -0.7 0.9990
DA 1.9 -0.2 0.998
NA 36.1 . 0.7 0.9992
3b A 435 -0.9 0.998
DA 35.5 2.0 0.998
NA 3.2 -0.1 0.9994
3eb A 3.2 0.1 0.997
DA 3.0 -0.7 0.9993
NA 43.1 -2.6" ) 0.9990
4° A 45.7 -1.1 0.9991
DA 32.1 -4.8 0.9991
NA 3.0 -0.2 0.997
4*b A 3.8 -0.1 0.997
DA 2.6 -0.9 0.9990

* Con est4dndar interno.

® Con extraccion. Serie nimero 4 con matriz de orina.
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Tabla VIIL.5.- Calibrados en alturas.

Pendiente x 10° O. Origen
Serie n° Sustancia (V x mol ) V) r
NA 3.08 -0.007 0.9998
A 3.13 -0.01 0.9998
1 DA 1.50 0.002 0.9995
ISO 1.59 0.003 0.9995
NA 2.10 -0.001 0.99992
2 A 2.25 -0.01 0.99995
DA 0.73 0.02 0.998
NA 40.2 -0.21 0.9990
2 A 42.2 0.3 0.9990
DA 15.0 0.1 0.997
NA 1.5 0.02 0.9990
3b A 8.5 -0.003 0.995
DA 52 -0.005 0.995
NA 39.8 -0.08 0.998
30 A 403 -0.01 0.998
DA 26.4 -0.36 0.9990
NA 8.6 -0.04 0.9990
4b A 9.6 -0.01 0.9991
DA 4.5 -0.02 0.9991
NA 33.3 -0.09 0.9990
4 A 46.2 -0.08 0.997
DA 20.4 -0.31 0.9992

* Con estdndar interno.

® Con extraccién. Serie nimero 4 con matriz de orina.
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VII1.4.- Andlisis de muestras de orina

Aplicando los procedimientos expuestos se determiné el contenido de NA, A y DA
no conjugadas en tres muestras procedentes de donantes voluntarios no patoldgicos. Se
utilizardn los calibrados de las series 3** (Tablas VIII.4 y VIIL.5) que se realizaron el mismo
dia que las determinaciones. En las Tablas VIII.6-VIII.8 se muestran respectivamente las
cantidades halladas de NA, A e ISO. Todos los valores estuvieron comprendidos dentro de
los valores normales eliminados en orina.

En la Figura VIII.1 se muestra el cromatograma correspondiente a una de las
muestras de orina analizadas, a la que se afiadi6 ISO. El cromatograma muestra Gnicamente
y bien separados los picos correspondientes a los aminocromos derivados de las CAs
endogenas NA, A y DA y del estdndar interno. En la zona de 12-13 min aparece una region
de ruido de Schlieren.

A partir de los resultados, se comprueba que el uso de ISO como estindar interno
produce una ligera mejora en la precisién. Ademds la utilizacién del estindar interno asegura
que no han ocurrido errores experimentales graves durante el proceso de extraccion o la
reaccion de derivatizacién posterior. Un requisito que debe cumplirse para la utilizacién de
este estindar es que el sujeto del que se analiza la mues&a no esté sometido a tratamiento
terapéutico con ISO. |

Se intenté también el andlisis mediante la inyeccion directa de orina derivatizada,
. evitando la etapa de extraccion en aliimina, sin embargo este procedimiento se deseché ya
que la sensibilidad disminuyé, el ruido de fondo aument6 notablemente, aperecieron algunos
picos correspondientes a sustancias endégenas y la reproducibilidad fue mala, sobre todo para
NA y DA, debido probablemente a una oxidacién incompleta de estas CAs, o a la

descomposicion de los aminocromos.
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Fisura VIII 1.- Cromatograma de una muestra real de orina mostrando los picos de las CAs
endogenas y del estdndar interno. En la zona 12-13 min se aprecia un pico de ruido de

Schlieren.
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Tabla VIJT.6.- Determinacion de NA.

Muestral Area (Vxs)
El 4.87
E2 4.78
E3 6.62
E4 5.72

E s —
J1 c
J2 c
J3 c
J4 9.62

Txs —
R1 c
R2 2.73
R3 3.18
R4 3.01
R5 4.14

R+ s i

Altura (V)

0.119

0.114

0.144

0.140

0.222

0.199

0.205

0.207

0.083

0.078

0.066

0.066

0.083

Area

(nmol/24h)

227

222

321

273

261 + 46

246

246

194

236

220

326

244 £ 57

Altura

(nmol/24h)

268

255

332

322

294 +38

272

242

249

252

254 £ 13

304

282

228

228

304

269 + 39

Area corr.b

(nmol/24h)

305

269

287 = 25

288

288

302

296

368

322 + 40

Altura corr.b

(nmol/24h)

329

315

322 £10

270

290

280 + 14

286

281

348

305 £ 37

aLos simbolos E, Jy Rseguidos de un numero identifican alicuotas distintas tomadas de tres

donantes. Las diuresis fueron E =

1943 ml/24 h, J = 990 mi 24 hy R = 3370 ml/24 h;

E, J y R son los valores promedios de los resultados anteriores, acompafiados de su

desviacion estandar.

b Con aplicacion del método del estandar interno.

¢ No pudo medirse por solapamiento del pico con una region de gradientes de concentracion

(banda Schlieren del ion sodio)



Tabla VIH.7.- Determinacion de A.

Area Altura
Muestra* Area (Vxs) Altura (V) (nmol/24h) (nmol/24h)
El 0.314 0.013 56.0 36.5
E2 0.275 0.010 54.3 29.6
E3 0.480 0.020 63.4 52.5
E4 0.407 0.019 60.2 50.2
E+s — — 58 + 4 42 £ 11*
Ji 2.89 0.073 87.2 88.3
J2 2.76 0.068 84.2 82.5
J3 2.68 0.072 82.4 87.1
J4 2.60 0.073 80.6 88.3
T+ s — — 84 £ 3 87 + 3
R1 0.55 0.027 115.3 118.7
R2 0.40 0.025 103.8 110.8
R3 0.36 0.020 100.7 91.0
R4 0.63 0.033 121.7 142.3
R5 0.62 0.033 120.9 142.3
R+s — — 112 = 10 121 + 22

a Simbolos y diuresis como en la Tabla VIII.6.

Area corr.b

(mnol/24h)

50.9

52 £ 2%

80.9

87.4

84 £ 5

84.8

102.5

101.8

96 £ 10

285

Altura corr.b

(nmol/24h)

46.2
43.3

45 £ 2

89.8
97.5

94 + 5

76.7
116.9
121.6

105 + 25
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Tabla VIIL.8.- Determinaciéon de DA

Area Altura Area corr.b Altura corr.b

Muestra* Area (Vxs) Altura (V) (nmol/24h) (nmol/24h) (nmol/24h) (nmol/24h)

El 20.87 0.313 1253 1183 — —

E2 20.58 0.314 1237 1187 — —

E3 23.59 0.359 1402 1355 1378 1361

E4 23.65 0.367 1405 1384 1369 1358
E+ s - — 1324 + 92* 1277 £ 1074 1374 + 6* 1360 + 2«

J1 71.11 0.992 2040 1891 - -

J2 58.94 0.907 1700 1729 — _

J3 58.13 0.868 1678 1656 1679 1732

J4 60.74 0.868 1750 1656 1955 1850
1+£s — — 1792 + 168 1733 +111 1817 £ 195 1791 + 83

R1 11.71 0.188 1303 1245 - -

R2 11.82 0.187 1313 1239 —

R3 9.38 0.154 1082 1026 1393 1231

R4 8.97 0.146 1043 974 1375 1134

R5 13.66 0.222 1488 1464 1686 1595
R £ s - — 1246 + 183 1190 + 196 1485 + 175 1320 + 243

a Simbolos y diuresis como en la Tabla VIII.6.
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IX.- ANALISIS DE PREPARADOS FARMACEUTICOS QUE
CONTIENEN CATECOLAMINAS MEDIANTE CLM CON
DETECCION ESPECTROFOTOMETRICA

IX.1.- Introduccién

Las CAs se utilizan como farmacos adrenérgicos, que activan ciertos complejos
moleculares sensibles a las mismas, 1lamados adrenoceptores, generando respuestas celulares
especificas, similares a las que se consiguen por estimulacién de los nervios postganglionares
simpaticos 0 de la médula suprarrenal (1).

La A aumenta la frecuencia cardiaca. A dosis bajas produce vasodilatacién y aumenta
el flujo sanguineo, ademds de reducir la presion diast6lica, por lo que produce taquicardia.
A dosis elevadas produce aumento de la presién arterial. La A se utiliza como tratatamiento
profildctico y sintomatico en estados de shock, como los producidos por el sindrome de
Stokes-Adams, y en paréda.s cardiacas de otro origen, como accidentes anestésicos, de
inmersién o por electrocucién, en casos de shock anafilictico y en reacciones anafildcticas
agudas afines, como urticaria, picor, inflamacién de parpados, labios y lengua, edema de
glotis y broncodilatacién aguda. Por su accién vasoconstrictora local y anticongestiva, se
utiliza para controlar o prevenir hemorragias locales en piel y mucosas. En el iris produce
contracciéon del misculo radial, por lo que se emplea como midriatico, para facilitar la
exploracién de la retina. También se emplea para tratar el glaucoma de angulo ancho y el
asma bronquial, y para inhibir las contracciones uterinas en casos de ttero gravido (1).

La ISO es un adrenérgico potente que produce una estimulacién cardiaca y una
vasodilatacién intensas. Su principal aplicacion clinica es la dilatacion bronquial, utilizable
en casos de broncoespasmo, lo que la hace itil en el tratamiento de casos de asma bronquial.
También inhibe las contracciones uterinas en el titero gravido, y reduce el tono y la motilidad
del tracto gastrointestinal (1).

La DA se utiliza en la correccién de los desequilibrios hemodindmicos que se

presentan como sintomas en los shocks producidos por infarto de miocardio, trauma,
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septicemia endotdxica, cirugia a corazon abierto, fallos renales y descompensacién cardiaca
crénica en fallos cardiacos congestivos (2).

El D se utiliza como tratamiento de la enfermedad de Parkinson. Esta enfermedad se
debe a la pérdida de actividad dopaminérgica, pero como la DA no atraviesa la barrera
hematoencefilica, se recurre a su precursor inmediato, el D. El D difunde en las neuronas
y se convierte en DA por accién del enzima L-aminodcido aromético descarboxilasa (LAAD)
(1). Por su parte, el MD se emplea para combatir la hipertension arterial. Es un modificador
de la transmisién noradrenérgica que inhibe la accion del enzima dopa-descarboxilasa.
Reduce la presion arterial al disminuir la resistencia periférica, la frecuencia cardiaca y el
gasto cardiaco. Se utiliza en casos de hipertension leve o moderada, sola o asociada a
diuréticos y otros hipotensores.

En este capitulo aplicamos la cromatografia liquida micelar a la determinacién de CAs
en diversos preparados farmacéuticos comercializados en el mercado espafiol. En la Tabla
[X.1 se muestran los preparados analizados, su composicién, forma de presentacién, y
fabricante. Entre los preparados farmacéuticos del mercado no encontramos ninguno en el
que estuviesen presentes dos o mas CAs simultdneamente.

En las condiciones seleccionadas para llevar a cabo la determinacién de las CAs fue
posible determinar también algunos de los otros firmacos presentes en las muestras, como
carbidopa (CD), fenilefrina (FEF) e hidroclorotiazida (HCT). El carbidopa es un inhibidor
del enzima dopa-descarboxilasa, la fenilefrina es un vasoconstrictor que se aplica con fines
- descongestivos de las vias nasales, y la hidroclorotiazida es un diurético. La estructura de
estas sustancias, asi como los correspondientes factores de capacidad se muestran en la Tabla
[X.2.
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Tabla IX.1.- Composicién y presentacién de los preparados farmacéuticos.

Preparado farmacéutico Composicion Presentacién Laboratorio
Sinemet Carbidopa, 25 mg; L-dopa, 250 Comprimidos Merck Sharp &
mg y excipiente c.s.p. Dohme
Madopar L-Dopa, 200 mg; clorhidrato d¢e = Comprimidos Roche
benserazida, 50 mg y excipiente
Aldomet Metildopa, 250 mg; excipiente Comprimidos Merck Sharp &
Dohme
Hydromet Metildopa, 250; Comprimidos Merck Sharp &
: hidroclorotiazida, 15 mg; Dohme
excipiente
Picten Metildopa, 0.07 g; triamtereno,  Comprimidos Laboratorios
0.025 g; hidroclorotiazida, 0.04 recubiertos Miquel S.A.
g; reserpina 0.0002 g; lactosa,
sulfito y otros excipientes c.s.
Adrenalina Llorente Clorhidrato de adrenalina, 1 Jeringa Instituto Llorente
mg; excipiente " precargada, 1 ml S.A.
Dopamina Fides Clorhidrato de dopamina, 200 Ampollas, 10 ml Laboratorios
mg; bisulfito sédico, 50 mg; Fides S.A.
agua para inyecciones c.s.p.
Aleudrina -—Sulfato de isoprenalina, 0.2 mg; Ampollas, 1 ml Boehringer-
excipiente Ingeibeim
Frenal compositum Sulfato de isoprenalina, 0.1 mg; Cépsulas Sigma-tau Espafia
cromoglicato disédico, 20 mg; S.A.
lactosa y excipiente c.s.
Aldo-Asma aerosol Clorhidrato de isoprenalina, 2.5 Frasco inhalador, Aldo-Uni6n S.A.
mg; 4cido ascérbico, 1mg; 10 ml

clorhidrato de fenilefrina, 1 mg;
etanol, 394.8 mg; excipiente
¢.s.p. (propelente), 1 ml -
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Tabla 1X.2.- Estructura y factor de capacidad de otros farmacos determinados juntamente con

una CA.
Farmaco k’
Carbidopa 10 — 3.49
M
Fenilefrina x I l 6.05
Hidroclorotiazida N0 0.48

IX.2.- Parte experimental

a) Aparatos

Se utilizé el mismo equipo cromatografico Hewlett-Packard HP 1050, provisto de
automuestreador, descrito en V.2.a. Se utilizé6 una columna Spherisorb ODS-2 y un caudal

de 1 ml/min. El volumen de inyeccion fue 20 /d, y la longitud de onda de la deteccion 280

nm.

b) Reactivos

- n-Propanol y monohidrégreno fosfato sédico de Panreac, para analisis.

- SDS de Merck de pureza 99%.

- Disoluciones de D, MD, A, DA e ISO, preparadas como se indica en III.2.c.
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- Disoluciones 2x10 M, preparadas en dcido acético 0.1 M de los siguientes firmacos:

* Carbidopa, de Merck, Sharp & Dohme.

* Fenilefrina, de Aldo-Union.

* Hidroclorotiazida, de Galloso Wellcome.

- Fase mévil de composicién: SDS 0.1 M, Na,HPO, 0.01 M y 5% de propanol. El pH

se ajusté a 3.0 previamente a la adicién de propanol.

Todas las disoluciones y fases méviles se prepararon con agua ultrapura. Las fases

moviles y las muestras a inyectar se filtraron como se indica en V.2.b.

¢) Procedimientos

Para analizar los preparados farmacéuticos que se presentaban en forma de
comprimido, se pesaron 5 comprimidos y despliés de molidos en mortero y homogeneizados,
se tomé una cantidad adecuada que se disolvié en 50 ml de fase mévil con la ayuda de un
baiio de ultrasonidos. Las disoluciones se filtraron a través de una placa de vidrio sinterizado,
y se diluyeron con agua. Cuando se tratdé de ampollas o jeringas precargadas, su contenido
se diluyd directamente en agua.

Para el anilisis del preparado Frenal Compositum, se tomaron 10 cdpsulas y se
disolvieron en 100 ml de fase mévil, directamente y sin abrir, con ayuda de un bafio de
ultrasonidos. Para analizar el aerosol de Aldo-Asma, se introdujo &l frasco inhalador en
posicién invertida en un vaso de precipitados de 250 ml parcialmente lleno de agua, y se
presiond repetidamente hasta que el frasco perdié presion. Posteriormente se perforo el frasco
y se introdujo en el vaso de precipitados para vaciar en él todo su contenido, finalmente se
llevé a volumen con agua en un matraz volumétrico.

Las determinaciones se realizaron por triplicado, tomando las medidas en édreas o en

alturas.
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IX.3.- Resultados

- Caracteristicas analiticas

Las caracteristicas analiticas correspondientes a las CAs se muestran en el apartado
VI.6. Para obtener las caracteristicas analiticas de carbidopa, fenilefrina e hidroclorotiazida,
se sigui6 el mismo procedimiento y se emplearon las mismas condiciones cromatograficas
que para las CAs. Las curvas de calibrado obtenidas (Figura IX.1 y Tabla IX.3), fueron
lineales en todo el margen de concentraciones estudiado: 4x10°-4x10-* M para carbidopa y
fenilefrina, y 1x10°-2x10® M para hidroclorotiazida. La sensibilidad para carbidopa fue
similar a la obtenida para las CAs, mientras que para fenilefrina fue algo menor y para
hidroclorotiazida unas 3 veces mayor. Los coeficientes de variacion para concentraciones
4x10° M de carbidopa y fenilefrina y 9x10° M de hidroclorotiazida, fueron inferiores al
0.5% (Tabla IX.4).

Tabla IX.3.- Curvas de calibrado.

Areas Alturas
Firmaco 0O.Origen Pendiente r 0.0rigen Pendiente r
Carbidopa - -l.14 1.21x10% 0.9998 -0.028 7.91x10* 0.99993
Fenilefrina -0.21 5.93x10° 0.99990 -0.008 2.88x10* 0.9997

Hidroclorotiazida 0.44 3.58x10° 0.99994 -0.027 6.18x10° 0.99993
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Fisura IX. 1.- Curvas de calibrado de carbidopa, fenilefrina e hidroclorotiazida.
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Tabla IX.4.- Reproducibilidad.

Areas y alturas (cursiva)

Inyeccion Carbidopa Fenilefrina Hidroclorotiazida
| 26.495 11.887 33.877
1.744 0.583 5.807
5 26.508 11.865 33.957
1.744 0.584 5.814
3 26.561 11.819 33.839
1.740 0.583 5.820°
. 26.680 11.818 33.871
1.747 0.586 5.826
s 26.617 11.943 33.945
1.740 0.586 5.837
6 26.724 11.868 33.702
1.731 0.587 5.836
; 26.811 11.924 33.713
1.730 0.589 5.854
8 26.624 11.861 33.762
1.739 0.585 5.846
o 26.713 11.874 33.665
1.727 0.583 5.870
10 26.770 11.865 33.923
1.730 0.584 .. 5.856
_ 26.65 11.87 33.84
X 1.737 0.585 5.84
0.11 0.04 0.11
s 0.007 0.002 0.02
0.4 0.3 0.3
CV (%)

0.4 0.3 0.4
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- Andlisis de preparados farmacéuticos

En las Figuras [X.2 a IX.5 se muestran los cromatogramas obtenidos para cada
preparado farmacéutico. En ningin caso el excipiente u otros firmacos presentes interfirieron
en la determinacién. En el andlisis de las cdpsulas de Frenal Compositum, en el que se
disolvieron las cipsulas integras, se obtuvo un cromatograma mas complejo que los del resto
de los preparados (Figura [X.5b), sin embargo ninguno de los componentes interfirié en la
determinacién de ISO.

En la Tabla IX.5 se muestra la media y la desviacién estindar del contenido hallado
para cada firmaco, junto con el valor declarado por el fabricante. Las recuperaciones se
encontraron dentro de los intervalos 99-109% en é4reas y 95-106% en alturas, excepto para
Aldo-Asma aerosol en el que se encontraron recuperaciones mas altas de clorhidrato de ISO,
y ligeramente mas bajas de clorhidrato de fenilefrina. El que los resultados del andlisis de
Aldo-Asma aerosol se desvien mis del valor declarado por el fabricante puede justificarse
en base a que, segin nos comunicé el propio fabricante, en este tipo de presentacién, mas
que el contenido global del firmaco, que es lo que nosotros determinamos, interesa el
nimero minimo de inhalaciones efectivas. _

Como se deduce de los resultados, el método propuesto para la determinacién de CAs
en preparados farmacéuticos es rdpido, reproducible, mis econdmico que otros métodos
cromatogréficos, y permite la determinacion simultdnea de otros firmacos presentes en los

preparados de CAs.
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CD

Tiempo (min)

Tiempo (min)

Fisura IX.2.- Cromatogramas de preparados farmacéuticos que contienen L-dopa. (a)

Sinemet, (b) Madopar. D, L-dopa; CD, carbidopa.
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Tiempo (min)

HCT

Tiempo (min)

HCT

Tiempo (min)

Figura IX.3.- Cromatogramas de preparados farmacéuticos que contienen metildopa. (a)

Aldomet, (b) Hydromet, (c) Picten. MD, 2-metildopa; HCT, hidroclorotiazida.
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L
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Figura IX.4.- Cromatogramas de preparados farmacéuticos conteniendo A y DA. (a)

Adrenalina Llorente, (b) Dopamina Fides. Picos: A, adrenalina; DA, dopamina.
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ISO

Tiempo (min)

ISO

. . 30
Tiempo (min)

ISO

FEF

Tiempo (min)

Figura IX.5.- Cromatogramas de farmacos conteniendo ISO. (a) Aleudrina, (b) Frenal

compositum, (c) Aldo-asma aerosol. FEF, fenilefrina.
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Tabla IX.5.- Recuperaciones de los farmacos.*

Preparado

Sinemet

Madopar

Aldomet

Hydromet

Picten

Adrenalina LLorente

Dopamina Fides

Aleudrina

Frenal compositum

Aldo-Asma

a Medias y desviaciones estandar a partir de triplicados.

Farmaco

L-Dopa

Carbidopa

L-Dopa

Metildopa

Metildopa

Hidroclorotiazida

Metildopa

Hidroclorotiazida

Clorhidrato de
adrenalina

Clorhidrato de
dopamina

Sulfato de
isoprenalina

Sulfato de
isoprenalina

Clorhidrato de
isoprenalina

Clorhidrato de
fenilefrina

Hallado
(areas) (mg)

255.46 £ 0.05

27.2 £ 0.1

204.9 +£0.6

2553 £ 0.4

253. 6 =+ 0.4

14.9 = 0.1

69.7 £ 0.5

41.34 = 0.07

0.988 + 0.002

199.19 + 0.03

0.2020 + 0.0005

0.1004 = 0.0007

3.171 + 0.003

0.878 + 0.002

Hallado
(alturas) (mg)

251.2 £ 0.3

24.9 £+ 0.1

190 + 3

251.1 = 0.8

257 £ 1

15.0 = 0.1

72.29 + 0.08

42.56 £ 0.04

0.9616 + 0.0003

201.2 + 0.4

0.1992 + 0.0002

0.1019 = 0.0008

3.303 + 0.002

0.911 + 0.004

Declarado
(mg)

250

25

200

250

250

15

70

40

200

0.2

0.1

2.5
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X.- CONCLUSIONES

Estudios previos:

Las CAs pueden ser oxidadas a los correspondientes aminocromos de color rojo. Los
aminocromos pueden ser detectados mediante técnicas absorciométricas (A = 488 nm

para D, NA y A y 475 nm para DA), como la espectrofotometria o la ELT.

* Con NH,VO, la oxidaciébn de las CAs es incompleta, mientras que el
hexacianoferrato(III) de potasio da lugar a oxidacién cuantth{va con una relacion
molar oxidante:CA de 5. Con concentraciones de hexacianoferrato(III) 2.5x10* M
(deteccion espectrofotométrica) o 2x10* M (deteccién ELT) los calibrados son
lineales para un amplio intervalo de concentraciones, y las sefiales analiticas de los

blancos de reactivos no se modifican.

*  Tanto la velocidad de oxidacién de las CAs, como la estabilidad de los aminocromos
formados dependen fuertemente del pH del medio. En general un incremento de pH
entre 4.8 y 7 supone un aumento de las velocidades de oxidacién y de

descomposicién. A pH 7 la oxidacién de D, NA, A y DA es pricticamente

instantanea.

*  La estabilidad de los aminocromos es mayor a concentraciones bajas que altas. A las
concentraciones utilizadas en ELT los aminocromos son mucho més estables que a

las concentraciones usuales en espectrofotometria.

*  La presencia de etanol en el medio exalta la sefial neta de ELT de los aminocromos,
pero también disminuye la velocidad de oxidacion de las CAs y aumenta la velocidad

de descomposicién de los aminocromos.

*  Los limites de deteccién en ELT son del orden de 1 a 4 ng/ml. En comparacion con
la espectrofotometria, estos limites de deteccién son 15 veces inferiores en medio

" acuoso, y 50 veces en medio agua-etanol (50/50). Los coeficientes de variacion son
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del 1.2% en espectrofotometria y del 2.6% en ELT, para concentraciones de 8x10°

M y de 1x10° M, respectivamente,
Efectos asociados:

*  Las disoluciones de hexacianoferrato(III) en medio agua/etanol son fotolizadas por la
radiacion procedente del liser de bombeo, dando lugar a pequeiias particulas de
hidréxido de hierro(III). Estas particulas, bajo los efectos combinados de la presion
de la radiacién y de la conveccion térmica son depositadas sobre la pared posterior
de la celda. Las particulas de hidréxido de hierro absorben la radiacién de 514.5 nm
del laser de Ar* dando lugar a un incremento continuo de la sefial de lente térmica.
Este efecto no impide el uso del hexacianoferrato(III) como reactivo oxidante para la
determinacién de muchos compuestos mediante ELT, ya que puede ser retardado o
inhibido reduciendo la concentracién de etanol, utilizando acetona en lugar de alcohol,
o bien afiadiendo citrato u otro ligando complejante del Fe(III). No es posible aplicar

el efecto a la determinacion de hexacianoferrato(III) por falta de reproducibilidad.
Separacion de aminocromos mediante CLM:

* La CLM con fases mdviles de dodecil sulfato sédico, y silice alquilada como fase
estacionaria, permite la separaciéon de los aminocromos. Surfactantes no i6nicos o

catiénicos no son adecuados.

*  Todos los aminocromos son compuestos polares que tieneﬁ caracter doble iénico
(zwitteriénico) y se comportan como compuestos débilmente asociados a las micelas
y con baja afinidad por la fase estacionaria. Por ello, el reparto de los aminocromos
se produce principalmente entre la seudofase acuosa de la fase mévil y la fase

estacionaria.

*  Los aminocromos mds hidrofébicos presentan valores mayores de las constantes de
asociacién soluto-micela y de los coeficientes de reparto seudofase acuosa-fase

estacionaria (K, y ®Psw). Al disminuir el pH de la fase mévil de 3 a 2 aumenta la
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afinidad de los aminocromos por las micelas y por la fase eStacionaria, debido

probablente a los equilibrios de protonacién de los aminocromos.

No es aconsejable el uso de fases méviles micelares puras de SDS, ya que aunque se
obtienen picos bien separados, los tiempos de retencién de los aminocromos mas
hidrofébicos son elevados y las eficacias son bajas. Cuando se utilizan fases méviles
micelares hibridas, que contienen un alcohol como modificador, los factores de
capacidad disminuyen y mejoran las eficacias. Estas variaciones son tanto mas
notables cuanto mayor es la hidrofobicidad del alcohol y/o del aminocromo, y cuanto
mayor es la concentracién de alcohol. La fuerza eluyente de Snyder aumenta con la
hidrofobicidad del alcohol, y para un alcohol determinado con la hidrofobicidad del

aminocromo.

Con fases mdviles hibridas, al aumentar la concentracién de SDS, los factores de
capacidad descienden ligeramente y las eficacias empeoran. Las variaciones de pH
entre 7 y 3.5 no afectan a la retencidn, pero a pH 2.3 se produce un aumento brusco
de la retencion para todos los aminocromos. Se propone amortiguar el pH de la fase
mévil a 4.9. Como sistema amortiguador se propone el uso de citrato, ya que la
presencia de fosfato produce reacciones de precipitacion, y ademds en medio citrato

los aminocromos son mas estables.

En la separacién cromatogréfica de los aminocromos juegan un papel importante las

interacciones con los grupos silanol residuales de la fase estacionaria. Con una
| columna ODS-1 se consigue una buena resolucién de los picos de NACR, ACR,
DACR e ISOCR, mientras que con una columna ODS-2, que presenta un
recubrimiento mayor de los grupos silanol residuales, con fases mdviles de igual

composicién no es posible.

El caudal afecta al ruido, a la sensibilidad y a las eficacias. Asi, un aumento del
caudal supone un ligero incremento del ruido y una pérdida de sensibilidad,
especialmente si se miden alturas de picos, debido a la fuerte disminucién que

experimenta la eficacia al aumentar el caudal.
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Para la determinacién de CAs mediante CLM de aminocromos, se propone la
oxidacién con hexacianoferrato(IlI), seguida de separacién con una columna ODS-1,
utilizando como fase mévil una disolucién de SDS 0.05 M en medio citrato 0.03 M
de pH 4.9 con un 7% de propanol, y un caudal de 0.5 ml/min durante los primeros
3.5 min, y de 0.1 ml/min hasta el final del cromatograma. En estas condiciones se

obtienen picos bien resueltos y eficacias y tiempos de retencién adecuados.

Cuando se utiliza deteccién ELT, los cromatogramas muestran perturbaciones en la
linea base, que no solapan con los picos de los aminocromos (NACR, ACR, DACR
e ISOCR). Estas perturbaciones, que son de naturaleza refractométrica, estén
producidas por gradientes de concentracién de especies no retenidas y retenidas (ion

sodio) y se manifiestan como ruido de Schlieren.

Los calibrados son lineales, tanto en dreas como en alturas, con los dos detectores
utilizados (espectrofotométrico y ELT). Los coeficientes de variacién son en general
inferiores al 3%. Los limites de deteccion son unas seis veces menores utilizando
ELT. En consecuencia, la deteccion por ELT posibilita 1a aplicacién del método a la

determinacién de CAs en fluidos biolégicos.

Separacion de CAs mediante CLM:

Al contrario de lo que sucede con los aminocromos, en cromatografia liquida con
fases méviles micelares de SDS, las CAs presentan una gran afinidad por las micelas
y por la fase estacionaria, como lo demuestran los elevadc;s valores de K y de
&Py, y el elevado poder eluyente del tensioactivo. Tanto las constantes de asociacion
soluto-micela como el coeficiente de reparto seudofase acuosa-fase estacionaria
aumentan con la hidrofobicidad de la CA. Esta gran afinidad por las micelas y por
la fase estacionaria, no puede justificarse inicamente por interacciones hidrofébicas,
sino por la fuerte atraccién de caricter electrostitico entre el grupo amino protonado
y la superficie cargada negativamente de la micela o de la fase estacionaria. Tanto
K, como $Pg,, aumentan con la hidrofobicidad de la CA. La introduccién de un

10% de propanol hace disminuir el valor de ambos coeficientes de reparto.
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El pH de la fase mévil es la variable que méis afecta al comportamiento
cromatogréfico de D y MD, ya que estas CAs poseen ademds del grupo amino un
grupo carboxilo, y por consiguiente, dependiendo del pH se encontrarin bien en
forma catiénica o doble idnica (zwitterionica). A valores de pH superiores a 6, el D
y el MD eluyen junto al volumen muerto. Las variaciones del pH no modifican de
modo relevante la retencion de las otras CAs, pero producen importantes cambios en
las eficacias de todas las CAs. Para valores de pH superiores a 4, en general, el
nimero de platos tedricos desciende notablemente. Se propone un pH = 3 como valor
6ptimo, ya que a este pH las eficacias son altas, el D y el MD se encuentran
protonados y presentan una retencién adecuada, y ademds es posible utilizar un
modificador orgdnico para aumentar la fuerza eluyente de la fase mévil sin perder

eficacia.

Con fases micelares no tamponadas, la presencia de alcohol, si bien disminuye la
retencion de las CAs como es habitual, produce por el contrario pérdida de eficacia.
Sin embargo, en fases méviles de SDS tamponadas a pH 3, las eficacias aumentan

ligeramente con la presencia de alcohol.

La fuerza eluyente del tensioactivo se ve ligeramente atenuada por la presencia de
modificador, y también la fuerza eluyente del propanol se ve ligeramente atenuada al
aumentar la concentracién de tensioactivo. La fuerza eluyente del propanol es mayor
para D y MD, probablemente debido a que la presencia de alcohol produce
desprotonacién del carboxilo. Para el resto de las CAs, la fuerza eluyente aumenta
con la hidrofobicidad de la CA. )

Tanto para los CAs como para los aminocromos se ha compfobado que la relacién
log k' frente a la fraccién de modificador orgdnico no es lineal, y el punto
correspondiente a la fase puramente micelar se desvia claramente de la linealidad. Los
valores de log k’ obtenidos del ajuste lineal resultan menores que los experimentales.

En el caso de los aminocromos, el ajuste cuadrético ofrece buenos resultados.
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*

La retencién de las CAs, que no poseen grupo carboxilo, en funcién de la

concentracion de propanol y de tensioactivo, se describe bien mediante la ecuacién:

— = AP + By + Cug + D

En el caso de D y MD, el uso de esta ecuacion puede originar errores importantes,

~debido posiblemente a que el valor del pH de la fase mévil esta préximo al logaritmo

de las correspondientes constantes de protonacidn, y la ecuacién propuesta no tiene
en cuenta las variaciones debidas a los equilibrios dcido-base.

A partir de la ecuacién prouesta, y tomando como criterio de optimizacién el
producto normalizado de las resoluciones, se obtuvo la composicion de la fase mévil
Optima para la separaciéon rdpida de las CAs enddgenas. El cromatograma
experimental coincide con el predicho, tan sélo el pico del D se desvia ligeramente.
Por consiguiente, si se utilizase un detector suficientemente sensible, la CLM
permitiria la determinacion de CAs en fluidos biol6gicos sin derivatizacién previa.

Dicho detector podria basarse en la ELT con bombeo UV.

Se han determinado cromatogrificamente las constantes de protonacién en medio
micelar para D y MD. Las diferencias respecto a medio acuoso estan de acuerdo con

los valores de las constantes de asociaciOn soluto-micela.

Determinacién de la suma CAs no conjugadas en orina: |

Se ha desarrollado un método de adicién estidndar para determinar el contenido global
de CAs no conjugadas en orina (oxidacion, a pH 6.5 en medio citrato, y evaluacién
de la suma de aminocromos mediante ELT). Con la utilizacién de DA como patrén,
los errores sistemdticos asociados son bajos (del -4.6 % para muestras con contenidos
normales, al +4.8 % para muestras con contenidos anormalmente altos) y no afectan
al valor diagnéstico del método. Ello es debido a que en las muestras de orina la DA
es la CA predominante y, a que todos los aminocromos poseen sensibilidades

similares en ELT, presentando el DACR un valor intermedio. El método ha sido
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aplicado a muestras de orina procedentes de sujetos no patoldgicos, y a muestras con

un contenido de CAs muy superior al normal, con buenos resultados.

*  La presencia de urocromos hace inviable la determinacion directa de CAs en orina
mediante ELT. Para la eliminacién de los urocromos, el uso de columnas de
intercambio catiénico SCX en HCI1 0.1 M no es efectivo. Por el contrario, usando
columnas de silice alquilada y muestras centrifugadas, filtradas a su pH natural y
amortiguadas a pH 6.5 con tampén citrato, la eliminacién es efectiva. Sin embargo,
los resultados que se obtienen con muestras de sujetos no patolégicos son unas 10
veces superiores a los valores normales, y en consecuencia, este método no es
adecuado. Los urocromos no son la dnica interferencia, sino que posiblemente otras
especies, de las muchas presentes en la muestra, son oxidadas por el
hexacianoferrato(IlII) dando lugar a compuestos que absorben a 514 nm. Las
interferencias se eliminan muy eficazmente mediante separacion de las CAs libres de
la matriz de orina por adsorcién sobre alimina a pH 8.5 (tampén Tris), y elucién con

4cido.

*  De los resultados obtenidos se puede concluir que el método es rapido, ya que la
preparacién de la muestra se realiza en unos 15 min, con un equipo de extraccién en
fase sé6lida adecuado se pueden tratar varias muestras al mismo tiempo, y las medidas
de ELT se realizan en segundos. Los limites de deteccién son inferiores a los

requeridos y la rebfoducibilidad es satisfactoria.

Determinacién de CAs en orina mediante CLM:

* El procedimiento de determinacién individual de CAs no conjugadas en orina
mediante extraccién en fase sélida con alimina, derivatizaciébn a aminocromos,
separacién de los mismos mediante CLM y deteccién por ELT ha sido aplicado a

muestras reales con buenos resultados.
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El uso de la ISO como estandar interno produce una ligera mejora en la precision de
los resultados. Ademas, la utilizaciéon del estdndar interno asegura que no han
ocurrido errores experimentales graves en el proceso de extraccidon o en la reaccidn

de derivatizacidn.

Teniendo en cuenta el factor de preconcentracion de 4, y los limites de deteccion
(3.6-4.7 ng/ml), la deteccion mediante ELT es adecuada para analisis de orina. Por
el contrario la deteccion espectrofotométrica no es adecuada. Respecto al sistema de
deteccion electroquimico, que es el mas usado en la determinacién cromatografica de
CAs, el método que se propone es menos sensible pero mas selectivo. Con deteccion

electroquimica, se hace necesario un pretratamiento mas complejo de la muestra.

Determinacion de CAs en preparados farmacéuticos mediante CLM:

n'ePSIT4A T

Con una columna ODS-2 y una fase movil constituida por SDS 0.1 M, Na”PCf* 0.1
M y 5% de propanol, ajustada a pH 3.0, se obtiene una elucion rapida de todas las
CAs, los factores de capacidad se encuentran entre 2.2 y 5.5, y las eficacias son
adecuadas. Utilizando deteccion espectrofotométrica a 280 nm, los calibrados en areas
y en alturas son lineales en el intervalo de concentraciones estudiado (8x10'6-8x10'S
M). Las sensibilidades calculadas a partir de las areas, son similares para todas las
CAs. Los coeficientes de variacion fueron inferiores al 0.5%. Los limites de
deteccion obtenidos estan entre 5.2 y 15.8 ng/ml. En estas condiciones es posible el
analisis rapido, reproducible y econémico de CAs en preparados farmacéuticos. El
método'lpfefnils” determinacion de otros farmacos presentes en los
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preparados farmacéuticos de CAs.
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