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OBJETO Y CONTENIDO DEL TRABAJO

Entre los temas de investigacion abordados con especial
interes en el Departamento de Quimica Analitica de la Universidad
de Murcia se encuentra la introduccion de nuevos métodos analiticos
aplicables a la determinacién de muestras de interés biologico vy

ambiental.

Al abordar las investigaciones dirigidas a la realizacian de
esta Tesis Doctoral, encuadradas dentro de este objetivo, el método
escogido para la separacion de los analitos en muestras complejas
ha sido la cromatografia liquida de alta resclucién (HPLC}) v hemos
seleccionado como técnicas de deteccidn la fluorescencia y la
guimicluminiscencia acopladas a procasos fotoquimicos. Los hechos
gque han motivado esta eleccidn han sido, por un lado, la alta
selectividad que “per se” presentan las reacciones fotoguimicas y
por otro, la sensibilidad gue aportaria su acoplamiento con la

deteccién fluorimétrica o guimicluminiscente.

La hibridacién de procesos fotoguimicos y luminiscentes
presenta un especial atractivo si se realiza en un sistema de flujo
con el reactor fotoquimico incerporado al mismo. Asi, iluminando en
linea se automatiza el proceso analitico y como consecusncia se

consigue mayor reproducibilidad.
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Los sistemas fotoguimicos de los que partiremos como base
de nuestros estudios son: a) la fotorreduccién de diversas
naftoquinonas en medios organizados; b} las fotocoxidaciones de
compuestos del fosforo, concretamente los acidos bisfosfonicos;
¢} el comportamiento fotoquimico de la tiamina y sus derivados; v
d} la fotooxidacion del rutenia{lljtris{2,2 -bipiridilo} para su utilizacion
como reactiva guimicluminiscente con diversos analitos, muchas

veces acoplada con la fotolisis de los mismos.
Entre las sustancias objeto de estudio se encuentran:

1.- Moléculas con actividad vitaminica tales como las
vitaminas del grupo K [filoquinona (Ki), menaquinona (Kz) ¥
menadiona (Ka)] ¥ del grupo B, [tiamina, monofosfato de tiamina
y pirofosfato de tiamina (cocarboxilasa)], sustancias éstas ds la
mayor importancia bicquimica, cuyo papel es critico en los seres

Wivos,

2.- Sustancias con actividad farmacoldgica como son los
acidos bisfosfénicos (acidos alendronico, etidrénico, ibandrénico
y risedrénico) y la amiodarona y su principal metabolito
desetilamiodarona; los primeros utilizados fundamentalmente en
tratamientos de osteoporosis y la amiodarona y su metabolito como
tarmacos eficaces para el tratamiento de la angina ds pecho y otros

trastornos de tipo cardiaco.

3.- Acidos aminopolicarboxilicos [acidos nitrilotrdacético
(NTA), dietilentriaminopentaacético (DTPA), S,S-etilendiamino-
N,N’-disuccinico (EDDS) y etilendiaminotetraacético (EDTA)].

especies de amplia aplicacian practica por lo gue frecuentemente
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son eliminadas al medio ambiente y pueden afectar a la distribucion

y transporte de los metales en ecosistemas acuaticos.

4 .- Pesticidas del grupo de los N-metilcarbamatos, unos de los
mas ampliamente utilizados en agricultura, entre ellas carbaril,
propoxur, isoprocarb, promecarb y bendiocarb, cuyo control en &l
medio ambiente y en alimentos es primordial dado su caracter

texico.

Los nuevos métodos cromatograficos con  reacciones
fotoquimicas post-columna han sido optimizados y su validez se ha
comprobado mediante la aplicacién de los mismos en la
determinacién de las diferentes sustancias en muestras reales, asi

como con ensayos de recuperacian.

Consideramos cumplidos los objetivas propusstos al iniciar
esta Tesis y esperamos que las aportaciones presentadas agui
contribuyan a gue la Fotoanalitica adquiera un papel mas relevante
en el contexto de la Quimica Analitica, dadas sus caracteristicas
singulares de selectividad y sensibilidad, esta ultima potenciada por

Ins sistemas de deteccidn luminiscentas.
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INTRODUCCION

Al exponer los objetivos de esta Memoria ya se ha indicado que
en la misma se han propuesto esguemas de flujo que incorporan
reactores fotoquimicos, con fuentes de iluminacién en linea,
adecuados para conseguir reacciones post-columna gue impliguen a
los analitos seleccionados v conduzean a la formacion de productos
taciles de detectar por métodos luminiscentes. En ocasiones hemos
conseguida inducir la fluorescencia fotoquimicamente {PIF), mientras
gue en otros casos la radiacion luminosa ha gensrado una especie

capaz de acoplarse a un sistema quimioluminiscente.

En todos los nuevos métodos aportadas la base del esquema
analitico ha sido acoplar a la separacién de los analitos por HPLC una
reaccion fotoquimica que, directa o indirectamente, provogue una alta

fluocrescencia o quimicluminiscencia.

La luz tiene unas propiedades que hacen que sea un reactivo
ideal universal, ya que un compuesto dependiendo de su estructura
puede experimentar bajo su  accibn  una variedad de
transformaciones tales como oxidacién, reduccion, hidrolisis, atc.
Esto hace ques la luz pueda ser empleada para obtener derivados dg
ciertos analitos con caracteristicas de deteccidn mejores, en muchas

ocasiones, gue con otros reactivos.
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Las reacciones fotoquimicas ofrecen un medio poderocso de
obtencién de derivados, mejorando las propiedades cromdforas,
flucroforas o electroquimicas; ademas, en algunos ejemplos se
producen desplazamientos en maximos de absorcién, emisién o
potenciales redox.

La investigacion en las altimas décadas ha aportado un gran
numero de datos gue prusban que las reacciones fotoguimicas
significan la apertura de nuevas posibilidades a la Quimica Analitica
(1-3)*. Esto no es sorprendente si se tiene en cuenta gue los
procesos fotoquimicos poseen caracteristicas favorables que no se
presentan en las reacciones guimicas ordinarias. Asi, por ejemplo, la
selectividad en la activacion y el control en la velocidad del proceso
se consiguen con gran facilidad seleccionando la longitud de onda
de la radiacién y el flujo de la misma. Otra propiedad importante en
este tipo de reacciones es gue, en general, son bastante sensibles,
permitiendc asi  su aplicacién a la determinacién de
microcomponentes. En conclusion, la descompaosician fotoquimica
permite desarrollar métodos analiticos directos, econdmicos v
selectivos. Los resultados conseguidos aplicande  diferentes
metodologias han sido recogidos en varias revisiones cientificas
{1-3).

Por otra parte, en los dltimos afios se ha experimentado un
notable desarrollo en el emples de reacciones fotoguimicas
acopladas a procedimientos de flujo continuo, cromatografia vy

analisis por inyeccian en flujo {Fl}).

* La bibliografia de |a Introduccidn se encuentra en la pagina 30.
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Las reacciones fotoguimicas han sido utilizadas como un
medio para hacer posible la determinacian de analitos fotoactivos en
matrices complejas. En alguncs casos la irradiacion es suficiente
para producir un compuesto detectable, pero en muchas ocasiones
se hace necesaria la adicién de reactivos con el fin de inducir la
generacion del fotoproducto o para estabilizarlo. Muchos de los
métados desarrollados en sistemas estaticos {(métodos de bano) se
pueden adaptar a procedimientos dinamicos, principalmente
cromatografia liguida de alta resolucion {HPLC} {4} vy analisis por
inyeccion en flujo (5} Un ejemplo ilustrative lo constituye la
determinacion de los tranquilizantes del grupo de las fenctiacinas,
aprovechando que la fotooxidacion de los mismos provoca una
mejora de sus caracteristicas fluorescentes. Estas fotorreaccionss
han sido aplicadas al analisis de dichos farmacos en distintos tipos
de muestras dtilizando  procedimientos  manuales (B} ¥

posteriormente en HPLC {7-9} ¥ en distintos esquemas FI {10-13}.

Las ventajas mas destacables que las reacciones
fotoquimicas aportan en los sistemas dinamicos (4}, y que

contribuyen a su popularizacién, son:

- El reactivo {la luz} se introduce sin necesidad de disolvente,
ni dispositivos mezcladores, con lo que se avita la dispersion.

Ademas se simplifica la configuracién del sistema.

- Las fotorreacciones son rapidas, en general. Esto permite
utilizar reactores de corta longitud, lo gue repercute en la obtencién
de picos mas reproducibles. A esto contribuye notablemente el

estricto contral de los parametros experimentales en FL

- El “ruidc” de fondo suele ser despreciable.
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- Se evita la presencia de residuos interferentes procedentes

de los reactivos.

- Los fotoprocesos son selectivos para los analitos si se

seleccionan radiaciones de longitud de onda adecuada.

- Como un resultado de la alta sficiencia cuantica se mejora la
sensibilidad derivada de las relativamente rapidas reacciones

implicadas.

- Se facilita la automatizacion de los procesos y el

acoplamiento de varios detectores.
Los requisitos exigidos son:

- La longitud de onda de activacién no debe ser abscrbida por
los fotoproductos y tales productas deben permanscer estables el
tiempo necesario para la deteccién {generalmente un minuto sera

suficiente).

- La fuente de luz y el disefio del reactor deben asegurar una
alta eficiencia de fotoconversian.

- La lampara debe permanecer suficientemente estable, asi
como el caudal en los diferentes canales, para asagurar que la luz

actda de forma uniferme y reproducible.

- Los productos de la reaccidon fotoquimica deben poseer
caracteristicas convenientes para su deteccian y el dstector se
disefiara de forma adecuada para conseguir vollmenas muertos

muy bajos y de ahi menor dispersian.
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Las fuentes de radiacién en linea, o lo gue es lo mismo los
fotorreactores, se han incorporado a diversos esquemas de flujo con
diferentes cenfiguraciones de acuerdo con las caracteristicas

particulares de los analitos.

El Teflén {PTFE, politetraflucraetilenc} ha superado al cuarzo
en la construccion de reactores fotoquimicos en sistemas dinamicos
dehido a que presenta una alta eficiencia desde los 200 nm. Esta
alta eficiencia en la region ultravicleta se adscribe a un macanismo
de multiples reflexiones internas, actuando como un tdnel de luz,
{“light tunnelling™}, por el que la poca Uz que penatra a través de los
microporas del polimero queda retenida dentro del material, donde

sufre muchas reflexiones.

El Teflon posee otfras varias caracteristicas favorables,
ademas de su inusual alta eficiencia, tales como bajo costo y una
tacil incorporacion a los sistemas de flujo continuo, se encuentra
disponible con distintos diametros y es facil de adaptar a diferentes
geometrias. Por otra parte, el material es muy permeable al oxigeno
lo que habra que tener en cusnta a la hora de reacciones

fotoquimicas en las gue el oxigeno perturba.

La configuracion de los reactores fotoguimicos variard de
acuerdo con el tipo de fuente luminosa utilizada asi como con la
clase de detector seleccionado {espectrofotémetro, flucrimetro o un

sistema de medida de guimicluminiscencia}.

El numero de publicacicnes en el campo de la foetoguimica en
sistemas dinamicos aun no es elevado, pero va experimentando un
avance gradual y significativo conforme se confirman los excelentes

resultados a que conduce y ha suministrado un medio sensible y
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selectivo para la determinacién de varios analitos. Asi, las
leucofaormas de los colorantes azul de tionina y tionina, gensradas a
través de las reacciones fotoquimicas de estes colorantes con el
acido efilendiaminotetraacético, han sido aplicadas como reductores
y reactivos cromogeénicos para la determinacién de diversos
oxidantes utilizando sistemas en flujo {14, 15). La determinacion del
oxalato por descomposicion fotoguimica del ferrioxalato en un
reactor y en la célula de flujo de un sistema dinamico ha sido
publicada {16, 17}, También las fenotiacinas, como ya hemos
indicado, se han determinado siguiendo esta metodologia de forma

individual y simultanea {10-13, 16-18).

Ctras sustancias de interés cuya determinacian en flujp ha
sido propuesta sobre la base de un proceso fotoquimico son nitrito
{19}, peroxido de hidrogeno {20}, compuestos organcarsenicales
{21}, catecolaminas {22}, nitroprusiato {23}, emetina {24}, resarpina
{25}, acido ascorbico (26-28), nitrato (29}, vitaminas del grupo B:
{30}, fésforo organico {31}, carbono organico {32}, nitrato, nitrito {33}
y nitrdgeno total {34) disueltos en aguas naturales, citrato (35, 36) y
tartrato {38).

La fluorescencia como meétodo de deteccian presenta la
ventaja de la elevada sensibilidad de la técnica, que en muchos
casos permite llegar a limites de deteccion muy bajos, siendo de

aplicacian relativamente sencilla.

El incenveniente mas seric es el reducide numere de
sustancias que exhiben flucrescencia nativa. Sin embargo, a través
de reacciones adecuadas se expande enormemente el campo de

aplicacién de la fluorimetria. Por ello, frecuentemente, los métodos
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fluorimétricos se basan en algun tipo de reaccian de derivatizacion,
ya que las sustancias gue no presentan fluorescencia, o lo hacen
con pequefia intensidad, deben ser transformadas en compuestos
fluorescentes. Esta derivatizacion se consigue con reacciones
guimicas o fotoguimicas y, en ocasiones, se puede facilitar la
determinacion fluorimétrica por un procese indirecto ({inhibicién o

fenédmeno catalitico).

Los compuestos no fluorescentes se pueden convertir en
fluoréforos por una amplia variedad de reacciones que incluyen
formacién de quelatos fluorescentes, desplazamiento de ligandos
fluoréforos, formacion de pares idnicos, procesos redox, catalisis
enzimatica, hidralisis y varios tipos de reacciones de sintesis
organica ({condensacion, condensacién-ciclacion, utilizacian de
marcadaores, etc.). Algunas de las estrategias indicadas pueden
llevarse a cabo en asquemas de flujp incluyendo reactores
fotoquimicos donde se& generan especies de caracteristicas
flucrescentes. Asi ocurre en las determinaciones de sulfonamidas
{37}, tiamina (38, 39}, fluoruro {40} y acido ascorbico (41}, entra
otres.

Los excelentss resultados a los que conduce la incorparacion
de un reactor fotoquimico en linea en el sistema, que pemmita la foto-
transformacién de ciertos compuestos antes de la deteccion
fluorescente, han sido puestos de manifiesto por varios investigadoras
{4, 42-44).

La conversion fotoquimica puede ocurrir por un mecanismo
directn de fotolisis en el que el compuesto absorhe directaments la

radiacion o por fotolisis indirecta, proceso en el gue una sustancia



Tesis Doctoral 22

adicional puede actuar como sensibilizador, transfiriendo la energia

absarbida o generada a una especie activa, efc.

Comao ejemplos ilustrativos de la aplicacion de la fluorescencia
inducida fotoquimicamente como sistema de deteccian en HPLC,
podemos citar los buenos resultados conseguidos con esta
metodologia en la determinacién de pesticidas. Asi se ha aplicado a
los herbicidas derivados de la fenilurea, que tras la separacion
cromatografica se pueden dstectar dsspués de la fotolisis post-
columna farmando con el o-ftalaldehido {OPA} vy el 2-mercaptoetanol
{(MERC} un indol de altta fluorescencia (45). Otros pesticidas
conteniende nitrdbgeno se han determinado de forma similar {46} y en
muchos casos la fluorescencia se genera simplemente efectuando la
fotolisis en presencia de un disclvents adecuado. Ejemplos en los gue
se combkinan HPLC y PIF son la determinacian de pesticidas derivados
de los fenilcarbamatos, fenilaminas, nitrogenados, bencilureas y otros
(47-52).

En los dlitimos afios, el interés por los métodos
guimioluminiscentas (2L} ha aumentado notablemeante, con vistas a su
aplicacion a la determinacién de compuestos organicos e inorganicos
en concentraciones traza (53, 54). Las principales caracteristicas de
los metodos quimicluminiscentes en relacién con otras técnicas son el
amplio intervalo de concentraciones en que se pueden aplicar y las
altas sensibilidades que con ellos se alcanzan. Ctra importante
caracteristica de la quimicluminiscencia es la posibilidad de realizar los
analisis con una instrumentacion relativamente sencilla. Ademas,
desde la intraduccidon del analisis por inyeccian en flujo, los métodos

guimiocluminiscentes se han hecho mas atractives, ya que con estos
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sistemas es posible mezclar la muestra y los reactivos rapidamente y

con un alto grada da reproducibilidad.

La quimicluminiscencia es un fenomeno que implica la emision
de luz {generalmente en la regién visible o infrarroja} como resultado
de una rsaccidn guimica. Algunos productos de reaccién se obtienan
en un estado excitado y emiten luz cuando retornan a su estado
fundamental. Esencialmente &l proceso en &l que se produce la
guimioluminiscencia &5 idéntico al de la fotoluminiscencia
{flucrescencia y fosforescenciaj con la excepcion de gue ninguna

fuente de excitacion s necesaria.

La quimicluminiscencia se produce en muy pocas reacciones,
ya que en la mayor parte de los casos el exceso de energia de las
moléculas se elimina en forma de calor. Para gue una reaccion
guimica sea conveniente para quimicluminiscencia ha de cumplir los

tres requisitos siguisntes:

1.- Debe liberar una adecuada cantidad de energia para que se

proaduzcan estados electronicamente excitados.

2.- La muta por la que la reaccian transcurre dehe favorecer la

formacion de tales estados excitados.

3.- El estado excitado debe ser luminiscente o ser capaz ds

transmitir energia a otra molécula luminiscente.

En la region visible la energia del fotdn se encuentra entre 44 y
71 keal mel™; en concordancia con esto, para que una reaccién sea
guimicluminiscente debe liberar al menos 44 keal mol”. Esta cantidad

de energia se produce en un numero importante de reacciones de
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oxidacidbn—reduccion, particulammente las que implican oxigeno,

peraxido de hidrageno y oxidantes fuares.

Las velocidades de las reacciones QL varian en un amplio
intervalo {desde menos de un segundo a mas de un dia). También as

muy variable el rendimianto cuantico con que se producen.

La quimicluminiscencia puede predecirse basandose en varias
reglas empiricas. Asi, si un compuesto dado es fluorescents, &l
compuesto mismo o sus productes de oxidacién son buenos
candidatos a la QL, aunque esta regla tiene numerosas excepciones.
También hay que indicar que muchos procesos guimicluminiscentes
implican oxidacién de compuestos aromaticos. En la bibliografia
aparecen gran ndmero de aplicacicnes de GL, aungue en la practica

existen pocos sistemas basicos para producir luz,

Una de las ventajas de mayor interés cuando se compara la QL
con la fluorescencia es el hecho de producir moléculas luminiscentes
sin necesitar fuente de excitacién, con Io que se evitan problemas
derivados de la dispersion de la luz, excitacion no selectiva o
inestabilidad en la fuente de excitacion. Ademas, los elementos
esenciales para la deteccién de la gquimicluminiscencia en flujo
continuo son una célula de flujo, una camara de mezcla de reactivos,
un fotocdetector y un dispositivo para adquirir y procesar los datos. Es

decir, no son nacesarios sistemas sofisticados.

La quimicluminiscencia presenta un interés creciente como una
atractiva técnica de deteccién en HPLC y FI a causa de su busna
selectividad, alta sensibilidad, instrumentacien sencilla y econtmica y
cortos tiempos de respuesta (55-57) y su utilidad cuando se acopla

con la fotolisis de compuestos crganicos ha sido demostrada (4, 58).
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Ejemplos representativos son la determinacion de antraguinonas y
naftoguinonas {58} y de compuestos organicos alfaticos oxigenados
{6Q) por iradiacion en linea y deteccién del H:O: producido por la
quimicluminiscencia del luminol {80} o del peroxioxalatn {58-61}; la
irradiacién de acidos organices en prasencia de Fe* y de U2 para
generar Fe®*, el cual puede detectarse con luminol sin necesidad de
anadir oxidante {(62); la imipramina genera un radical cuando se
expone a la radiacion UV, que directamente se puede detectar por QL
{63}; la irradiacion de insecticidas piretoides y benzoilureas produce
especies que emiten una fuerte QL en presencia de
hexacianoferrato(lll} y de hidréxido sodice {64, 65).

FPor otro lado, la quimicluminiscencia implicando Ru{lljris{2,2"-
bigiridilo} constituye un método de deteccion versatil para la deteccidén
de varios analitos, incluyendo acidos carboxilicos, aminoacidos,
aminas alifaticas, productos farmacéuticos y pesticidas {66, 67}. Todas
estas aplicacionas tienen en comun la formacién de Ru(lllris{2,2 -
bipiridila}, Ru{bpy)s™*, el cual reacciona con el analite para emitir luz. El
reactivo activo Fiu{l::q::q,f}g3+ puede ser generado a partir de F%u{l::»|::ﬂ_-,f}3‘?+
por oxidacion quimica, electrogquimica o fotoquimica ¥ se ha
comprobado que esta oxidacidon puede ser muy efectiva por via

fotoquimica {(68-72).

De acuerdo con todo lo anteriormente expuesto, es evidents
que la hibridacian reacciongs fotoguimicas—procesos luminiscentes es
una metodologia de grandes posibilidades en la determinacién
cromatografica de especies de interés bicldgico o ambiental. Nosotros
en esta Tesis hemos querido incluir algunos estudios dirigidos a
desarrollar este campo de investigacion tan prometedor. En nuestras

investigaciones s& han seleccionado: 1) vitaminas {del grupo K y B},
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2) moléculas con actividad terapéutica ({acidos bisfosfonicos,
amicdarona y desefilamiodarona), 3) acidos aminopolicarboxilicos y
4) pesticidas del grupc de los N-metilcarbamatos, compuestos todos

ellos de primordial importancia.

Los nuevos métodos analiticos que se van a proponer se
validaran y comprobaran aplicandolos a la evaluacion de los diferentes
analitos en muestras reales. Aungue al seleccionar para la deteccidn
cromatografica técnicas tan sensibles como son la fluorescencia y la
quimiocluminiscencia los limites de deteccién conseguidos van a ser
muy bajos, puede ocurrir que en algunos tipos de muestras el
contenido de los analitos se encuentre incluso por debajo de esos
limites de deteccion. Por este motivo, ¥ en ocasiones como etapa de
limpieza de las muestras, se realizara una preconcentracion de los
analitos recurriendo a la extraccion en fase solida acoplada también en

linea al esquema analitico.

Las técnicas de preparacion de muestras en las que se
reduzcan en lo posible Ios disolventes organicos presentan un gran
interés actual y pusden incluir procedimientos de “limpieza” {"clean-
up"” en muestras muy complejas; ademas, la etapa de preparacion
también puede llevar al analto a un nivel de concentracion
conveniente. Entre estas técnicas la extraccién en fase sdlida (SPE)
ofrece grandes posibilidades. La extraccion de trazas de compuesto
desde una disolucion acuosa a un material adsorbente fue un
concepto desamollado en el siglo XIX y sus aplicacionas han sido
extensamente revisadas (73, 74). Los adsorbentes se utilizan ahora
para extraer compuastns organicos de matrices tales como aguas, aire
e incluso suelos. Un adsorbente con fusrte afinidad hacia compuestos

organicos retendra vy concentrara estos  compuestos  desde
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disoluciones muy diluidas o muestras gaseosas. Muchos adsorbentes
son especificamente adecuados para la extraccion de diferantes
grupos de compuestos organicos con varios grados de selectividad. La
primera etapa en SPE es pasar la matriz liquida a través de un
cartucho de plastico {(tubc} o de una membrana plana (disco),
conteniende el adsorbente disperso scbre un material soporte, para
extraer el analito junto con los compuestos interferantes (V5).
Usualmente se utiliza primero un disclvente selectivo para eliminar
interferencias y un segundo disclvente para eluir los analitos. La SPE
presenta unas atractivas caracteristicas comparada con la tradicional
extraccién con disolventes organices, debido a que es simple,
econamica y utiliza cantidades de disolvente relativamente pequefias.
Es la técnica mas ampliaments utilizada para el analisis de nusvos
compuestos farmacauticos y sus metabolitos en suero sanguineg y en
orina. Muchas veces es necesaria para eliminar constituyentes de la
matriz gue interfieren y para cuantificar particularmente metabolitos v

drogas bioactivas en concentracicnas dal erden de pg ml”™.

Comparada con la extraccion liguide-liquido presenta como

ventajas mas notables las siguientes:

- Bajo costo, menor consumo de disolventes, reactivos y menos

contaminacion debida a los residuos.

- Recuperaciones mayores ya gque la pérdida de muestra es

minima.
- Mayor seguridad puesto que no contamina.

- Manejo de muestras menores y eliminacién de problemas

causados por la formacion de emulsionas.
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- Reduccion de los dafios en muestras labiles, por la minima

evaporacion.

- Facil automatizacion, lo gue supone una importante ventaja en
la aplicacion al analisis de rutina. Ademas, puede adaptarse a la
evaluacién de analitos a niveles de trazas en volumenes grandes de

muestra, caso frecuente en el analisis de aguas.

La extraccion en fase sdlida tiene las mismas bases tedricas
gque el HPLC; por ejemplo, la retencidn y selectividad no estan
afectados por el tamano de particula, y como hemos dicho, destaca

sobre todo por su rapidez v eficiencia.

En esta Tesis se ha utilizado en distintas ocasiones la SPE,
unas veces con la finalidad de concentrar el analitc y ofras
fundamentalmente como stapa de limpieza. En todos los casos el
proceso ha sido automatizado acoplando el dispositive de extraccién
en fase solida en linea con el sistema de HPLC, consiguiendo asi unos
excelentes resultados inyectando directamente las muestras, utilizando
el software Gilson 735 Sampler Controller con una interfase que
pemmite el acoplamienta del sistema SPE con el instrumento empleado

para la separacion cromatografica.

La Tesis se ha dividido en dos secciones. En la parte A sg
presentan los capitulos en los que se recogen las investigaciones
realizadas empleando como sistema de deteccidn la fluorescencia
generada fotoguimicamente, caso de las vitaminas K {Capitulo 1} y de
los bisfosfonatos (Capitule 2), asi como los estudics scbre el
comportamiento fotoquimico—gquimicluminiscente de la tiamina y de

sus ésteres fosfaricos (Capitulo 3).
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En la parte B de la Memoria se han agrupado aquellos
métodos en los que aparacia el Ru{lllytrs{2, 2 -bipiridilo} fotogenerado
acoplado a diversas reacciones post-columna en HPLC. En esta parte
se incluyen las investigaciones realizadas con los  acidos
aminopolicarboxilicos (Capitulo 4), con la amiodarona y su metabolito
desetilamiodarona {Capitulo 5} y con los pesticidas N-metilcarbamatos

{Capitulo 6).
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SEPARACION Y DETERMINACION DE
VITAMINAS K POR HPLC ACOPLADA A LA
GENERACION FOTOQUIMICA DE
FLUORESCENCIA EN UN MEDIO MICELAR

1.1 ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

Las vitaminas K son una serie de compuestos 2-metil-1,4-
naftoquinonas, los cuales tienen una cadena lateral sustituida en la

posician 3.

La vitamina K es un principio esencial en la dieta para la
biosintesis normal de varios factores necesarios en la coagulacién
de la sangre. Fue descubierta por Heink Dam en Alemania, en 1929,
quién comprobd la existencia de una especie liposoluble cuya
deficiencia impedia la coagulacion de la sangre en pallas, por lo que
la llamé vitamina K {de Koagulation}. Independientemente, Almquist
y Stokstand describieron la misma enfermedad, asi como su

prevencion {1)*,

* La bibliografia de este Capitulo se encuentra en la pagina 94.
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En la naturaleza existen des formas: la vitamina K.,
filoquinona {Z-metil-3-fitil-1,4-naftoquinona), gue contiene una sola
cadena lateral ne saturada de 20 atomos de carbono y las diferentes
formas de la vitamina Kz menaguinona, con distintas cadenas
laterales no saturadas (las mas importantes son: menaguinona-4,
menaquinona-6 y menaguincna-7}. La vitamina Kz (2-metil-1.4-
naftoguinona}, llamada menadiona, s un compuesto sintético con
actividad de vitamina K gue en el crganismo {higado} se convierte en
un compuesto parecido a las vitaminas K, y Kz, con una cadena

lateral de 20 atomos de carbono en posician 3.

Las estructuras de estos compuestos se muestran en la

Figura 1.1.
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FILOQUINCNA {vitamina K}

Serie MENAQUINONA {vitamina Kz}

CHy

O

MENADICNA {(vitamina Kg}

Figura 1.1. Estructura de las vitaminas K.
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En pequenas cantidades la vitamina K estd ampliamente
distribuida en materiales biolégicas. Sdlo los vegetales de hoja verde
tales como espinacas, berza, etc., son particularmente ricos en la
vitamina {3 — 4 mg/100 gj. Otros vegetales como peras o tomates
contienen sclamente entre 0,1 = 0,4 mg/100 g. Los tejidos animales,
incluyendo higado, tienen unos niveles similares y la leche de vaca y
humana contienen 2 y 20 ug/100 g respectivaments. Los animales
son incapaces de sintetizar esta vitamina, a pesar de lo cual en el
hombre no se depende directamente de la dieta. Esto es debido a
dque cantidades considerables de vitamina K son sintetizadas por

bacterias a lo largo del intestino.

Durante anos se creyd que la unica funcidén de la vitamina K
era la de intervenir en los procesos de coagulacién de la sangre,
puesto que se ha comprobado que su ausencia hace que el higado
no sintetice protrombina, el principal agemnte precursor de la
trombina; por este motivo se conoce también a la vitamina K como
factor antihemarragico. En la actualidad se tiene la evidencia de que
la vitamina K estad implicada en reacciones de carboxilacion de
proteinas, que no estan relacionadas con factores de coagulacion
sino gue implican sistemas tan dispares como algunos relacionados
con el metabolismo éseo o con la funcidn renal {2, 3). En todos los
casos la vitamina K es necesaria para que tenga lugar la reaccion de
v-carboxilacion de residucs especificos de glutamato, lo que

posibilita que la proteina se una firmemente al calcio.

La vitamina K ayuda a convertir la glucosa en glucdgeno para
su almacenamiento en el higado v juega un impertante papel en la
formacién de los huesos y prevencian de osteoporosis. En

investigaciones recientas sobre cancer se propong a la vitamina K
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como un potencial inhibidor de los canceres de pecho, ovario, rifién,

colon, estémago, higado y vejiga.

La cantidad de vitamina K que puede absorberse en el
intestino delgado es muy variable, puede oscilar entre 10 y 70 % vy
depende de la presencia de sustancias grasas en la dista v ds la
accian emulsionante de los acidos biliares. Los tratamientos a base
de antibidticos pueden esterilizar la flora bacteriana intestinal y
consecusntemente  son  capaces de originar pérdidas  de
aproximadamente la mitad de la vitamina K que se ingiere an la
dieta. Esto tiene gran importancia si se tiene en cuenta que &l
organismo humano no es capaz de almacenar o acumular la
vitamina K, hecho que adquiere mas interés en el caso de los recién

nacidos, los cuales caracen de flora bacteriana.

Las deficiencias en vitamina K son muy raras, excepto en
recién nacidos, puesto que es suficiente con la ingerida en los
vegetales verdes o en higado de bacalan; ademas, normalments, s&
sintetiza como hemos dicho por las bacterias de la flora intestinal. En
casa de déficit se pueden producir hemaorragias nasales, en &l
aparato digestivo o en el genito-urinario. Las necesidades del adulto
medio son de 80 pg/dia para los varones y 65 |[g/dia para las
mujeres. La vitamina K y sus mestaholitos oxidados se sliminan a
través de la orina y del liguido biliar ¥ no se conocen bien sus

posibles efectas toxicos por una administracian elevada.

La filoquinona es la forma mas comun ds la vitamina K en la
dieta, siendo los vegetales verdes y las plantas cleaginosas las
reconocidas como mejores fuentes (4, 5). Aungue existe una base

de datos significativa sobre los contenidos de filoquinona en plantas,
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es necesaria mas informacién ya que sélo unos pocos estudios se

han realizado con métodos analiticos suficientemente fiables.

Los métodos descritos en la bibliografia para la determinacion
de filoquinona incluyen espectrofotometria  (6), polarografia
diferencial de impulsos (7}, fluorimetria (8), cromatografia gas-
liquido {8} y analisis por inyeccién en flujo {10} Sin embargo, la
cromatografia liquida de alta resolucion {HPLC} parece ser la
metodologia mas apropiada. Los sistemas de deteccion utilizados
con esta técnica han sido: espectrofotometria {11, 12}, amperometria
{13, 14} vy fluorimetria {14-20}. La fluorimetria es el método mas
sensible, pero, ya que la filoguinona no poses fluorascencia nativa,
para detectarla por fluorescencia debe reducirse previamente a su
forma dihidronaftoguinona utilizando procedimientos guimicos {zinc
metalico {15}, borohidrurc sddico (16} u octahidrotriborato de
tetrametilamonio {17}}, reduccian electroquimica {14, 18} o reduccion

fotoquimica (18, 20}.

La reduccion fotoquimica de la filoquinona se pueds llevar a
cabo iluminanda con luz ultravicleta en presencia de un sustrato
donador de atomos de hidrogeno y en ausencia de oxigeno {19, 20}.
La ausencia de oxigeno es esencial para la deteccién fluorescente
de la vitamina K,; en atmasfera abierta la filaquinona o bien no se
reduce, y consecuentemente no se chserva fluorescencia, o la
fluorescencia se extingue completamente a causa del oxigeno.
Recientemente se ha sefalado que algunas naftoguinonas son
capaces de abstraer hidrégeno de las moléculas de dodecil sulfato
sodico {(SDS) cuando se irradian con luz ultravioleta. Nosotros, por
primera vez, hemos encontrado que la filoguinona incluso en

presencia de oxigeno puede raducirse fotoquimicaments en un
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sistema “on-line”, en un reactor acoplado helicoidalmente sobre una
lampara de mercurio de baja presién, cuando el metanol y el SDS
estan presentes. Las micelas de SDS contribuyen a mejerar la
estabilidad de la filoquinona reducida, permitiendo trabajar en
condicicnes aerobias. Otros tensoactivos fueron también ensayados
(CTAB, Brij-35, TTAB, PVA, Triton X-100} asi como ciclodextrinas,
comprobandose que las micelas de SDS eran el medio mas efectivo
para observar la flucrescencia de la forma fotorreducida de la
filoquinona. Este proceso fue minuciosamente estudiado, tal como
se explica en el apartado siguiente, comprobando, ademas, que

tenia lugar con otras vitaminas K.

1.2 FOTOQUIMICA DE LAS VITAMINAS K EN UNA DISOLUCION
MICELAR DE SDS

En invastigaciones preliminares se encontrd que las
disolucicnes acuosas de filoguinona (vitamina K.} en presencia de
508, a concentraciongas superiores a la concentracian micelar
critica, si se irradian con luz ultravioleta se pueden convertir en la
forma reducida de la vitamina, muy flucrescente. Los espectros de
fluorescencia de la Figura 1.2 muastran gue la sefial de
flucrescencia sdlo se obtiene cuando se utilizan micelas de SDS v

luz ultravinleta.
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Figura 1.2. Espectros de excitacion {A) y emision (B) de fluorescencia
correspondientes a la reaccion entre filoquinona y SDS con { —— )y sin (. 3

irradiacion con luz UY,

Condiciones: {1y SDS 0,1 M. (2 filoquinona 1,3 pg mi™; (3) filoquinona 1,3 pg ml”
y SDS 0,1 M.

En las reacciones fotoquimicas de compuestos tales como
derivados de la benzoquinona, naftoguinona y antraguinona, se ha
demostrado que las moléculas de SDS en forma de micelas actdan
como buenos donadores de hidrageno {21} La fotorreduccion de
filogquinona en las micelas de SDS puede considerarse gue se
produce a través de la siguiente secuencia de reacciones basadas

en un modelo de pares de radicales {22, 23}:
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Pg—" P05 pQ [1]
'PQ + SDS ——— (PQH. .SDS) R—**L "PQH. .SDS} [2]
*(PQH. «SDS)——— PQH: + SDS. 3]
"(PQH. «SDS) ——— PQH- + SDS- [4]
2 PQH. — PQ + PQH; [5]

donde kisc ¥y Krev representan las constantes de velocidad

correspondientes a los equilibrios indicados en la reaccion 2.

La filoquinona (PQ) es promovida al estado triplete (*PQ"} al
ser irradiada con luz ultravicleta via el estado singlete excitado
(reaccién 1). *PQ* toma un atomo de hidrégene da una melécula de
SDS, dando lugar a un par radical en estado triplete, fermado por un
radical semiquinona protonade {PQH.} ¥ un radical del tensoactivo
{SDS.}. Este par radical en el estado triplete se convierte en un par
radical singlete y viceversa (reaccion 2). Uno o ambos de los
radicales indicados escapan del par radical singlete o del par radical
triplete (reacciones 3 y 4). La filoquinona reducida {PQH;} se forma

per desproporcion de la semiguinona protonada (reaccién 5).

La estabilidad y fluorescencia de esta filoquinona reducida es
mucho mas alta que la obtenida usande los procedimientos de
reduccion quimica y electroquimica descritos en la bibliografia
{14-20}. Esto sugiere que las micelas de SDS crean un microentarno

muy apropiado donde se alteran sustancialmente las rutas vy
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velocidades de reaccion, mejorando la fluorescencia y la estabilidad
de la especie fluorescente, lo que hace posible operar en

condiciones aerobias.

La presencia de compuestos donadores de hidrogeno, tales
como acetona, metanol o etanol también fue estudiada. Con estas
sustancias cuando el SDS esta ausente, y se trabaja en condiciones
acrobias, no se observa fluoraescencia. Esto se debe a la rapida
oxidacién del precursor del fluoréforo, la semiguinona radical {P{3H.},
por el oxigeno para producir filoguinona, no fluorescente, y peroxido
de hidragena {20, 23}; sin embargo, cuando las micelas de SDS
estan presentes, el metanol mejora la sefal de fluorescencia. Asi,
para los estudios posteriores se selecciond un medio micelar de

505 conteniendo meatannl.

Estos estudios centrados en la filoquinona {vitamina K.} se
ampliaron a ofras vitaminas del grupo K, concretamente la

menaguinona {vitamina Kz} ¥ la menadiona {vitamina Ka}.

1.2.1 Disefio del sistema FI

La reaccion fotoquimica de reduccion de la filoguinona en
presencia de metanol y de SDS a una concentracion superior a la
concentracién micelar critica se automatizé en un sistema de
inyeccion en flujo con iluminacién en linea. El diseno seleccionado

fue el que se presenta en la Figura 1.3.



Dreterminacion de vitaminas K 53

Muestra

Lampara UV

¥l

, |

l & Pmm D—>
L l E

PC
EP

Residuos

Figura 1.3. Esquema Fl para la determinacién de filoguinona.

EF = bomba peristaltica; R, = disolucion requladora acetato 0,1 M de pH 4,5,
R: = SDS 0,1 M, VI = valvula de inyeccidn, PM = punto de mezcla; D = detector,
L = fotorreactar.

El fotorreactor se construyd con tube de PTFE {(de 0.5 mm de
diametro interno ¥ 200 cm de longitud) formando una espiral
alrededor de la lampara de mercurio de baja presién tipo lapiz de
365 nm. El conjunto lampara-fotorreactor se aloja en una caja
metalica cuyas paredes interiores estan recubiertas con espejos

para aumentar por reflexion el flujo de fotones.

La muestra de filogquincna se intreduce en una corriente de
disolucion reguladora acetato 0,1 M de pH adecuado con ayuda de
una valvula de inyeccién. Esta corriente se une con la disolucién de
SDS en un punto de mezcla muy proximo al fotorreactor. Mientras

pasa a través del fotorreactor la filaquinona se transforma en la



Capiiulo 1 54

filoguinona reducida, muy fluorescente, pasando a la célula de flujo
donde se excita a 346 nm, midiendo la fluorescencia emitida a
425 nm.

Realizando experiencias similares a las descritas para la
filoquinona se comprobd que tanto la vitamina Kz {menaquinona)
como la Ky {menadiona) emiten fluorescencia cuando se someten a

la accidn de la radiacion UY en un medio micelar de SDS.

se ha realizado un estudic comparativo de la sefial
fluorescente encontrada con diferentes agentes reductores frente a
la obtenida en nuestre case irradiande en un mediec SDS/metanol.

Los resultados se presentan enla Tabla 1.1.

Tabla1.1.
Influencia de la naturaleza del sistema de reduccion sobre la fluorescencia

delafiloguinona

Intensidad de

_ : Reteiencia
fluorescencia

Agente reductor

NaBH, 2,30 {16}
{CH3)4NB3H;z 2,86 {24)
Zinc metalico 216 (15)
Metanol’ acido ascorbico/ 2,80 (19

desoxigenacion/ inadiacion UV
Metanol’ desoxigenacion/ inadiacion UV 3,10 {21}

S0/ metanol radiacion UV 4.75 Este estudio
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En esta Tabla queda patente la gran sensibilidad a que
conduce el proceso fotoquimico propuesta, con la ventaja adicional
de eliminar la necesidad de trabajar en atmaésfera exenta de

oxigeno.

En estos ensayos previos las disoluciones de vitamina K eran
bombeadas continuamente y mezcladas en linea con la disolucidn
de reactivo {ambas corrientes con el misme caudal de 0,4 mimin™) y
a continuacién se sometian a la accién de la luz ultraviolsta en &l
fotorreactor.

El tipo de tensoactivo utilizade en la formacién de micelas
también se varid y se estudid la influencia de la presencia de
surfactantes catiénicos, anidnicos y no iénicos sobre la reaccidn
fotoquimica y la estabilizacién del producto de la misma. La sefal
flucrescente en presencia de Triton X-100 o de alcohaol polivinilico
era la misma que en agua, mientras qua con Brij-35 o con bromuro
de cetiltrimetilamonic la fluorescencia disminuia. Sin embargo, tal
como hemos sefialado anteriormente, una intensa fluorescencia se

ochservaba cuando la vitamina K se fotolizaba en presencia de SDS.

Como ya se ha indicado, la presencia de compuestos
donadores de atomos de hidrogeno ha sido estudiada v se ha
comprobado que estas sustancias no producen ningun efecto
favorable sobre la fluorescencia cuando el SDS esta ausente. Esto
es debido a la rapida oxidacian del precursor del fluoréforo, la
semiquinona radical {PQH. en el caso de la filoguincna}, por el
oxigeno para producir PQ, no fluorescente, y peréxide de hidrégeno

{20, 25, 26}. Sin embargo, cuando esta presente el SDS, el metanal
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mejora la sefal fluorescente; asi, en posteriores estudios se utilizo

un medio micelar de SDS en combinacian con metanal.

1.2.2 Estudio de las variables experimentales en el sistema Fl

Para optimizar el procedimiento experimental con el fin de
proponer un nuevo método sensible y exacto para la determinacion
de vitaminas K, nos centramos en la filoguinona para investigar la
influencia de las diferentes variables quimicas y FI implicadas en el
proceso. Entre las variables quimicas se estudia con detenimiento &l
efecto qus el pH y difsrentas concentracionas de SDS y metanacl
ejercian sobre la senal flucrescente utilizando el método univariante.
En relacion con las variables hidrodinamicas se comprobd la
influencia de los caudales que circulan por cada canal, el volumen
de muestra inyectado y la longitud del fotorreactor. La optimizacion
de las condiciones experimentales seria a su vez la base para
aportar un método Fl-fluorimétrico para la determinacion de

filoquinona.

1.2.2.1 Variables quimicas

La fotorreduccion de filoquinona en medio micelar de SDS sg
incrementa cuando aumenta la concentracion de metanol hasta el
25 % {v¥/v), como se muestra en la Figura 1.4, siendo este valor &l

dque se ha seleccionada para estudios posteriores.
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Intensidad de fluorescencia

Metanal (%)

Figura 1.4. Estudio del porcentaje de metanol en las muestras.

Condiciones; § = 700 WV, fa = B mm; dan = 425 nm; monecromadores 8/8;
filoquinona T,5>(1U“5 &; SDS 0,1 M, disolucidn reguladora fosfato 0,1 M de gH 7,

volumen de inyeccitn = 200 ul; caudal = 0,80 ml min™; fotorreactor = 200 om.

El metancl se introducia en el sistema Fl adicionado a la
disolucién de la muestra a la concentracion de 25 % (viv}. De esta
forma se evita el afecto perjudicial que el metanol tiene sobre los

tubos de Tygon de la bomba.

El efecto del pH sobre la fotarreduccion de la filoguinona se
estudiéd haciendo circular por el canal Ry del sistema de flujo
diferentes discluciones reguladoras de acetato o fosfato, de pH
comprendido entre 2 y 8, ¥ la disolucion 0,1 M en SDS por el canal

R. La intensidad de fluorsscencia aumenta ligeramente cuando
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aumenta el pH hasta 4,5 y a valores mas altos disminuye tal como

se muestra en la Figura 1.5.

B

45

4.4 F

Intensidad de fluorescencia

35 . . . .
£ 4 & a 14

pH

Figura 1.5. Estudio del efecto del pH sobre |1a reduccion de |a filoquinona.

Condiciones: § = 700V, do: = 348 nm; dan = 425 nm; monocromadores 8/8;
filoquinona 7,5x10° M; SDS 0,1 M: 25 % MeOH; volumen de inyeccion = 200 pl;

caudal = 0,60 ml min™: fotorreactar = 200 cm.

Los constituyentes de la disolucién reguladora {(acetato o
fosfato} influyen muy poco en la sefal fluorescente; con las
disoluciones reguladoras de acetato los picos son algo mas altos y
por ello se selecciond trabajar en todas las experiencias posteriores
con esta reguladora. Al investigar la influencia de la concentracidn
de la disclucién reguladora se comprobd que s& obtenian
excelentes resultados con disoluciones acetato-acético de pH 4,5 de

concentracion 0,1 M.
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Utilizando la disclucian reguladora acetato 0,1 M de pH 4.5
como corriente  portadora, se investigd la influencia de la
concentracion de SDS, pero siempre a concentraciones superiores a
la micelar critica. La eficiencia de la fotorreduccion de la filoguinona
{y por tanto de la intensidad de emisién fluorescente) aumentaba con
la concentracion de SDS hasta alcanzar una meseta, como puede
ochservarse en la Figura 1.6. Esta constancia en la fluorescencia se
mantiene entre las concentraciones 0,08 y 0,2 M de SDS, pero la
senal disminuye un poco a concentraciones mayores. Se selecciond

como Gptima una concentracién de 0,1 M.

Bo

45
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40t

ER S

Intensided de fluorescencia

2-'5 1 1 1 1 1 1
ot & 02 0.2 o4 o5

SDS (M}

Figura 1.6. Estudio la concentracion de SDS.

Condiciones: & = 700 ¥, A, = 346 nm; A, = 425 nm; monocromadores 8/8;
floquinona 7,5x10° M; 25 % MeOH; disolucion reguladora acetato 0,1 M de pH

4,5, volumen de inyeccién = 200 pl; caudal = 0,60 ml min™; fotorreactor = 200 cm.
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1.2.2.2 Variables dinamicas

Se estudia por el método univariante el afecto que sobre la
senal analitica tenia el volumen de inyeccion, insertando en la

corrients transporntadora volumenes comprendidos entre 35 y 335 pl.

B

45

4.4 F

Ly

XN o

Intensidad de fluo rescencia

2R

2.'& 1 1 1 1 1 1
i Ei 1 1B 2 2R 304 3RD

Volumen inyactado (i}

Figura 1.7. Estudio del volumen de inyeccidn.

Condiciones: § = 700V, o = 348 nm; dan = 425 nm; monocromadores 88,
filoquinona 7.5%10° M: SDS 0,1 M: 25 % MeOH: disolucion requladora acetato
0,1 Mde pH 4,5, caudal = 0,60 ml min™ ; fotorreactor = 200 cm.

De acuerdo con la grafica de la Figura 1.7 se sselecciond el
volumen de 250 pl como mas conveniente, puestc gue se
encontraba en una zona en la que se& hahia alcanzado una

fluorescencia maxima y practicamente constante.
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Con estudios similares se escogid trabajar con un caudal de

0,74 mlmin”, teniende en cuenta la Figura 1.8.

5O
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Intensdad de fluorescencia
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0 03 04 05 66 OF DA DB 1D

Caudal tatal (mlmin ')

Figura 1.8. Estudio del caudal.

Condiciones: § = 700V, do: = 348 nm; dan = 425 nm; monocromadores 8/8;
filoquinona 75<10° M; SDS 0,1 M 25 % MeOH: disolucion requladora acetato

0,1 Mde pH 4,5; volumen de inyeccidn = 250 pl; fotorreactor = 200 cm.

Finalmente, se comprobé como evolucionaba la respuesta
fluorescente cuando se utilizaban reactores de diferente longitud,
todos ellos iluminados totalmente. Esta variable esta relacionada
directamente con el tiempo de irradiacicn, tal como se muestra en la
Figura 1.9. Sa selescciond un reactor de 150 cm que corresponde a

un tiempo de irradiacién de 23 s.
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Figura 1.8. Estudio del tiempo de irradiacidn.

Condiciones: § = 700 ¥, Aa = ME mm;, Aan = 425 nm; monocromadores 8/8;
floquinona 7,5¢x10° M; SDS 0,1 M; 25 % MeOH, disolucian reguladora acetato

0,1 Mde pH 4,5; volumen de inyeccidn = 2560 ul; caudal = 0, 74 ml min™.

Enla Tabla 1.2 s& resumen los resultados obtenidos mediante

el método univariante:
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Tabla1.2
Condiciones seleccionadas para la determinacion de filoquinona

{metodo univariante)

Canal Variable Valor optimo
Hi Heguladora acetato
Concentracion {M) 0.1
pH 4.5
SDS
Concentracion {M) 0,1
Fotorreactor
Longitud {cm) 150
Volumen de muestra {pl) 250
Caudal total {ml min ') 0,74

Las variables Fl, caudal, laongitud del fotorreactor y volumean
de muestra inyectade, afectan tanto al tiempo de irradiacion como a
la dispersian, y por tanto, a la sefal analitica. Estas variables estan
interrelacicnadas y por este motive nos parecié conveniente
optimizarlas aplicando un método multivariante. Se selecciond el
métado de Yates {27) de diseno factorial, estableciendn los niveles
altos y bajos para las tres variables utilizando la informacion

previamente obtenida por el método univariante.

De acuerdo con este estudio, un aumentn del volumen de

muestra inyectado asi como de la longitud del fotarreactor producen



Capiiulo 1 &4

un efecto positivo mientras que un aumento del caudal repercute
negativamente. Se seleccionaron entonces los nuevos niveles a

estudiar para la segunda tanda de experiencias.

En la segunda serie de experiencias se seleccionaron las
condiciones teniendo en cuenta esos resultados previos. En este
conjunto de experiencias se comprobo gue el aumento en el
volumen de mueastra tishe solo un pequefo efacto positivo sobre la
sefial, o que significa que los parametros optimos estan bastants
cercanos a los usados. Un aumento en el caudal tiene todavia
efacto negativo, pero un aumeanto en la longitud del reactor no es
necesario. En la serie final de experiencias se encontraron como
valores ogptimos: longitud del fotorreactor 200 com, caudal
0,74 ml min” (0,37 ml min” por cada canal) y volumen ds musstra

inyectado 275 pl.

1.2.3 Determinacion de filoquinona

Una vez estudiadas las condiciones para evaluar la vitamina
K, en un sistema de inysccién en flujo, aprovechamos eastas
investigaciones para aportar un nuevo metedo Fl para la citada

vitamina.

Utilizando las condiciones seleccionadas en los estudios
previos se realizaron una serie de experiencias con diferentes
disoluciones de filoguinona de concentraciones conocidas para
establecer las lineas de calibrado. Cada una de las disocluciones
estandares se inyectaba por ftriplicadeo y las medidas de
fluorescencia se realizaron a dos niveles diferentes de sensibilidad
del aparato {trabajando a 800 V y a 700 V). Aplicando 800 V al tubo
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fotomultiplicador del espectrofluorimetro se encontrd linealidad en el
intervalo de concentracionas comprendido sntre 0,09 y 0,90 pg ml™
(2x107 - 2x10°% M), mientras que cen el voltaje de 700 V el intervale
lineal se sitda entre 0,45 y 45 pg ml™ {(1x10% - 1x10* M). Las
ecuaciones de las lineas rectas obtenidas por regresion fueron:

800V: F={0,141 0,009 + (0,664 £ 0,020) C r=0,89856

TOOV:  F=i{0,134 £ 0,006) + {0,1288 + 0,0003) C r=0,88584

donde F representa la sefial fluorescente y C es la concentracion de

filoquinona expresada en pg ml™.

En la Figura 1.10 se puede apreciar la baja sefial del fondo y
la buena estabilidad de la linea base.
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Figura 1.10. Grafica de calibrado para la determinacidn de filoquinona a bajas

concentraciones (S = 80O V).

Las concentraciones sobre |os picos se expresan en pg mi™.

Se han evaluado los resultados numeéricos obtenidos en dos
series de ocho muestras con idéntico contenido an filoguinona a dos
concentracionas diferentes. BEn la Tabla 1.3 s2 encuentran Ios

resultados obtenidos en estas experiencias.
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Tabla 1.3

Parametros estadisticos en la determinacién de filoguinona

0,225 ug ml ' 4,507 ug ml’
X 0,225 pug ml’ 4,482 ug ml’
S 4,769x10 7 ug ml’ 0,111 ugml’
S 1,508x10 7 pg ml’ 0,035 ug ml’
RS0 0,67 % 0,77 9%
% E 1,53 % 1,76 %
taun 0,02 0,14
Vawp 0,06 0,43

El limite de deteccidn calculado de acuerdo con las
recomendaciones de la IUPAC (28) fue 0,05 ug ml” y la velocidad de

muestren de 90 inyeccionas/hora.

La precisign entre dias del método se astudid analizando tres
muastras idénticas conteniende 1,0 pg ml” de filoguinona. Durante
cinco dias consecutivos cada una de las muestras fue analizada diez
veces cada dia; la desviacién estandar relativa (RSD} encontrada
fue 2,1%.

1.2.4 Estudio de interferentes

Dado que el métndo Fl aportado en este Capitulo de la Tesis
tiene como finalidad principal la determinacian de la vitamina K en

productos vegetales (verduras y frutas), se estudio la influencia que
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diversas sustancias, gue pudieran estar presentes en muestras
reales, ejercian sobre la respuesta fluorescente de la filaquinona.
Para ello se analizaron una serie de muestras conteniendo todas
ellas 0,45 pg ml™ de filoquinona y cantidades crecientes de cada une
de los potenciales interferentes hasta concentraciones de
2,25 mg ml". En la Tabla 1.4 se muestran los limites tolerados,
aceptando como cantidad maxima de especie extrafia permitida

aquella que no produzca un error relativo superior a = 4 %.

Tablai.4

Estudio de interferentes

Maxima relacion

Especie anadida inteiferente/analito
tolerada

Acetato, alcohol bencilico, Ca®', K°, Na", 50,%,

CF, PO,™, NO,-, oxalato > 5000
Mg?r, sorbitol, tiamina 4000
Almidon, fructosa, glucosa, lactosa, Fe®™ 1000
Citrato, Fe™" 500
Acido estearico”, Acido palmitico”, éster metilico

e . . . 50
del &cido margéarico”, metil estearato”, nitrito
Acido ascorbico 1

“Maxima relacidn soluble.
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El anién nitrito y, fundamentalmente, el acido ascdrbico
interfieren, pero estas interferencias pueden evitarse facilmente
pasando la muestra antes de la inyeccién a través de una

minicolumna rellena con un intercambiador anidnico.

1.2.5 Aplicaciones

La validez del método propuesto fue contrastada aplicandolo
a la determinacién de filoguinona en muestras reales: preparados

farmacauticos y productos vegetales.

La determinacitn del contenido de vitamina K, en farmacos es
muy sencilla, puesto que se comprobd que los aditivos y excipientes
que acompafan a las preparaciones farmacéuticas comerciales
disponibles no interfieren. En la Tabla 1.5 aparecen los resultados

encontrados aplicando el métode de la adicién estandar.

Tabla1.5

Determinacién de filoguinona en Konakion (ampollas)

Muestra®
(laboratorio)

Fabricante {mg) Valor encontrado® {mg)

Konakion ampollas

(Roche) 10 10,07 £ 0,22

® Composicion del medicamento {por 1 ml): floquinona 10 mg; excipientes: acido
glicocdlico, lecitinag, hidréxido sadico, acido clorhidrico, agua.

b . ' ' ' s .
Media de 3 determinaciones + desviacion estandar.
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Tambkién se han realizado estudios de recuperacion
afiadiendo filoquinona al medicamento, tal coma se indica en la
Tabla 1.6.

Tabla 1.6

Estudio de recuperacion de vitamina K; en el medicamento Konakion

Anadido {ug) Encontrado® {zg) % Hecuperacion
50 49,3+ 3,0 98,6
125 1248+ 2.8 99,8
200 199,0 £ 1.4 98,5
250 ARGA ] 100,1

? Media de 3 determinaciones + desviacion estandar.

Sin embargo, como ya se ha comentado, nuestra meta era
encontrar un métoda sencillo y seguro para evaluar la filoguinona en
productos vegetales. Para estas aplicaciones la vitamina K, tenia
que extraerse de las verduras y frutas como un paso previo a la
determinacién. Se ensayaron como disclventes para la extraccion
metanol, 2-propancl y hexano, sclos y en mezclas. De estos
estudios se concluyd que la extraccion con hexano era reproducible,

facil de realizar y se conseguia un porcentaje de recuperacion
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aproximadamente de 87 + 2 %. De ahi que la extraccion con hexano

sea la recomandada para las determinaciones de rutina.

Debido a la complejidad de las matrices cemprobamos que
era muy conveniente efectuar una purificacion rapida de las

muestras por extraccion en fase sélida.

Disoluciones estandares de filoguinona en hexanc fueron
utilizadas para decidir el sistema de extraccion mas convenignta. Se
utilizaron como fases sélidas carbén activo, Cqg, Strata X {estireno-
divinilbenceno de superficie modificada} y gel de silice,
comprobando que las recuperaciones mas altas de analito se
obtenian cuando se retenia sobre gel de silice. Tambign se estudid
el tipo de disclvente mas adecuado para la desorcion del analito
retenido en la fase sdlida y para ello s& compararon los resultados
encontrados utilizando diversos disclventes, siendo la mezcla

hexano—éter distilico {96:4 v/v) la mas conveniante.

Teniendo en cuenta la importancia que en la practica tiene la
automatizacion de procesos, pensamos en disenar un sistema para
la determinacion de filoquinona que incorporara al esquema
Fi-fotoquimico ya estudiado, el proceso de preconcentracion y
separacion por extraccion en fase sdlida totalmente automatizado.
Esto fue posible incorporando un equipo ASPEC XLi de Gilson, tal

como se muestra en la Figura 1.11.
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Muestra mE»| ASPECXLi [ ™™

R/ Lampara UV ‘E

- Vi
R. PM D Ml
L 1 =

BP

R

Residuns

Figura 1.11. Esquema FI-5SPE para |a determinacidn de filoquinona.

La eficiencia del procedimiento automatizado se comprobé
con  muestras estandares de vitamina K, a concentraciones
diferentes, utilizando 500 mg de la fase saélida {gel de silice} en
cartuchos de 6 ml, y la mezcla hexano—éter dietilico, tal como ya se
ha indicado. La cantidad de eluyente fue optimizada después de
realizar una serie de experiencias con diferentes voldmenes,
midiendo las recuperacioneas obtenidas al pasar a travas de la fase
sdlida 10 ml de discluciones de filoguincna en hexano. El volumen
de eluyente seleccicnado fue de 5 ml, volumen con el gue las
recuperacionss de vitamina son coincidentes con las encontradas
con volomenses mayores. Las recuperaciones de filoguinona
permanecen constantes y proximas al 100 % cuando las
concentraciones de sus discluciones se encuentran en el intervalo
comprendido entre 0,02 y 1,0 pg ml™”, tal come se muestra en la
Tabla 1.7.
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Tablai1.7

Estudic de recuperacion de filoquinona mediante la técnica SPE

Muestra  Concentracion {ug ml") Recuperacion (%)*

? Media de 4 determinaciones + desviacion estandar.

Las muestras en las que se analizd filoguinona fueron
verduras {hojas de espinacas, coles de Bruselas, bracoli y alfalfa) y
frutas {pera y manzana} y todas las etapas del procedimiento
analitico se realizaron bajo luz difusa para impedir la degradacion de
la filoquinona. El exceso de agua de las verduras y frutas se eliming
antes de la extraccidon envolviendo las musastras en varias capas de
papel absorbente. Después de eliminar las partes no comestibles,
las muestras se cortaron en porciones de 1 cm y se tfrituraron con
una picadora de alimentos comercial. Para el analisis de espinacas,
coles de Bruselas, brécoli y alfalfa, aproximadamente 1.0 g de
muestra se pesd exactamente y se transfirid a un matraz de color
topacio y despugs de afiadir 10 ml de hexano, se sometic a

ultrasonidas durante 15 min. En las muestras de pera y manzana,
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que contienen menor cantidad de filoguinona, la muestra pesada fue
de 10 g ¥ el volumen de hexano utilizado fue de 50 ml. La mezcla
hemogénea fue filtrada a través de un embudo de vidrio sinterizado v
el fitrado claro se evaport a sequedad en un evaporador a vacio
con un bafio de agua mantenido a 40 “C.

El residuo se disolvio en 10 ml de hexano y se pasd a traves
de un cartucho de silice de SPE {500 mg an un tubo de 6 ml} con un
caudal de 3 ml min". Los cartuchos de silice se acondicionaran,
antes de introducir las muestras, con 5 ml de una mezcla de
hexano-&ter dietilico (96:4 v/v} y 5 ml da haxano, separados por 2 ml
de nitrégeno. La filoquinona retenida en la fase saélida fue lavada con
5 ml de hexano y 2 ml de nitrogeno y eluida con 5 ml de la mezcla
hexano-éter dietilico (86:4 v/v) circulando con un caudal de

3 ml min”, pasando después 2 ml de nitrogeno.

El eluido se evapord a saquadad en un evaporador al vacio
bajo nitrdgeno. El residuc final se disolvié primerc en 0.5 ml de
metanol, seguido por 1,5 ml de SDS 0,027 M. La muestra
reconstituida {275 pl} conteniendo la cantidad convenients de

metanol (25% viv) y de SDS (0,02 M) se inyectd en el sistema FI.

Los resultados encontrados en el analisis de filoquinona en

vegetales aparscen recogidos en la Tabla 1.8.
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Tabla 1.8

Contenido de filoquinona en vegetales y frutas

Contenido de filoquinona (ugM100 g)

Muestra
Método FI # Método HPLC {29)

359+5

Espinacas 355 +8
Brocoli 104 + 7 107+ 5
Alfalfa 126 £5 130 £ 10
Coles de Bruselas 300+£7 28016
Fera 148102 122+ 04

Manzana 7506 88+05

® Media de 3 determinaciones + desviacion estandar.

También se realizé un estudio de recuperacion de filoquinona,
adicionando diferentes cantidades de ésta a cada una de las
muestras, obteniendo resultados satisfactorios, con recuperaciones

muy proximas al 100 % tal como se muestra en la Tabla 1.9.
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Tabla 1.8

Estudic de recuperaciién de filoquinona en vegetales y frutas

Muestra R E{_':;;gfgggf % Recuperacion
Espinacas 50 485+ 0,3 87
100 45,0+ 0,2 895
Brocoli 20 18,6 £ 01 98
30 297+£0,2 $18,
Alfalia 20 18,0+0,2 95
A0 38,2+ 01 98
Coles de Bruselas 50 485+ 0,2 87
80 7r.6x0,2 g7
3,0 284+ 0,M 98
1,5 1,48+ 0,02 1)
Manzana 1.0 0,86 + 0.0 413
2.0 1,892+ 0,03 96

® Media de 3 determinaciones + desviacion estandar.

En estos estudios que hemos presentado se muestra que la
filogquinona se reduce eficientemente a su forma fluorescente
dihidronaftoquinona por irradiacién con luz ultravicleta en medio
micelar. Debido a la mejora en la estabilidad y flucrescencia de esa

forma reducida en las micelas de SDS, el método Fl propuesto se
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aplica en condiciones aerobias y presenta una alta sensibilidad, lo
dque significa que se puede evitar la desoxigenacion de muestras y
reactivos. Comparado con otros métodos fluocrescentes basados en
la reduccion de la filoquinona por medios guimicos {15-17},
electroguimicos (14} y fotoguimicos (20}, el método aqui presentado
es mas sencillo, rapido y econémico, aungue es menos sensible gue
alguno de los presentados en la Tabla 1.10. Para ampliar la utilidad
practica del método aportado, nos centramos en el acoplamiento del
método de flujo estudiado como sistema de deteccion post-columna

en HPLC para determinar no s6lo filoquinona sino otras vitaminas K.



Tabla 1.10

Caractenisticas analiticas de algunos meétodos para la determinacien de filoquinona

Deteccion Asrobico Rango ""1?3' LTmite.{:'Ie Heferencia
{Hg ml ) deteccion
ABY No 0,5-3 0,13 pg ml’ (30
GLC Captura de electiones Si 0,45 — 45 0,12 ug ml’ {5
HFLC Electioguimica No 0.02-02 (13}
HFLC Reduccion electioguimical fluorescencia Mo 0.5 ug mi’ {14)
HFLC Heduccion quimica/ fluorescencia MNo 150 pg? (16)
150 pg* {17)
25 pg* {15)
HFLC Heduccion fotoguimica/ flucrescencia No 1.5ngml’ [dd)]
HFLC Absorcion UV Si 0,2 ug ml’ (12)
FI Fotoguimical fluoiescencia indirecta 5i 0,18 ug mi’ (10
FI Reduccion fotoguimica en micelas de 505/

- 1 -
fluorescencia Si 0,09 - 80 0,05 pg mi Este trabajo

# Volumen de muestra inyectado no disponible.

ASY: Voltametria de redisolucion anadica. GLGC: Cromatografia gas-liquido.
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1.3 SEPARACION Y DETERMINACION DE VITAMINAS Kq, K2 Y
Ka POR HPLC Y DETECCION FOTOQUIMICA-FLUCRESCENTE

En la Introduccion de la Memoria ya se ha comentado que las
reacciones fotoquimicas post-columna han sido aplicadas con éxito
como sistemas de deteccian en cromatografia liguida, puesto gue
estos matados han demostrado alta sensibilidad y selectividad (31-
33}, presentando indudables ventajas cuando se comparan con otras
reacciones post-columna {34). Debido a que los procesos
fotoquimicos se producen a través de radicales libres intermedios,
las velocidades de reaccion son muy rapidas {35}, Ademas, este tipo
de reacciones tienen buena selectividad debido a que sdélo un

reducido grupo de analitos puede experimentar fotorreacciones (36).

En el caso de las vitaminas K se han propuesto en la
bibliografia dos reactores post-columna para su deteccidn, uno en
presencia {18) y otro en ausencia de acide ascorbico (20). En
ambos trabajos se opera en condiciones anaerobias y se utiliza el
metanol como fase mavil y como sustrato donador de atomos de

hidrageno.

En esta parte de la Tesis nosotros extendemos las
investigaciones realizadas con las vitaminas K,, Kz {concretaments
la menaguinona-4) y Ks en medio micelar bajo la accién de la luz
ultravioleta, en un sistema dea flujo, a la deteccion de las mismas tras
sU separacién en una columna cromatografica. Estas tres vitaminas,
filoquinona, menaquinocna-4 y menadiona, se& han seleccionado por
su mayor disponibilidad e importancia dentro del grupo de las

witaminas kK.
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1.3.1 Optimizacion del sistema de deteccion post-columna

Para facilitar el estudic de la reaccién post-columna, se
realizaron experiencias sin utilizar la columna cromatografica. Esto
permite estudiar en un tiempo relativamente corto  muchos
parametros experimentales. Los datos obtenidos ohviamente deben
ser verificados posteriormente en sistemas con columna.

1.3.1.1 Efecto del pH

El efecto del pH scbre la fotorreduccion de las vitaminas en
presencia de SDS y metanol se ha estudiado en el intervalo
comprendido entre 2 y 9. Como musastra la Figura 112 A, la
evolucian de la reaccion fotoquimica es ligeramente diferente para la
filoquinona, menaguinona-4 y menadicna. Un pH 4,5, conseguido
con una disclucion reguladora acetato 0,1 M, se ha seleccionado

para posteriores experiencias.

1.3.1.2 Efectio de la concentracion de SDS

Como se ha observadeo anteriormente, la cencentracion de
surfactante tiene una marcada influencia scbre la estabilidad e
intensidad de fluorescencia de las formas hidroguinona de las
vitaminas K. La representacion de la intensidad de fluorescencia
frente a la concentracion de SDS presenta una meseta entre 0,08 y
0.20 M, valor por encima dal cual la fluorescencia disminuye {(Figura

1.12 B}. Se ha seleccionade una concentracién 0,1 M en SDS.



Dreterminacion de vitaminas K |

Intensidad de fluorescencia
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Figura 1.12. Efecto del pH (A) v de |a concentracidn de S0S (E) y metanol (G}

sobre |2 sefial de fluorescencia.

Concentracién de los analitos: 1x10™ M; filogquinona (e), menaquinona (o) y

menadiona {¥).
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1.3.1.3 Efecto de la concentracion de metanol

Como se ha indicado, la fotorreduccién de las vitaminas K an
medio micelar de SDS esta afectada por la presencia de metanol. La
Figura 1.12 C muestra que un 50 % de metanol es un huen
compromiso para que las sefiales de fluorescencia de las tres
vitaminas no difieran demasiado.

1.3.1.4 Influencia del tiempo de irradiacién

El tiempo de residencia de los analitos en el fotorreactor tiene
un efecto decisivo sobre la reaccién fotoquimica y como
consecuencia sobre la sensibilidad obtenida. Eltiempoe de residencia
se puede seleccionar controlando el caudal {eluyente y reactivos) y/o
la longitud del reactor. Un tiempo de irradiacion de alrededor de 20 s
era suficiente para producir la total conversion de las vitaminas en su
forma hidroguinona fluorescente. Este tiempo se abtenia utilizando
un reactor de 200 cm de longitud y caudales de €,60 mlmin™ para la
fase mavil, 0,45 ml min™ para la corrients de SDS y 0,15 ml min™
para la disolucién reguladora acetato. Con estas condicionses y la
configuracion presentada en la Fig. 1.3, el contenido en metancl en

el interior del fotorreactor es del 50 %,

1.3.1.5 Caracteristicas espectrales

Los espectros de fluorescencia de las formas hidroguinona,
en las condiciones de trabaje que hemos seleccionado, se muastran
en la Figura 1.13. El orden de rendimiento de fluorescencia es

filoquinona <« menadiona < managuinona. Las longitudes de onda de
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excitacion y de emisién seleccionadas para la deteccian han sido
hey = 342 nM y ke = 426 nm, con el fin de obtener las mejores

sefales para los tres analitos.

0,6

06k

04k

Intensidad de fluoressensia

0,0

300 350 400 450
Longitud de onda (nm}

Figura 1.13. Espectros de fluorescencia de excitacidn (1) y de

emision {2 de |las vitaminas K en metanol 50 % (v y SDS 0,1 b,

{AY filoquinona; (B): menaquinona; (G} menadiona.

1.3.2 Cromatografia

Las vitaminas K se pueden separar por cromatografia tanto en
fase normal como en fase reversa. En estos estudios nosotros nos
hemos decantado por emplear sistemas en fase reversa por motivos

de compatibilidad con el preceso fotoquimico post-celumna. Se tiene
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que emplear un alto contenido de meodificador organico para
consaguir tiempos de analisis cortos. Como ya se ha indicado, se
selecciond el metanol cemeo modificader y la cantidad de agua en la
tfase maévil se varié entre O y 5 %. Para todas las relaciones agua—
metanol tratadas se obtuvieron buenas separaciones, pero los
tiempos de retencidn aumentaban considerablemente cuando lo
hacia el porcentaje de agua. Asi, para la vitamina Ky sg obtuvieron
tiempos de retencion de 17,7 min y 8,1 min para porcentajes del
898 % vy metanaol puro, respectivamente. Por ello, el metanol puro
circulando con un caudal de 0.6 ml min” se escogid como un

compromisc entre separacion, tiempe de analisis ¥ economia.

Las figuras 1.14 A y 1.14 B muestran los cromatogramas de
una disalucidon estandar de menadiona, menaquinona y filoguinona
utilizando la deteccién post-columna por generacion de fluorescencia
por reduccidén fotoquimica en presencia de SDS y con deteccidn
fotomatrica a 248 nm. De la comparacion de los dos cromatogramas
se puede afirmar que el sistema de deteccion propuesto debe ser
empleado sin duda cuando se quiera tener una dsateccion sensible

para las vitaminas K.
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Figura 1.14. Cromatogramas de una disolucidn estandar de vitaminas K,, K v Ks.

{A) BReduccidn fotoquimica—deteccion fluorescente  {(Rey/fem= 2426 nm);
{E) Deteccion fotométrica a 248 nm. Picos: (1) menadiona; {2) menaguinona,

{3} filoquinona.

El sistema cromatografico consiste en un instrumento de
HPLC Beckman Coulter, compuesto por un module de disolventes
System Gold 125 NM, un detector de diodos en serie System Gold
168, una valvula de inyeccién Rheodyne con un lazo de 50 pl v una
columna Ultrasphere Beckman (G, 5 pm, 45 mm x 4,6 mmy}. Para &l
control de las bombas, la integracién y cuantificacién, se utilizé sl
software 32 Karat System Gold (Beckman, versiobn 3.1}, La
fluorescencia se siguid con un espectrofluorimetro SLM-Aminco

Bowman equipado con una célula de flujo FP234 Thermo Spectronic
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de un volumen internc de 8 pl ¥y 10 mm de camino optico,
seleccionando como longitudes de onda para la excitacion y emision,
342 nm y 426 nm, respectivamente. El detector de fluocrescencia se

conecta al equipo de HPLC por medio de una interfase SS420x.

Todo el esquema del sistema HPLC con dsteccion post-
columna se presenta en la Figura 1.15, donde se incluye el
fotorreactor formado por una aspiral de 42 vueltas de tubo de PTFE
{0.5 mm ds diametro internc y 200 cm de longitud}, arrollado
alrededor de una lampara de mercurio de baja presion de forma de
varilla de 6 W de potencia. El excelente comportamiento del PTFE
frente a la irradiacion con longitudes de onda inferiores a 300 nm se
basa en la transferencia de la radiacion difusa y el efecto de
refractancia interna {tubo de luz) de acuerdo con lo descrito en la
bibliografia (37}, En la figura también se incluye el sistema de
extraccién en fase sdlida, ya descrito anteriorments, y que se acopld
al cromatégrafo en aquellas aplicaciones del método en muestras
reales en las gque Ilas vitaminas K se encontraban en
concentraciones tan hajas que era preciso incluir una atapa de

preconcentracion.
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Figura 1.15. Esquema HPLG—SPE para la determinacion de vitaminas K.

R, = Disolucidén requladora acetato 0,1 M de pH 4,5, R, = SDS 0,1 M, fase

movil = metanol; volumen de inyeccidn = 50 ul; L = fotorreactor (200 cm).

1.3.3 Caracteristicas analiticas del método

Se inyectaron en el sistema cromatografico disoluciones
estandares de cada vitamina y se comprobd gue existia una relacién
lineal entre areas de pice y concentraciones de cada vitamina entre
0.1 y 10 pg ml" de las mismas. Cada punto de la grafica de
calibrado corresponde a los valores medios obtenidos a partir de tres

medidas independientes. En la Tabla 1.11 se presentan las
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ecuaciones gue relacionan area de pico con concentracion. Ademas,
se incluyen los limites de deteccién calculados para una relacién
sefal/ruide igual a 3.

Tabla 1.11

Lineas de calibrado y limites de deteccién para la determinacion de

vitaminas K por el método propuesto

A (107 unidades B (10" unidades de

\aming de area) area/ g ml’)

rin=10) LD.*

-487 +1,08

6,58 + 0,89 0,9994
584 + 2,47 10,04 + 0,24 0,9983 28

5,849+ 2,04 847+ 0,22 0,94984 42

L.D.: limite de deteccian (S/N = 3) en pg inyectados.

La repstitividad del método fue estudiada con diez
inyecciones repetidas de dos disoluciones de muestras conteniendo
los analitos a dos nivelas de concentracian, 0,5 pg ml™" y 5 pg ml™.
Las desviaciones estandar relativas {RSD) fueron en todos los casos
inferiores a 0,8 %. Los valeres de RSD para los tiempos de retencion
durants un mismo dia a cada nivel de concentracian oscilaron entre
0.27 y 0,43 %, indicando una buena repreducibilidad. La precision
entre dias fue estudiada analizando el contenido de vitaminas K a

concantraciones de 5 pg ml”. Durante cince dias consecutives las
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muestras se inyectaron seis veces cada dia y los valores de RSD

para las areas de pico fusron menores que 1.8 %.

1.3.4 Aplicaciones

La utilidad analitica del sistema de deteccidén propuesto fue
contrastada aplicando el método al analisis de vitaminas K en una
variedad de muestras reales. Para cada musstra se registraron dos
cromatogramas para un solo paso de la muestra a través del
sistema, pues se conectaron “on-ling” el detector de diodos y &l
sistema fotoquimico-fluorescente, con la finalidad de comparar los

resultadns obtenidos con cada detector.

Se analizaron muestras vegetales {hojas de espinacas y coles
de Bruselas). El tratamiento de estas muestras fue el descrito en las

paginas 73y 74.

Tambkién se analizd una muestra de leche enriguecida para
bebés, que contenia vitamina K, Se pesd alrededor de 1 g de la
leche en polvo y se disolvid en 15 ml de agua caliente {temperatura
inferior a 40 “C). Se adicionaron 5 ml de disolucion reguladora
fosfato de pH 8, seguido de 1 g de lipasa y el contenido se mantuvo
en agitacion durante 5 min. Las muestras se incubaron durante 2 h a
37 “C, agitando brevemante a intervalos de 15 min para asegurar
una digestion eficiente. Después de enfriar a temperatura ambiente,
se afadieron 10 ml de etanol-metanol (95:5 viv) seguido de 1 g de
carbonato sodico, mezclando bien a continuacion. Después de la
adicion de 30 ml de hexano, los tubos se agitaron durante 5 min,
centrifugando seguidamente a 2000 x g durante 10 min. A

continuacion, se separarcn las fases y la fase superior de hexano se
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limpid por extraccion en fase sdlida como se ha descrito
anteriormente para los vegetales. El eluide de la extraccién se
evapord a sequedad en evaporador a vacio bajo nitrégeno y el

residuo se disolvid en 1 ml de metanal.

Ademas, se ha determinado la vitamina K contenida en tres
productos farmacéuticos comerciales. El tratamiento de la muestra
en estos casos fue el siguiente: para la determinacion del contenido
de vitamina K, contenida en ampollas de Konakion {Hoche) una
alicuota del producto se diluia 5000 veces con metanol. Para
determinar la vitamina Ks en Vitaendil CKP (Wasserman) se
pulverizarcn & tabletas y se peso una cantidad equivalente a unos
0.50 mg de vitamina K,, disolviendo en 10 ml de agua en un bafio
termostatico a 60 “C durants 5 min con la finalidad de ssparar los
componentes solubles en agua. Después de separar los residuos
por filtracian, se lavd dos veces con 2 ml de agua y finalmente se
disclvio en 50 ml de metancl. Una alicucta de esta disolucién se
diluyé 10 veces con metanol. Para el analisis de la formulacion
Caprofides Hemostatico (Fides-Raottapharm) una cantidad de polvo
equivalente a uncs 0,50 mg de vitamina K; se disolvié en 50 ml de

metanol. Una alicuota de la misma se diluyt diez veces con metanol.

Los datos de la Tabla 1.12 muestran el contenide de
filoquinona y menadiona en las muestras reales analizadas por
HPLC v como puede ohservarse, los resultados obtenidos con la
deteccién fotoquimica—fluorim étrica estan en excelente concordancia

con los obtenidos con el detactor fTotométrico.
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Tabla 1.12

Determinacion de vitaminas K en muestras reales

Muestra® Analito Meétodo propuesto Método de referencia
Vegetales
Espinacas K, 418+ 10 ug/o0qg 413+ 10 pg/1004q
Coles de Bruselas K, 249+ 10 pafiooqg 244 £ 10 pg/1004g

Preductos farmaceéuticos

Konakion K, 10,1 + 0,1 mg ml"' 10,0+ 0,1 mgml”
Caprofides K 10,2+ 01 mg/sobre 9.9+ 0,1 mg/sobre
Vitaendil GKP Ks 5.1+ 0,2mgiableta 5,0+ 0,2 mgitableta

Leche para lactantes

Nidina H.A. (Nestlé) K, 041+001pgg’  040:002pgg”

? Composicion: Konakion (por 1 mi}: filoguinona 10 mg: excipientes: acido glicocslico,
lecitina, hidroxido sadico, acido clorhidrico, agua. Caprofides hemostatico (por sobre de
3 g menadiona 10 myg; excipientes: sulfato de creatinina, sorbitol. Vitaendil CKP (por
comprimido}: menadiocna 5 mg, acido ascorbico 75 mg, rtosido 5 myg; excipiertes: gluten
44 85 mg, lactosa 58,15 mg, sacarosa 174,26 mg. Nidina H.A.. proteinas séricas
hidrolizadas, aceites vegetales, lactosa, dextrinomaltosa, sales minerales de potasio, cloro,
talcin, fosforo, sodin, magnesio, hierro, zinc, cobre y yodo, vitaminas {C, E, niacina, acido
pantotenice, A, riboflavina, Be, tiamina, acido folico, K, biotina, D ¥ Byz}, tauwrina, colina,
L-arginina, inosiml, L-histidina y L-carnitina.

Es interesante sefialar la selectividad adicional que
proporciona la deteccion fotoguimica—fluorescente, puesto que si
obtenemos dos cromatogramas consecutivamente, unc con la

lampara encendida y otro con la lampara apagada, observaremos
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que los picos correspondientes a la vitamina K desaparecen

complatamente cuando la lampara esta apagada.

Como conclusiones podemos afirmar que en estas
investigaciones se ha demostrado que la irradiacion con luz
ultravioleta de las vitaminas K, en medic micelar de SDS ¥y en
presencia de metanal, conduce a la forma hidroguinona, gue en esas
condiciones presenta una alta fluarescencia. El medic micelar crea
un microentorno en el que se estabilizan las formas reducidas de las
vitaminas K con un aumento notable de flucrescencia. Esto ha heche
posible trabajar en condiciones aerobias, evitando la necesidad de
desgasfificar el eluyente empleado en HPLC y los reactivos. Con esta
aproximacion se ha desarrollado un sistema de reduccidn
fotoquimica sencillo, eficiente y reproducible para la deteccion
fluorescente de las vitaminas K, previamente separadas por

cromatografia en fase reversa.

Comparando las caracteristicas de otros meétodos de
cromatografia liquida que se han propussto para estas vitaminas,
que utilizan reaccian post-columna y deteccion fluorescente {Tabla
1.13}, la alternativa aqui propuesta es mas simple, reproducible vy
gstable, aunque alguno de los presentados Sga un poco MAas

sensible.
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Tabla 1.13

Comparacion de métodos de cromatografia liquida para la determinacion de

vitaminas K con deteccion fluorescente

I_Esqug-[na de Analito Aerabico Reactivos
reaccion
Fotorreduccidn K, Mo 30 {38)
K3 20
Fotorreduccion K, Mo Acido 160 {19)
ascorbico
Reduccidn Kk, andlogos Mo NaClO, 25-60 {14}
electroquimica
K, epdxido &0
Reduccion K, Mo NaEH, 150 {19}
qQuimica
Mo {CHz)4NEzHz 150 {39}
Mo Zn 25 {15}
Mo Hz/txido de 25-80 {40}
platino
Kk, anédlogos Mo Ft'metanol o 2-7 (41, 429
etanol
Fotorreduccidn kK, Si Requladora 69 Este
acetato/S0OS trabajo
K, 28
Ka 42

L.D.: limite de deteccion en pg inyectados.
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SEPARACION DE BISFOSFONATOS POR HPLC
ACOPLADA A UN PROCESO FOTOQUIMICO-
FLUORESCENTE

2.1 ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

Durante décadas el pirofosfato y los polifosfatos han sido
utilizados para diversos propdsitos, entre ellos como aditivos en
polvos para lavar, como ingredientes activos en dentifricos o
afiadidos al agua para evitar depdsitos de carbonato calcico. El
pirofosfato y la fosfatasa alcalina estan presentes en el plasma,
orina, dientes y huesos, y se ha considerado su posible papel como
reguladores  fisiolégicos en  calcificacion {formacién) vy
descalcificacion {destruccion} del hueso {1)*. El esqueleto humano
contiene un 88 % del calcio corporal total en una forma cristalina que
semeja al mineral hidroxiapatito [Cao{PC4}s(HO)z] formande un
enrejado que también contiene ofros iones, entre ellos Na*, K*, Mg®*
y F . Una vez formado el hueso esta sujeto a un continua procaso de
desintegracién y formacion llamado ‘remodelamisnto™, en el qus
intervienen las células oseas osteoblastos y osteoclastos, ¥ gue

continda toda la vida.

* La bibliografia de este Capitulo se encuentra en la pagina 140,
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En &l proceso de ‘resorcion” sobre la superficie del hueso
aparecen sitios donde se producen pequefias cavidades; pero, una
vez terminada esta fase de resorcion, se empieza a reemplazar el
hueso resorbido con nuavos constituyentes de la matriz 6sea como
colageno, osteocalcina y otfras proteinas y, posteriormente,
comienza la fase de mineralizacion {2}. En circunstancias normales,
un ciclo de remodelamiento requiere unos Seis mMeses para

completarse.

DED _
superficie ® ff':i
Matrkz
H mwew
A B c D E F G [11] cakilicada

Figura 2.1. Ciclo de remodelamiento dseo.

A. Superficie trabecular en reposo; B: osteoclastos multinucleados hacen una
cavidad de unos 20 um; C: los fagocitos mononucleares completan la resorcion
hasta 60 um; D: se reclutan precursores de osteoblastos en 1a base de |la cavidad
de resorcidn; E: los osteoblastos secretan matriz nueva; F. se sigue secretando
matriz con inicio de calcificacion; G: se completa 1a mineralizacién de la matriz
nueva. El hueso ha vuelto a un estado latente, pero persiste un pequefio déficit de

la masa Gsea.

Cuando se completa cada ciclo de remodelamiento persisten
pequenios déficit, que acumulados durante toda la vida fundamentan
el fenémenao bien documentado de la pérdida de hueso vinculada a

la edad. Aparte de este hacho, existen alteracicnes en el procesc de
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remodelamiento que se producen por diversos estimulos como
insuficiencias en la dieta, hormonas y farmacos, entre otros. Los
ejemplos incluyen hipertiroidismo, dosis altas de corticosteroides o

de etanol y deficiencia de estrogenos.

Para el tratamientc de las alteraciones o6seas s5e ha
comprobado que los pirofosfatos y polifosfatos, administrados tanto
ocralmente como en inyectables, no son efectives debido
posiblemente a qus estos compuestos se hidrolizan rapidaments.
Por ello, entre otras alternativas terapéuticas para el tratamiento de
enfermedadas que afectan al esqueleto se han desarrcllado otros
compuestes  analogos del pirofosfato, los  difosfonatos o
hisfosfonatos, en los que el oxigeno enlazado a los dos atomos de
tasforo es reemplazado por un atomo de carbono can el resultado de
una mayar resistencia a la hidrolisis debido al enlace quimicamente
estable P-C—-P. El interés inicial de los bisfosfonatos se centrd en la
sintesis del acido etano-1-hidroxi-1,1 -bisfosfénico (EHDP} y su
potencial aplicacion como aditive en detergentes. Imporantes
efactos fisinldgicos fueron dascubiertos {3} y como consecuancia se
sintetizaron varics acidos bisfosfdnicos y sus sales, sometiendo a
evaluacion sus efectos terapéuticos. La estructura general de los

bisfosfonatos se presenta en la Figura 2.2.

Figura 2.2. Estructura general de los bisfosfonatos.
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Ambos grupos fosfonato se requieren para gue exista la
maxima afinidad con &l huesc y pueda relacionarse con la
posibilidad de enlazarse/complejarse simultaneamente con mas de
un calcio por molécula. La afinidad con el hueso y las caracteristicas
antirresortivas parece ser que son propiedades independientes de
estos compuestos y, posiblemente, su capacidad complejante puede
simplemente servir para que estos farmacos se localicen en el lugar
de los osteoblastos y osteoclastos. Es decir, el enlace en el hueso es
necesario para la actividad antirresortiva, sin embargo, dos
compuestas con similares capacidades enlazantes puaden mostrar

diferentes propiedades antirresortivas.

En la actualidad los bisfosfonates se utilizan en el tratamiente
de pacientes con varios desdrdenes que afectan al esqusleto,
incluyendo osteoporesis, enfermedades de los huesos por
metastasis y la enfermedad de Paget. Sus propiedades especificas
varian dependiendo de la estructura de las moléculas de los
diferentes bisfosfonatos, puesto que la parte bioactiva de los mismos
implica la cadena Ry de la molécula, que se considera responsable
de su efecto sobre la resorcidn Gsea puesto que pequefos cambios
en esta parte de la estructura {presentada en la Figura 2.2} pueden
dar lugar a grandes diferancias en sus caracteristicas antirresortivas.
La actuacion y enlace de estos compuestes en el mineral del hueso
estan determinados por el ligando bi- o tridentado de la molécula. Se
ha constatado que las estructuras mas efectivas para enlazar con el
mineral del hueso consisten en dos grupos fosfonate unidos a un
atomo de carbono central y la sustitucion de Ry por un grupo

hidroxile o amino, gque hace posible la formacidén de enlaces
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tridentados. Alguncs de los bisfosfonatos mas importantes se

presentan en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1

Estructura de los principales bisfosfonatos

o R O

O=P—C—P=0

o R O
Bisfosfonato H, H.
12 Generacion Etidronato OH CHs
Clodronato Cl Cl
22 Generacion Famidionato OH CHz-CHa-NH:
Alendronato OH CHa-CHz-CHa-NH:
Tiludronato H —S—QCI
32 Generacion Risedronato CH _CH,- < T >

N

Los derivados diclore {clodronato) e hidroxialquil {etidronato)
en altas dosis inhiben la mineralizacién y resorcian del hueso. Como

se ha comentado anteriorments, la incorporacion de OH en el G,
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optimiza la actividad con el hidroxiapatito, asi como sl efecto
antirresortivo. La incorporacian del sustituyente 4-clorctiofenil en &l
C, también mejora la actividad antirresortiva. Esto ocurre con el
tiludronato (bisfosfonato de 2* generacién) que presenta una
actividad diez veces supericr al alendronato, uno de los primeros

compuestos sintetizados.

La presencia de una cadena alquilamino en Gy aumenta las
propiedades antirresortivas y de mineralizacién. La lengitud de la
cadena carbonada es importante y se ha comprobado que es
conveniente que sea de entre 2 ¥ 5 carbonos, siendo las mas

efectivas las de 3 carbonos.

Finalmente, la presencia de un nitrdgeno heterociclico
{piridina} en el carbono Cy mejora la potencia antirresortiva, como
ocurre con el risedronate, farmaco de tercera generacion 5000 veces

mas potente que el etidronato.

Se han comparado las actividades antirresortivas de algunos
de estos compuestos y la potencia relativa de los mismos sigue el

siguiente orden:
Risedronato = Alendionato = Pamidronato = Clodronato = Etidronato

Dada su efectividad en la prevencion de las pérdidas de
hueso asociadas a la osteoporosis, tratamienta de la enfermadad de
Paget v, ademas, que alguno de ellos se administra en conjuncién
con agentes neoplasticos en terapias para cierntos tipos de cancer, es
evidente la necesidad de disponer de métodos analiticos sensibles,
especificos y exactos que permitan la evaluacion de bisfosfonatos

tanto en preparados farmacéuticos como en liquidos hiologicos.
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Los métodos analiticos que inicialmente fueron utilizados para
determinar bisfosfonatos incluyen la valoracion de los acidos
bisfosfonicos comeo acidos (3-5), la valoracidn del complejo con el
Th* con el acido diaminociclohexanctetraacético con deteccion
fotométrica del punto final (6) v la determinacién espectrofotomeétrica
después de la conversian del bisfosfonato en fosfato, seguida de la

formacian de fasfomolibdato (7).

El desarrollo de procedimientos cromatograficos para el
analisis de bisfosfonatos presenta como problemas principales los

siguientses:

1. Los bisfosfonatos contienen dos grupos fosfato unidos a un
unico atomo de carbono; esto significa una dificultad para su
retencidn sobre fases estacionarias no polares, tales como las

columnas Gz y Cs.

2. Estos compuestos tienen varios valores de pKa que se
extienden en el intervale completo de pH, haciendo dificil mantener

una Unica especie en disolucion para la separacion cromatografica.

3. Los bisfosfonatos pueden formar quelatos con iohes
metalices o con superficies metalicas, produciendo picos

cromatograficos con colas.

4. No son especies faciles de detectar puasto que, en general,
no presentan absorcidn (el acido risedronico es una excepcion), ni
fluorescencia.

5. La cromatografia de gases no es facil de aplicar a los

bisfosfonatos a causa de su baja volatilidad y naturaleza polar.
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6. Ademas, hay que hacer notar la complicacién gue supong
la deteccién simultanea de bisfosfonatos, debido a que sus
estructuras son muy similares, puesto que en la mayoria de ellos la

unica diferencia se encuentra en la cadena R; de la féammula general.

A pesar de estos inconvenientes, varios métodos
cromatograficos han sido propuestos para la determinacién de este
tipo de sustancias, en la mayor parte de los casos dirigidos a la
determinacién de un unico bisfosfenate. Asi, el clodronate ha side
determinado por cromatografia de gases—espectrometria de masas
{8); sin embargo, este meétodo requiere derivatizacion vy,
consecuentemente, un censumeo de tiempo en esta etapa previa. Por
otra parte la aplicacion de HPLC a los bisfosfonatos con sus dos
grupos ionizables de fuerte polaridad se puedse realizar utilizando
cromatografia de intercambio ignico o afadiende en la fase movil un
reactiva formador de pares iénicos {8). Como se ha sehalado
anteriormente, en general estos compuastos carecen de grupos
crombforos o fluoréforos y, por ello, para su deteccidon se han
propuesto métodos indirectos {espectrofotomeatria en el UV o
flucrescencia) mediante la adicién a la fase movil de reactivos de

caracteristicas absorbentes o fluorescentes {10, 11}.

Se han desarrollado también técnicas directas de deteccidn
en el UV o fluorescentes, intreduciendo un croméfore {12, 13) o un
fluoréforo {(14-16} en las moléculas del analito a través de una
reaccién de derivatizacion pre- o post-columna. De esta forma se
consigue mejorar tanto la separacion cromatografica como los
limites de deteccidn. Otra alternativa es recurrir a una reaccion de
derivatizacion que introduzca un grupo slactroguimicamente active

que permita la deteccian electroguimica {16, 17}.
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Hay gue destacar que la aplicacion del tandem cromatografia
liguida—espectrometria de masas no es muy facil en el caso de los
bisfosfonatos. La experiencia ha demostrado que pueden producirse
diferentes proporciones de iones cargados y promaver la formacion
de aductos en las condiciones de icnizacién de la camara de
electronebulizacion, factores que en definitiva limitan la sensibilidad

del ensayo.

La ruptura oxidativa del enlace P—C para liberar fosfato ha
sido empleada para la deteccian de los bisfosfonatos. Tal oxidacion
puede efactuarse por accién del peraxidisulfato en caliente {18} o por
irradiacion con luz UV {19, 20}. El fosfato formado reaccicna con
maolibdato para dar acido 12-molibdofosforica {12-MPAj,
heteropoliacido que se reduce posteriormente con acido ascorbico
{18} o por irradiacion {20}. El azul de molibdeno formade se detecta
espectrofotométricamente. Sin embargo, no hemos encontrado
ninguno de estos metodos mencionados aplicado a la determinacién
de mezclas de bisfosfonatos. Hasta la fecha sélo aparece en la
bibliografia un articulo dedicado a la determinacidn simultanesa de
varios bisfosfonates ({(concretamente alendrenato, etidronato,
pamidronato y zoledronato} que, una vez separados con una
columna Cqa, usando como eluyente una mezcla de n-amilamina con
agua—acetonitrilo, se detectan por un procedimiento de dispersion de
la luz {21}. El métedo no es muy sensible {limites de deteccidn en &l
intervalo comprendido entre 15 — 18 ug mi™) y, ademas, el pico de

elucién del etidronato es muy ancho.

Consideramos de gran interés desarrollar un método qus
permita la detemminacion de distintos bisfosfonatos en una misma

muestra, que se caracterice por su seguridad, robustez y, a ser
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posible, sencillez, y que presente mayor sensibilidad que los

procedimientas descritos en la hiblingrafia.

Hemos seleccionado para la separacion la cromatografia
liquida en fase raversa {RP-LC) porque su sensibilidad es superior a
la cromatografia de intercambio i6nico {IEC). Dado que nuestro
Equipo de investigacion esta familiarizade y tiene experiencias
previas en estudios de fotooxidaciones asistidas con peroxidisulfato
para transformar compuestos organofosforados en fosfato (22-25),
decidimos utilizar esta técnica come un sistema de derivatizacion
post-columna. Nuestra meta era establecer un méatodo basado en
RP-LC de pares idonicos con deteccion fluorescente para determinar
hisfosfonatos {alendronato, etidronato, ibandronato y risedronato} en
muestras biclagicas. Para ello los bisfosfonatos eluidos de la
columna se fotodegradaban a ortofosfato y reaccionaban con el
anion molibdato para formar el heteropoliacido correspondiente
{12-MPA), compuesto capaz de oxidar la tiamina a tiocromo,

especie de intensa fluorescencia.

2.2 SEPARACION CROMATOGRAFICA DE LOS ACIDOS
ALENDRONICO, ETIDRONICO, IBANDRONICO Y RISEDRCNICO

Enla Tabla 2.2 se presenta la estructura de los cuatre acidos
bisfosfénicos seleccionados para este estudic. Estos son acidos
tetrapraticos de fuerza moderada que a pH elevado se encuentran
como aniones multivalentes (26); por ello, son muy dificiles de
separar por aplicacion de la cromatografia liguida en fase normal.
Tambign, debido a sus cortas cadenas alquilicas no se retienen

tacilmente por fases estacionarias no polares utilizadas en fase
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reversa. Por este motivo nos ha parecido que el método mas
conveniente para investigar su separacion era la cromatografia de
pares ibnicos en fase reversa (RP-IPC), ya que los pares de iones
con aminas cuaternarias o terciarias son mejor retenidos por fases

estacionarias trabajando en fase reversa.

Tabla 2.2

Estructura de los dcidos bisfosfonicos seleccionados

OH R OH

O=P—C—P=0

OH OH C©CH
H Abreviatura Nombre
{CHz)a — NH; ALEN Acido alendronico
CH, ETID Acido etidronico
CHz — {CHz)s — N{CH3){CH2)2 IBAN Acido ibandronico

CH, — 5; ‘; RISE Acido risedronico

N
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Esta separacion se sigue por fluorescencia empleando una
técnica de derivatizacian post-columna con el sistema instrumental

representado en la Figura 2.3.

q Muestra
1

Vi

Fase movil Columna | Interfasel""--

Bombas
HPLC

L, . T EBER
Ri—§% £ 7 PC
Rz e L3 ; ,.i"l
Detectork”
Lampara UY
Hﬂ, Bl
Ra N » Residuos

Bomba peristaltica

Figura 2.3. Esquema RP-IFC con deteccidn fluorescente post-columna empleado

en la determinacidn de bisfosfonatos.

Fase mdvil = disolucidn requladora borato 50 mM de pH 9 conteniendo bromuro de
tetrabutilamonio 0,25 mM y EDTA 0,5 mM-acetonitilo {97:3 v (1 ml min'y;
R, = peroxidisulfato potasico 6 g ' y tetraborato sodico 19 g ' (1,5 ml min™'y;
R: = molitdato amonico 3,9 g [ y dcido nitrico 0,5 M (1,5 ml min"}; Rz = tiamina
1 g " {8 m min'y;, B, = amoniaco 5 M (1,6 ml min™); L, = folorrector; L, v

L; = reactores; ¥l = valvula de inyeccion; PM = punto de mezcla.
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El esquema instrumental presentado en la Fig. 2.3 consiste en
un equipo de cromatografia liquida Beckman Coulter compuasto por
un moédulo de disolventes System Gold 125 NM, un detector de
diodos en serie System Gold 168 y una valvula de inyeccion
Rheodyne. El detector de fluorescencia es un SLM-Aminco Bowman
Series 2. El espectrofluocrimetro esta equipado con una célula de
flujo FP284 Therma Spectronic de 8 pl de volumen interno y 10 mm
de paso de luz. Este fluorimetro estad conectado al cromatégrafo a
través de una interfase Beckman. Se han utilizado dos tipos de
columnas: 1) Ultrasphere C+z de Beckman y 2} Tracer Excal 120 Ca

de Teknokroma.

El sistema de deteccidn post-columna utiliza dos bombas
peristalticas Gilson Minipuls-3 para liberar los reactivos y tubos de
PTFE {excepto para las bombas que son de Tygon). Se ha incluido
un fotorreactor formado por una espiral de tubo de PTFE arrollado
alrededor de una lampara de mercuric Spectronic, cuya principal
linea espectral esta a 254 nm. La lampara y el fotorreactor estan
alojados en una caja metalica cuyas paredes se han recubiernto con

espejos.

2.2.1 Sistema de deteccién post-columna

El sistema post-columna utilizado para conseguir una senal
fluorescente de los bisfosfonatos se presenta en la Figura 2.3. Las
etapas implicadas en el proceso son: 1) fotooxidacion de los
bisfosfonatos a fosfate; 2) formacien del heteropoliacide 12-MPA a

través de la reaccién entre el ortofosfato resultante de la fotolisis vy &l
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anién maolibdato, y 3) oxidacién por el 12-MPA de la tiamina a

tiocromo fluorescente.

Para facilitar el estudio de las condicicnes mas eficientes para
conseguir la maxima fluorescencia se realizaron una serie de
experiencias sin utilizar columna. Estos estudios se presentan a

continuacion.

2.2.1.1 Fotooxidacion de los acidos alendronico, etidronico,

ibandrénico y risedrénico

La fotolisis de compuestos organicos del fosforo asistida por
el peroxidisulfato ha sido empleada en la determinacion de un
bisfosfonato, concretamente el acido 2-tioetanc-1,1-bisfosfanico, vy
en la de algunos fosfatos organicos y pesticidas crganofosforados
por HPLC {19, 20, 25, 27, 28} y por analisis por inyeccion en flujo
{23, 29, 30). El alto rendimiento con gue franscurren estas
reacciones probablemente se debe a la presencia de radicales
hidroxilo que se generan en la fotolisis del peroxidisulfato {31).
Utilizando para la fotolisis una lampara de mercurio de baja presién,
se estudid la eficiencia de la fotoconversion de ALEN, ETID, IBAN v
RISE a fosfato en relaciéan con el pH del medio ¥ con la
concentracidn de peroxidisulfato. Las sefiales de fluorescencia
obtenidas para cada bisfoesfonato se relacionaban con la
correspondiente a cantidades equivalentes de ortofosfato,
comprobandose gue las eficiencias de las reacciones fotoquimicas
se aproximaban al 100 % cuando la concentracidon de peroxidisulfato
era superior a 4,5 g I y se trabajaba en medics fuertements acidos

o basicos.
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A concentraciones superiores a 8,0 g I de peroxidisulfato se
forman burbujas de oxigeno y de ozono durante la fotolisis, hecho
incompatible con el sistema de deteccidon. La estrategia adoptada
implica utilizar para cada conjunto de condiciones la mas alta
concentracion de peroxidisulfato con la que no aparezcan burbujas
en la célula de deteccion. También, con la finalidad de minimizar la
formacian de burbujas de didxido de carbono en la fotooxidacian de
los bisfosfonatos se trabajd en un medio basico. Finalmente, una
disolucian alcalina de perexidisulfato, conteniende 50 g I’ de
peroxidisulfato potasico y 18 g |7 de tetraborato sédico, ajustada a
pH 9, fue la seleccionada para realizar las experiencias posteriores.
En esas condiciocnes la eficiencia de la fotolisis de los cuatre
hisfosfonatos ensayados se encontraba comprendida en el rango desl

70 -100 % y, ademas, no se observaba aparicion de burbujas.

Como es obvio, la reaccién fotoquimica esta muy afectada por
el tiempo de residencia de la muestra en el fotorreactor. Los tiempos
de irradiacion se controlan con la longitud del fotorreactor {longitud
de tubo enrollade a la lampara en la zona de iluminacion) y/o por &l
caudal de las corrientes portadora {gl eluyente cuandec el sistema
estd conectado a la columna cromatografical v de peroxidisulfato
alcalino. Fue posible conseguir una alta eficiencia en la
fotoconversion de ALEN, ETID, IBAN y RISE con un tiempo de
irradiacion de 14 s. El efecto de la longitud del fotorreactor fue
examinado en el intervalo de 1 a 4 m, estableciendo un tiempo de
residencia fijo de 14 s. Las mayores intensidades de fluorescencia
para los cuatra analitos objeto de estudio se encontraron cuando la
longitud del reactor era de 3.0 m. Por otro lado, se realizaron

experiencias comprobando el efecto producido sobre las areas de
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pico cuando los caudales de la corriente portadora y de
peroxidisulfato se variaban entre los intarvales 0,8 — 1,2 ml min™ y
1,3 - 1,7 ml min”, respectivamente, manteniendo fijo el caudal total
{a un valor de 2,5 ml min™}. Las mayeres alturas de pice se obtenian
cuando el caudal para la corriente portadora erade 1,0 mimin™ y de

1,5 mlmin” para la diselucian de peroxidisulfato.

2.2.1.2 Formacion del heteropoliacido 12-MPA

Teniendo en cuenta gue la reaccibn de molibdato con
ortofosfato requiers un medio acido, las disoluciones de molibdato se
prepararon en medio acido, comprobando que la respuesta mas alta

se conseguia cuando se utilizaba acido nitrico 0.5 M.

Se estudié también la influencia de la concentracion de
malibdato en la formacion del 12-MPA, empleando discluciones de
maolibdato amanica en el intervalo de concentraciones comprendido
entre 1,0 v 50 g I" disuehas en acido nitrico 0,5 M. La sefal
aumenta gradualmente hasta una concentracion de molibdato
aménico igual a 38 g 17 y a partir de ese valor permanece
practicamente constante (Fig. 2.4). Se selecciond utilizar una
disolucian de molibdate aménice de 3.8 g I' de concentracién,
preparada en acido nitrico 0,5 M, la cual circulaba a través del canal

R: del esquema disenado.

La influencia de la longitud del reactor Lp, en el gue transcurrg
la formacién de 12-MPA, se comprobd en el rango de 0 — 200 cm.
Un reactor de 100 cm de longitud era suficiente para obtener la
maxima sefal, ya que la formacién del heteropoliacido tenia lugar

rapidamente.
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Intensidad de fluorescencia
ho L B

{MNH, LMo, (g I}

Figura 2.4. Efecto de |z concentracidn de molibdato sobre la sefial fluorescente.

Concentracion de los analitos 8x10° M. () RISE; {v) ALEN; (o) ETID; (=) IBAN.

2.2.1.3 Oxidacion de la tiamina a tiocromo

La oxidacion de la tiamina a tiocrome por el 12-MPA depende
del pH. La fluorescencia aumenta continuamente cuando los valores
de pH se varian de 3 a 10 y por encima de ase valor permaneace
constante. Como la disclucion emergente del reactor L: contenia
acido nitrico, una disolucién de amoniaco 5 M {Fig. 2.5 A} se
bombeaba a través del canal R, de forma que el pH resultante
después de la mezcla de ambas corrientes se acercara lo maximo

posible al valor éptimo.
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La altura de pico también estaba afectada por la
concentracion  de tiamina. La sefial fluorescente aumenta
notablemente hasta una concentracién de tiamina de 1 g 17,
permaneciendo virtualmente constante a partir de este valor {Figura
2.5 B). Para posteriores estudios se selecciond trabajar con

disoluciones de tiaminade 1 g7

Intensidad de fluorescencia
Mha (o] £y
\\\b
Ma (Y] oY
j\le

|:| 1 1 1 1 1 1 G 1 1 1 1 1 1 1
a 1 2 i 4 8 8 7 g0 95 10 15 20 25 30

Tiarnina g I'1]

Figura 2.5. Efecto de |a concentracidn de amoniaco (A) y de tiamina (B) sobre la

sefial de fluorescencia.

Concentracion de los analitos 8x10° M. (o) RISE; {v) ALEN; (o) ETID; (=) IBAN.
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Un reactor Lz se introdujo para mezclar la disolucion de
amoniaco y tiamina con 12-MPA y se observd que cuando se
variaba la longitud de Ls; desde 50 a 150 om, la sefial aumentaba

hasta los 100 cm, que fue la longitud seleccionada.

Los caudales de amoniaco y tiamina se variaron entre 1,0 y
2,5 ml min™, perc teniendo en cuenta que el caudal total siempre se
mantenia a 3,2 ml min'. La maxima altura de pico se observd

cuando se utilizaba un caudal de 1,6 ml min” en cada canal.

En estos estudios se han utilizado para las medidas de
fluorescencia e 375 nM ¥ ke 440 nm, de acuerdo con el espectro

de fluorescencia del tiocromo {Fig. 2.6}.

Intensidad de floorescencia

0 1 1 | 1
304 350 4] 450 500 550

Longited de onda (nmy

Figura 2.6. Espectros de excitacidn (A) ¥y emision (B) de fluorescencia del

tiocromo.
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2.2.2 Desarrollo del método cromatografico

2.2.2.1 Seleccidn de la columna cromatografica

En primer términc se evalué el comportamiento de las
columnas Cs ¥ Ciz como fases estacionarias para la separacion de
los  bisfosfonatos  seleccionados  utilizando  un reactivo
tetraalquilamonioc como formador de pares i6nicos y acetonitrilo
{4:86) como fase movil. Se escogio la columna G,z para trabajos
posteriores porque conducia a una mejor separacion de los
hisfosfonatos y los tiempos de retencién de los diferentes analitos

eran mas reproducibles.

2.2.2.2 Seleccion del reactivo formador de pares ionicos para la

separacion de bisfosfonatos

La naturaleza del reactivo formador de pares idnicos es de
gran importancia para la eficiencia en la separacion de diferantes
mezclas usando PR-IPC. Generalmente, un par iénico dado se
selecciona para asegurar una significativa retencion sobre la
columna del reactivo o del par iénico a una concentracién razonable
{32). Para la separacion de ALEN, ETID, IBAN y RISE se investigo el
comportamiento de cloruro de tetrastilamonio, cloruro  de
tetrabutilamonic vy clorure de tetraoctilamonio. En presencia de
tetraetilamonio los cuatro bisfosfonatos eluian  practicamente
cercanos al disclvente, es decir, no eran retenidos por la fase
estacionaria C,3. Cuando se utilizaba tetrabutilamonio (TBA}) los
cuatro compuestos se retenian bien y sus factores de capacidad
eran aceptables. Con cadenas alquilicas mas largas, caso del idn

tetraoctilamonin, todos los  bisfosfonatos  eran  retenidos  tan
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fuertemente que no se detectaban ni siquiera después de

transcurridos 40 min desde la inyaccian.

2.2.2.3 Efecto de la concentracion de TBA

En la Figura 2.7 se muestra el efecto de la concentracion del
reactivo TBA sobre la retencién del analito trabajando con una
disolucién reguladora borato de pH 8 a una concentracién constante
{50 mM) ¥ un porcentaje de acetonitrilo del 4 %. Los tiempos de
retencion de los cuatro bisfosfonatos aumentan cuando lo hace la
concentracién de TBA de 0 a 0,5 mM. Una concentracion de TBA
0.25 mM fue la seleccionada, ya que en estas condiciones los cuatro
bisfosfonatos se separaban satisfactoriamente y los tiempos de

retencidn no eran largos.

i

20 F

Fattor de capacidad

a4 a1 a2 a3 a4 4.5

TBA (mM}

Figura 2.7. Variacion de los factores de capacidad de los bisfosfonatos con 1a
concentracion de TEA en presencia de una disolucion reguladora borato 50 mhi de
pH 9 v 4 % de acetonitrilo. (s} ALEN; (o) ETID; (&) IBAN, () RISE.
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2.2.2.4 Efecto del pH de la fase movil

Los acidas hisfosfénicos son tetraproticos con valores de pKa
que se extienden en todo el intervalo de pH; asi, el pH de la fase
mavil debe utilizarse para el control de la carga anidnica, 1o que tiene
un efecto significativo sobre la retencién y la forma del pico. En la
Figura 2.8 se muestra la influencia del pH de la disolucién reguladora
borato sobre los factores de capacidad de ALEN, ETID, IBAN y
RISE, frabajandc siempre con concentraciones fijas de TBA
(0,25 mM} y acetonitrilo {4 %) Se observd que a un pH 8,0 los
analitos se separaban unos de otros de forma satisfactoria. Ademas,
los picos mostraban una buena forma, quiza debido a que los
analitos se encontraban mayoritariamente en una sola forma iénica
con capacidad de formar pares idnicos sstables con los iones
positivos del TBA.

Factor de capacidad
B =

pH

Figura 2.8. Variacidn de |os factores de capacidad de los bisfosfonatos con el pH
de |a fase mdvil en presencia de una disolucidn requladora borato 50 mi,
TEA 0,25 mM y 4 % de acetonitrilo. {#) ALEM; () ETID; {~) IBAN; { v) RISE.
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2.2.2.5 Efecto de los modificadores organicos sobre Ia

separacion

La presencia de disolventes no acuosos en la fase mavil, tales
como metancl y acetonitrilo, tambiégn fue estudiada. Debido a que la
sensibilidad del sistema de dsteccién se reducia drasticamente
cuando el metanol estaba presente, se selecciond comao modificador
organico el acetonitrilo. Resultados preliminares demaostraban gue la
forma ds los picos mesjoraba cuando el acetonitrilo estaba presents,
y ademas, se comprobd que los tiempos de retencién para cada uno
de los analites disminuian cuande s& aumentaba la concentracion de
acetonitrilo, tal como queda patente en la Figura 2.8. Una separacion
muy buena se conseguia cuando la concentracion de acetonitrilo era
del 3 % vy esta concentracién se utilizé en todos los estudios

posteriores.

40 F

Factor de sapacidad
= B =
T T T

Acetonitrilo (%)

Figura 2.9. Variacion de los factores de capacidad de los bistosfonatos con el
porcentaje de acetonitrilo en presencia de una disolucidn reguladora borato 50 mi
depH 9y TEA 0,25 mM. (&) ALEN; (o) ETID; (=) IBAN; {+}) BISE.
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2.2.3 Determinacion de los acidos alendronico, etidronico,

ibandrénico y risedrénico

La separacion de los cuatro acidos bisfosfonicos se realize
sobre una columna G,z {Ultrasphere GDS de 45 mm x 4,6 mm,
5 umj}, utilizando como fase mévil una mezcla de acetonitrilo (3 %) v
disolucion reguladora borato de pH 9 y de concentracion 50 mi
{97 %]}, conteniendo TBA, ajustada a pH 8 con ayuda de hidroxido
sadico. La concentracion de TBA en la mezela era 0,25 mM. El
orden de retencién en estas condicionas es ALEN < ETID « RISE «
IBAN. Todos los picos cromatograficos estaban bien separados pero
se observaba la presencia de colas, problema probablemente
asociado a la contaminacion con metales. Los bisfosfonatos tienen
propiedades quelatantes muy acusadas y, por tanto, pueden
interaccionar con los metales en el sistema de cromatografia liquida.
Hemos comprobado que la adician de EDTA 0.5 mid a la fase movil
descrita, mejora espectacularmente la forma de los picos y, ademas,
disminuye ligeramente los tiempos de retencidon de los cuatro

analitos.

El eluido de |a columna de LC se mezclaba con la corriente de
peroxidisulfato alcalino {peroxidisulfato potasico 5 g I y tetraborato
sadico 19 g I'; caudal 1,5 ml min™} y entonces se irradiaba bajo la
luz UV a su paso por el fotorreactor donde tenia lugar la
fotodegradacion de los bisfosfonatos a ortofosfato. La disoclucion
emergente del fotorreactor se unia sucesivamente a las corrientes
de molibdato {melibdato aménico 3,9 g I y acido nitico 0,5 M;
caudal 1,5 ml min™}, tiamina (1 g I'"; caudal 1,6 ml min™} y amoniaco

(5 M; caudal 1,6 ml min™}. Finalments, la fluorescencia del tiocromo
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formadeo por oxidacion de la tiamina por el 12-MPA se media a

440 nm, excitando a 375 nm.

En la Figura 2.10 se presentan los cromatogramas tipicos
obtenidos para los cuatro bisfosfonatos cuando se trabaja en las
condiciones o&ptimas. Los valores de resolucidn para los picos
adyacentes (1}, {2}, {3} y {4}, que corresponden a ALEN, ETID, RISE
e IBAN fuercn 3,5, 2,7 v 4,0, respectivaments.

m

Intensidad de flworescencia (V)

Tiempo {min)

Figura 2.10. Cromatograma tipico de una disolucidn estandar de los cuatro

bisfosfonatos.

Picos: (1) ALEN 8,0 uM, t, 1,986 min; (2) ETID 80 pM, t 4388 min;
(3) RISE 8,5 UM, 1, 7,333 min; (4} [BAN 8,0 uM, 1, 12,849 min.
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2.2.4 Validacion del métedo

El métoda RP-IPC para la determinacién simultanea de
ALEN, ETID, IBEAN y RISE fue validado por determinacion de sus
principales caracteristicas: lingalidad, limite de deteccion,
repetitividad, precision, robustez y selectividad. Para comprobar la
linealidad se prepararon una serie de disoluciones estandar de los
bisfasfonatos en el intervalo de concentracion comprendido entre 0,1
y 200 uM que fuercn analizadas {al menos se utilizaron 18 muestras
cubriendo el rango de concentraciones indicadas). Cada punto de
las graficas de calibrado correspondes al valor medio de tres madidas
independientes de areas de pico. La linealidad entre area de pico y
concentracion era buena para los cuatro analitos, lo que viene
demastrado por los valores encontrados para los coeficientes de
regresion {r), mayores que 0,888 en todos los casos. Los limites de
deteccion, estimados de acuerdo con las recomendaciones de la
IUPAC (33}, fueron menores gue 72 nM. En la Tabla 2.3 ss
presentan las ecuaciones correspondientes a las rectas de regresion
obtenidas a partir de los valores experimentales, asi como los limites

de deteccion.



Tabla 2.3

Parametros de las graficas de calibracion y limites de deteccion

Taarnt Limite de
Analito Rango lineal {ph) s e B {10° unidades de:gcpmn
.o . i (N
de area) de area/uM) .
ALEN 0,10 - 6,0 {0,025 — 1,49} 1,74 £ 0,25 50,6 £ 1,0 0,9983 23
6,0 - 100 {1,448 — 24,9) 126 +1,6 4,88 + 01,24 0,9987
ETID 0,20 — 6,0 {0,041 — 1,24} 2,08 £ 0,20 47,5+ 0,7 0,99493 28
6.0 - 80 (1,24 — 16,5} 7.28911,22 8,43 + 0,28 0,9980
IBEAN 0,60 — 8,0 {0,189 - 2,55) 3,34 + 0,21 41,3+05 0,99496 72
8,0 - 200 {2,55 - 63,8) 4,48 + 2,14 8,65 + 0,23 0,9986
RISE 0,10 — 8,0 {0,028 — 2,26} 3,00 £ 0,82 134 £ 2 0,9988 13
4.0-100{1,13 - 28,3 514 £ 1,12 16,7+ 0,2 0.9985

G Concentracion de analito en uM; A: ordenada en el origen de las rectas de calibrado; B: pendiente de |as rectas de calibrado. Los

datos entre paréntesis corresponden al rango de linealidad de los bisfosfonatos expresado en pg mi™.
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La precisién en &l dia se calculé con inyacciones rapetidas de
dos muestras conteniendo los cuatro analitos a dos concentracicnes
diferentas. La desviacidén estandar relativa {(RSD) siempre fue menor
que 1,53 %. La precision entre dias se estudid analizando las
muestras ya Iindicadas durante cinco dias consecutivos. Cada
muestra se inyectaba en &l sistema cromatografico tres veces cada
dia; la RSD para las areas de pico fue menor gue 225 %.
Resultados mas detallados se prasentan en la Tabla 2.4 que se

incluye a continuacion.

Tabla 2.4

Precisidn y exactitud

. Hepetitivid ad Heproducibilidad
Concentracion

(M) RSD Exactitud RSD Exactitud

(%) (%) (%) (%)

Alendronato
1.0
40,0

Etidronato
1,0
40,0

lbandronato
1.0
40,0

Risedronato
1.0
40,0
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La robustez del métode fue evaluada variando
deliberadamente los parametros que afectan tanto al sistema de
deteccion como a la separacian cromatografica. Manteniendo fijas
las condiciones cromatograficas en sus valores optimos, se varid la
concentracion de los reactives peroxidisulfato potasico (4 — 6 g 17,
melibdate aménico (3.5 — 4,5 g I}, tiamina (0.8 - 15 g I}y ¥
amoniaco {4,5 — 5,5 M}, el tiempo de irradiacion {10 — 20 s} ¥ la
lengitud de los reactores Ly {150 = 350 cmy), Ly (80 — 150 cm) y Ls
{80 — 150 cm} vy los cambios observados para la senal flucrescente
de cada bisfosfonate fueron infericres al 10 %. Cuando los
parametros anteriores se fijaron en sus valores optimos y se variaron
las caracteristicas de la fase mavil caudal (0,8 — 1,2 ml min™}, pH
{8.0 — 10,0}, concentracién de TBA (0,22 - 0,28 mM}, concentracion
de EDTA (0,3 - 0,7 mM} y porcentaje de acetonitrilo (2.8 — 3,5 %), la
resolucion entre los picos adyacentes continud siendo satisfactoria,
pero los tiempos de retencidn de los analitos experimentaron

variaciones de hasta un 12 %.

El método se puede considerar como muy selectiva debido a
que pocos compuestos daran respuesta en este sistema de
deteccién post-columna. Es importante hacer notar el hecho de que
el fosfato, que obviamente responde a este sistema de deteccidn
post-columna, coeluye con el ALEN y, por tanto, interfiere en la
determinacion de este bisfosfonato. Sin embargo, cuando la
concentracion de fosfato es menor que diez veces la de ALEN esta
interferencia puede superarse comparando la medida obtenida con
la encontrada cuando con el mismo sistema cromatografico se

trabaja con la lampara UV del foterreactor apagada.
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2.2.5 Aplicaciones

Las ventajas que aporta el sistema de detaccidon seleccionado
para seguir la separacion cromatografica de los bisfosfonatos
conducen a cromatagramas muy simples a la hora de la aplicacidn
del método propuesto a la determinacién de problemas reales. Para
evaluar la aplicabilidad del presente método se han analizado los
bisfosfonatos en diferentes tipos de muestras: orina humana y

preparados farmaceuticos.

2.2.5.1 Analisis de bisfosfonatos en orina

El aislamientc de los hbisfosfonatos de la orina implica la
coprecipitacién de sus sales de calcio con fosfatos endogenos a pH
alcalino. Por tanto, debido a que el ALEN coeluye con el fosfato, sdlo
se podran determinar ETID, RISE e IBAN.

La selectividad del ensayoc se demostrd analizando orina
humana libre de farmaco, procedente de tres donantes diferentes.
En estas experiencias no se detectaron interferentes a los tiempos
de retencidn correspondiantes a ETID, RISE & IBAN en ninguno de
les tres controles de orina realizados. El procedimiento seguido se

describe a continuacion:

Las muestras fueron enrigquecidas con diferantes cantidades
de bisfosfonatos para obtener una cencentracicn final dentro de su
rango terapéutico y se congelaron a -18 *C. Antes del analisis, las
muestras se descongelaron a temperatura ambiente y  se
centrifugaron a 3000 x g durante 5 min. Una alicuota de 5 ml de

cada muestra se transferia a un tubo de ensayo de polipropilenso y se
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afadian 50 pl de clorura calcico 1,25 M. La adicion de 65 pl de
NaGQH 7.5 M era necesaria para conseguir la formacion de un
precipitade blance. Después de la centrifugacion {a 3000 x g durante
10 min} la orina se aspiraba y el precipitado blanco se redisolvia en
50 pl de HCI 1 M. Si era necesario, se adicionaban alicuctas de 25 pl
de HCI 1 M para disolver el solido completamente. Seguidamente se
adicionaban 5 ml de agua y las sales de calcio se precipitaban de
nuevo por adicion de 50 pl de NaCH 7.5 M. Después de la
centrifugacion y aspiracién del sobrenadante, el residuo se disolvia
en 3 ml de EGTA 0,05 M {(ajustadc a pH B} para asegurar la
completa disclucion del precipitade y las muestras se sometian a la
accian de los ultrasonidos durante 5 min. Finalmente se diluian con
agua hasta 5 ml en matraz afocrado.

La selectividad el ensayo se ilustra en la Figura 2.11, en la
que se incluyen los cromatogramas correspondientes a un blanco de
orina y esta misma muestra pero enriquecida con ETID, RISE &
IBAN.
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Figura 2.11. Cromatogramas de un blanco de orina (A} y orina enriquecida con los

analitos (E).

(1YETID 0,6 pgml™; (2) RISE 1,0 ug mi™; (3) IBAN 0,8 ug ml™.

En experiencias complementarias en las gue se analizaron
muestras de orina enriguecidas con bisfosfonatos a diferentes
concentraciones se confirmo la linealidad y precision del ensayo,
pusesto gue con los diferentes analitos se comprobé que el area de
pico dependia linealmente de la concentracion de bisfosfonato
presente en la muestra, en el intervalo de concentraciones
comprandido entre 0,05 y 2,0 ug ml”. Los cosficientes de correlacion
de las lineas de regresion obtenidas eran de 0,9980 o supericres. La

precision del método se establecié para cada analito determinando
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cuatro concentracicnes de los mismes entre 0,1 y 1,0 pg ml™ en
doce series de muestras independientes. La precisian entre dias se
comprobod realizando analisis en un periocdo de cinco dias de trabajo
y siempre se encontraron valores de RSD menores de 2,85 %. Los

resultados se presentan en la Tabla 2.5.

Tabla 2.5

Valores de recuperaciéon y precision del método RP-IPC para la

determinacion de ETID, RISE e IBAN en muestras de orina

Analito Cantidad Cantidad RSD  Recuperacidn
afiadida {ug ml 'y encontrada {pgml ") (%) (%)
ETID G,10 0,08g9 2,85 =12
0,25 0,236 0,74 84
0,50 0,454 1,28 49
1,0 0,960 0,87 86
RISE g,10 0,084 1,22 84
0,25 0,233 1,74 83
0,50 0,451 1,13 48
1,0 1,00 1,44 100
IBAMN 0,25 0,221 1,43 88
0,35 0,324 2,449 83
0,50 0,451 0,75 80

1.0 0,950 1,24 85
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El procedimiento optimizado ha sido usado para detemminar
RISE en muestras de arina humana procedente de dos mujeres qua
habian recibido una desis semanal oral de 35 mg del compueste. La
orina se comenzd a recoger inmediatamente despuégs de la
administracién del farmaco y se dejd de guardar a las 24 horas
siguientes a la dosis. Estas muestras se analizaron cuidadosa y
repetidamente. La cantidad media excretada durante ese perincdo fue
de 328 £ 6 ug (n = 12}, resultados concordantes con valores previos
referentes a la biodisponibilidad por debajo del 1 % de la dosis oral
(34).

2.2.5.2 Analisis de preparados farmacéuticos

El método propusstc ha sido contrastado analizando
preparados farmacéuticos comerciales que contiensn alguno de

astos bisfosfonatos.

El procedimiento seguido fue el siguiente: para cada
preparado fammacéutico se pulverizaron finamente cuatro tabletas.
Se pesaron exactaments cantidades equivalentes a 10 mg dsl
principic activo y el sélido se colocd en un matraz aforado de 100 ml
con 40 ml de agua. La disolucion se sometio a la accion de los
ultrasonidos durante 10 min vy se diluyé hasta el enrase con agua.
Después de filtrar, se diluyeron adecuadamente con agua diferentes
alicuatas del filtrado para conseguir gue las concentracionas de los

bisfosfonatos estuvieran entre 10y 15 pgml™,

Se realizaron diez determinaciones de cada una de las
muestras y los resultados de los analisis se muestran en la Tabla
2.6.
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Tabla 2.6
Determinacion de ALEN, ETID, IBAN ¥ RISE en productos farmaceuticos

Muestra® Contenido declarado  Cantidad encontrada

{laboratorio) Anaio {mg/comprimido) {mg/comprimido)

Fosamax 70,24 + 0,63
{Merck)

Difosfen ETID 164.8 165,01 + 0,63
{Rubio)

Bondronat IBAN 50,0 5017 + 0,48
{Roche)

Acrel RISE 32,5 32,39 + 0,20
(Vita)

Actonel RISE 32,5 3258 + 019
{Aventis)

 Composician por comprimide: Fosamax: alendronate sadico trihidrato 91,37 mg
{equivalente a 70 mg de acido alendrdnico); excipientes: lactosa anhidra, celulosa
microcristaling, croscarmelosa sodica vy estearato magnesico. Difosfen. etidronato
disddico 200 mg (equivalente a 184,83 mg de acido etidronico); excipientes:
celulosa microcristaling, estearato magnésico, talco, glicolato de sodio ¥ almidan.
Bondronat; ibandronato monosddico monohidrato 56,25 mg {equivalente a 50 mg
de acido ibandronico); excipientes: lactosa monohidrato, povidona, celulosa
microcristaling, crospovidona, acido estedrico purificado, silice coloidal anhidra;
cubierta del comprimido: hipromelosa, didxido de titanio, talco, macrogol 8000.
Acrel; risedronato sddico 35 mg {equivalente a 32,5 mg de acido risedrdnico);
excipientes: lactosa monohidratada, celulosa microcristaling, crospovidona,
estearato magnesico; cubierta pelicular: Rri-Klear (hipromelosa, macrogol 400,
hidroxipropileelulosa, macrogol 8000 y didkido de silicio), Chromatone white DDE
THABW (didxido de titanio, hipromelosa), E-172. Actonel: risedronato sadico
35 mg {equivalente a 32,5 mg de acido risedronico); excipientes: lactosa
monohidratada, celulosa microcristalina, crospovidona, estearato magnesico,
cublerta pelicular, hipromelosa, macrogol 400, hidroxipropilcelulosa, macrogol
B000 y didxido de silicio, didkido de titanio, E-172.
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Tambkién se llevaron a cabo ensayos de recuperacion,
adicionando cantidades convenientes de los analitos estandar a las
muestras de tabletas pulverizadas. En la Tabla 2.7 se recogen los
resultados de estas determinacionas gue confirman gue el método
es suficientemente seguro vy que los excipientes gue contienan los
productos comerciales no interfieren en los analisis de cada uno de

los principios activos.

Como resumen del Capitulo podemos afirmar qus por
RP-IPC con una columna C,g 58 consigue separar sin ambigledad
los acidos bisfosfanicas ALEN, ETID, RISE & IBAN. La separacidn
cromatografica depende mucho de las condiciones experimentales
{longitud de la cadena tetraalquilamonio del formador del par idnico,
pH. cancentracidn de acetonitrilo de la fase movil acuosa). Estos
parametros experimentales han sido evaluades y optimizados para
conseguir buena resolucién cromatografica y 1os menores tiempos

de analisis posibles,

El sistema de deteccién post-columna es sensible y selectivo.
La unica sustancia endagena identificable que se ha detectado por

este método es el ortofosfato.

Se ha realizado una completa validacian del método
considerando especificidad, linsalidad, sensibilidad, precision,
seguridad, recuperacion y robustez. Asimismo se ha aplicado a la
determinacion de bisfosfonates en orina y en productos
farmacéuticos y, ademas, con este método se pusden resalizar
estudios farmacocinéticos para svaluar la asimilacidn del principio
activo.



Tabla 2.7
Recuperaciones de ALEN, ETID, IBAN y RISE en preparados farmaceuticos enriquecidos

Froducto Laboratorio Analito Cantidad afadida (mg) Cantidad encontrada (mg) Recuperacion {%)
Fosamax Merck ALEN 2,0 2,00 100 +1
4,0 4,01 100+ 4
6.0 5,93 89+ 4
8,0 8,06 101 3
Difosfen Rubio ETID 4,0 4,03 1012
8,0 7,85 88 +1
12 124 1032
20 18,8 B8+ 3
Bondronat Roche IEAN 4,0 4,03 1012
8.0 7,84 88 +1
12 12,0 100 +1
20 19,9 100+ 2
Vita RISE 2.5 2,54 104 + 1
5,0 5,06 1012
10 8,70 87 +2
15 15,1 1013
Actonel Aventis RISE 2.5 2,54 102 +1
5.0 511 10212
10 8,72 97 +5

15 15,2 101 £ 3
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SEPARACION CROMATOGRAFICA DE
VITAMINAS B, CON DETECCION
QUIMIOLUMINISCENTE

3.1 ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

Las vitaminas hidrosolubles incluyen el complejo B vy el acido
ascorbico. El complejo B comprende muchos compuestos que
muestran grandes diferencias en cuanto a estructura guimica vy
efecto biolégico. Sin embargo, se agrupan en una clase Unica
porgue originariamente se aislaron a partir de las mismas fuentes,

entre las gue destacan higado y levadura.

La tiamina (vitamina B,} fue el primer miambro del complejo B
que fue identificado. Recibe también los nombres de aneurina, factor
antineuritica o antiberiberi, y esta ampliamente distribuida en
diferentes tipos de materiales naturales en la forma de tiamina libre
{T} y como sus ésteres moncofosfato {TMP), difosfato o pirofosfato
{TDP} vy trifosfato (T TP}. BEn la actualidad hay una amplia evidencia
documental para dos papeles independientes de la tiamina: por un
lado, esta perfectamente establecido el papel del pirofosfato de

tiamina como coenzima {cocarboxilasa) y, por otro, la intervencion
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de algunas formas fosforiladas de la tiamina en el proceso de

conduccion del sistema nervioso (1-3)*,

La oestructura de Ila ftfiamina, 3-[{4-amino-2-metil-5-
pirimidinilymetil]-5-{2-hidroxietil}-4-metiltiazal, asi como de sus

ésteres se presenta en la Figura 3.1,

La tiamina se descompone por la accion de la luz ultravioleta
{« 280 nm} y por calentamiento en medioc acuoso, aumentando la
velocidad de dicha descomposicién con el pH. En ausencia de agua

es estable al calor durante 24 horas e incluse pericdos mas largos.

Sus formas comerciales mas frecuentes son el clorhidrato y el
monenitrato de tiamina. El primerc es muy higroscopico vy en
disolucion tiene reaccién acida; el segundo, no higroscopico, se usa
preferentements para reforzar los alimentos. Ambas formas son

solubles en agua e insolubles en disclventes organices.

Las fuentes mas ricas en tiamina son los cereales, huevos,
levadura, carne de cerdo, legumbres y algunos frutos secos; sin
embargo, la mayor parte de la que hay en los ceresales se pierde en

la molienda.

* La bibliografia de este Capitulo se encuentra en |a pagina 177.
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Diversos analogos estructurales como piritiamina y oxitiamina
pueden actuar como antagonistas de tiamina, originando
alteracionss metabdlicas caracteristicas de la dsficiencia de esta
vitamina. La primera tiene un anillo de piridina en vez de tiazol y en
la segunda el grupo amino de la piridina esta sustituide por un grupo
hidroxile.

La absorcién de tiamina tiene lugar en el intestino
principalmente mediante transporte activo y es limitada {dosis oral
maxima 2 — 5 mg), eliminandose el exceso o descomponiéndose por

degradacian bacteriana.

La tiamina se fosforila enzimaticamente convirtiéndose en la
coenzima activa, pirofosfato de tiamina, en todas las células
nucleadas:

Tiamina
fosfoquinasa
Tiamina + ATP » Pirofosfato de tiamina + AMP

La mayor parte se fosforila en el higado, aunque el rifidn
también tiene un sistema de fosforilacion muy active. El cuerpo
humano tiene una capacidad muy limitada para almacenar tiamina,
su cantidad total en un sujeto sano es de unos 25 mg y los tgjidos
mas ricos en esta vitamina son el musculoe cardiaco, el cerebro, &l

higado, el rifidn y el musculo esquelatico.
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El pirofosfato de tiamina paricipa primariamente como
transportador de grupos aldehido activos en presencia de Mg‘?ﬂ en
diversas  reacciones. Entre ellas se encuentran dos

descarboxilaciones oxidativas relacionadas con el ciclo de Krebs:

Piruovato
deshidrogenasa
Piruvato + CoA + NAD" » acetil-CoA + CO:; + NADH
TDF

a-Cetoglutarato
deshidrogenasa

a-Cetoglutarato + CoA + NAD®Y ————— - Succinil-CoA + CO; + NADH
TDP

Ademas, esta relacionada con la ruta de las pentosas fosfato
a través de las reacciones catalizadas por transcetolasa, siendo por
tantc necesaria para convertir los alimentos {carbohidratos) en
energia; permite a los organos y tgjidos, como el corazan, el higado,
los musculos y el sistema nervioso, funcionar correctaments. Es

también esencial para la buena asimilacion de alimentos.

En el hombre, una deficiencia de tiamina produce dafios
neurolbgicos ¥ en los casos mas serios la enfermedad conocida
como beriberi, de la gque se han descrito varias formas clinicamente

diferentes; todas ellas van acompafadas de anorexia y algunas




Capiiulo 3 152

pueden acabar con fallos cardiacos fatales. El sindrome de
Wernicke-Karsakoff es una de ellas y constituye una enfermedad
neurosiquiatrica caracterizada por paralisis de movimientos oculares
y locomocion anormal, asi como funciones mentales notablemente

alteradas.

El beriberi aparecid al modificarse los sistemas de
descascarillada del arroz utilizados en Extremo Oriente, ya que en
gste alimento la vitamina se concentra en la cascarilla y, misntras
que con el sistema antiguo parte pasaba al grano, con &l nuavo
tratamiento la vitamina se perdia totalmente. Es tambian importante
tener en cuenta la presencia en algunos alimentos de enzimas
capaces de degradar la tiamina. Aungue no existen grandes
poblaciones con deficiencias severas, si hay areas an Extremo
Criente en las que su ingestién puede considerarse por debajo de lo

aceptable.

Las causas de la deficiencia des tiamina incluyen distas
inadecuadas, granos no enriguecidos o ingestién de pescado
conteniendo  tiaminasas microbianas, las cuales destruyen
hidroliticamente a la vitamina en el tracto intestinal. El t& contiene
factores antitiamina que han sido detectados en otros extractas de
plantas. El alcoholismo crénico es un factor gque contribuye a la
deficiencia no sélo de tiamina, sino también de otras vitaminas E.
Finalmente, otros pacientes de riesgo son los gue durante pericdos

prolongados sufren dialisis renal o infecciones febriles crénicas.

Los signos clinicos primarios de estas deficiencias implican
los sistemas narvioso y cardiovascular. En adultos los sintomas mas

frecuentes son confusidn mental, anorexia, debilidad muscular,
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oftalmoplejia, edemas {beriberi humedo}, pérdida muscular {beriberi

secao}, taquicardia y aumento del corazén (4).

FPor ofra parte, a diferencia de ofras vitaminas, se conocen
algunos efectos de la hipervitaminosis de tiamina, como son un

efacto sobre los nervios periféricos e hipertension vascular.

La determinacién de tiamina presenta, por tanto, un gran
interés debido a su importante papel bicldgico, ¥ se ha llevado a
cabo a través de diversos caminos. Existen procedimientos
biolagicos que se han utilizado hasta fechas recientes {5-7}. Entre
los meétodos de valoracién directos, los hay que utilizan: yodo
operando entre Q y 2 °C (8), acido perclérico en diversos medios no
acuosos {9-12}), reacciones can heteropoliacidas (13), valoraciones
amperomeétricas con complejos de aniones haluros, tales como &l
Bils {14) y potenciométrica con AgNQO; y un electrodo de Ag-AgsS
{15).

Por otra parte, la tiamina presenta gran actividad polarografica
¥, segun el soporte electrolitico, produce cuatre tipes de ondas. Una
de ellas de caracter catalitico similar a la que presentan las proteinas
en disolucicnes amoniacales de sales de cobalto; la segunda,
también catalitica, aparece en disoluciones reguladoras de fosfato, y
de las ofras dos restantes, una es anddica y se produce cuando se
opera a pH superior a 9, ¥ la otra es de reduccién. Wiesner {16)

estudia las tres primeras y recomendo el pH 7,3 para fines analiticos.

Preticha (17} encontrd un método indirecto para la
determinacion pelarografica de la vitamina By en productos
farmacauticos, hasado en la formacion de un precipitado rojo con

Bil, que tratado con sal de Rochelle proporcicna la disolucién que
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se polarografia. Se ha aplicado el método polarografico a la
determinacion de mezclas de tiamina con sus ésteres monaofosfato y
pirofosfato, sin necesidad de separacion previa, mediante un
adecuado ajuste de pH (18}, asi como la polarografia diferencial de

impulsos {19).

Tambkién se ha empleado un electrodo de membrana {20} gue
contieng un par idnico de vitamina By y derivados hidrofébicos del

tetrafenilborato.

Gran interés presentan las publicaciones en las que se
determina tiamina a través de métodos cingticos (21), procesos
enzimaticos (23} y espectrofotometria en fase solida (24} Sin
embargo, entre los diversos métodos de determinacion de tiamina
los gue ocupan un lugar mas destacado, por su mayor especificidad
y sensibilidad, son aguellos que se basan en la obtencion de
tiocroma, un compuesto altamente fluorescente, productc de la
oxidacion de la tiamina. El tiocromo exhibe una fluorescencia azul
cuya intensidad se puede relacionar cuantitativamente con la
concantracian inicial de tiamina.

El procedimientc mas generalizado para pasar la tiamina a
tiocroma consiste en su oxidacion con el anién hexacianoferrato(lll}
en medio alcalino, seguido de la extraccién desde la fase acuosa a
una fase organica, realizande posteriormente la medida flucrimétrica.
Esta técnhica ha sido aplicada y modfficada frecuentemente desde
hace varios decenios (7, 23, 25}, es el método oficial de US.P. ¥ ha
sido automatizado por analisis por inyeccion en flujo con deteccidn

fluorimatrica y quimicluminiscents {26, 27).
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Ctros métodas Fl en los que se genera tiocramo fluorescents
utilizan Hg{ll} {28, 29}, Cufll) {30}, resinas anidnicas cargadas con
hexacianoferrato(lll} {31} y oxidacién electroquimica (32). También
se han propuesto métodos en los gue se irradia con luz ultravioleta
la tiamina seguido de su deteccion fotométrica (33) o fluorimétrica
{34-36}, y ofros en que se recurre a la derivatizacion del grupo amina
primaria con o-ftalaldehido {OPA} en presencia de 2-mercaptoetancl
para obtener un derivado fluorescente (37). Ademas, se han
construido para la tiamina optosensores en flujo  continuo

espectrofotométricos (38, 38) v fluarimétricos (40}

La oxidacién de la tiamina a tiocromo con hexacianoferrato(lll}
se ha utilizado acoplada a separaciones cromatograficas de esta
vitamina en técnicas de derivatizacion pre-columna y post-columna
{41-43).

La oxidacion de la tiamina tamhbién puede producir emisién
guimicluminiscente en sistemas de bafic {44} o de flujo (27}, pero los
resultados muestran baja sensibilidad. También se ha obtenido
respuesta quimiocluminiscente elactroguimicamente sobre  un
electrodo de platino, que mejoraba en presencia del colorante
Rodamina B {45). Se han desarrollado sensores quimicluminiscentes
basados en el efecto inhibidor que la tiamina ejerce sobre sistemas
luminol—pericdato (46} y luminol-hexacianoferrato(lll} (47). El efecto
favorable de la tiamina sobre la reaccion luminol-peréxido de
hidrégeno ha sido aprovechado para la determinacidn de tiamina en
un sistema de inyeccion en flujo {48). La irradiacion UV de la tiamina
ha sido empleada en un méatodo FI-QL de esta vitamina;
posiblements, los fotofragmentos de tiamina emiten luz por oxidacion

con permanganato en medio acido (43},
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En este Capitulo se describe por primera vez la
implementacion, como sistema de deteccion post-calumna para las
vitaminas B,, de wuna reaccidn gquimioluminiscente inducida
fotoquimicamente. El métode se basa en el fuerte efecto activador
gque provocan los fotoproductos generados por la fotolisis de la
tiamina sobre la reaccién luminol-permanganato. Este efecto se ha
comprobado que también se produce con los otros derivados de la
T, el pirofosfato (TDP} y el monofosfato (TMP).  Aunque
probablemente también el trifosfato de tiamina {1 TP} actuaria de
forma similar a los ofros compuestos, no nos ha sido pasible
conseguir el proeducto estandar TTP puro, por lo que al disefar el
trabajo de investigacion nos hemos centrado exclusivamente en
separar y dsetectar tiamina, moncfosfate de tiamina y pirofosfato de
tiamina para propener un método sensible, especifico y rapido para

evaluar estas vitaminas.

3.2 SEPARACION Y DETERMINACION DE TIAMINA,
MONOFOSFATC DE TIAMINA Y PIROFOSFATO DE TIAMINA

Comprobado el efecto favorable que la tiamina fotolizada, bajo
la radiacion UV, producia sobre la quimicluminiscencia del sistema
luminol-permanganato en medio basico, nos propusimos investigar
el efecto de diversas variables experimentales scbre el proceso
global con el fin de utilizarlo como una nueva forma de deteccidn
para las vitaminas B, {T, TMP y TDP} una vez separadas por HPLC.
Previamente se habian realizado experiencias que confirmaban un
comportamiento similar de la TMP y la TDP, después de someatidas a
fotolisis, en relacién con el sistema quimicluminiscente luminol-

permanganato. Para llevar a cabo todos los estudios se disend el
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esqguema instrumental gque se presenta en la Figura 3.2 Consiste
basicamente en un instrumento de cromatografia liguida de
Beckman Coulter compuesto por un médulo de bombas System
Gold 125 NM, un detector de diodos en serie System Gold 168 {este
detector acoplade al sistema comercial nos sirve para estudios
comparativos) ¥y una valvula de inyeccioan Rheodyne 7725, La
columna seleccionada fue RP-Amida Cis de 5 pm de tamano de
particula ¥ 15 cm de longitud. También se utilizé una guarda-
columna empagquetada con la misma fase estacionaria. El detector
de quimicluminiscencia utilizado consta basicamente de un tubo
fotomultiplicador modele 814, de Photen Technolegy Internacicnal, y
una célula Hellma 170.700 Q5 {des ventanas; volumen interno 31 pl
y 0.5 mm de paso ds luz} colocada en posicidbn adyacents, o mas
cerca posible del tubo fotomultiplicador. Ademas, el sistema lleva un
espejo para recoger la maxima luz posible. Esta célula expone una
relativa gran superficie frente al tubo fotomultiplicador {ver pagina

345 de la Parte Experimental}.

Se deben extremar las precauciones para que la célula y el
tubo fotemultiplicador estén lo mas préximos posible. La sefial
quimicluminiscente producida en la célula de flujo se detecta sin
discriminacion de longitudes de onda y el detector va conectada al

equipo de cromatografia par medio de una interfase S5420x.

Para la adquisicibn y tratamiento de datos se utilizé un

ordenador personal IBM con el sofware 32 Karat de Eeckman,

El sistema de deteccidn post-columna (esquematizado en la
Figura 3.2} esta formado por dos bhombas peristalticas Gilson

Minipuls-3 para la adicién de reactivos, un fotorreactor construido
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con tubo de PTFE de 0.5 mm de diametro interno arrollado alrededor
de una lampara de mercuric de baja presién, tipo lapiz, Spectronic
{50 mm de longitud x 5 mm de diametro} de 6 W, cuya principal linea

espectral era a 254 nm.

Interfase |......

rinEmannan

1 l_,I I.J»_

Fase mavil
R‘l -
R O
R Residuos

Bomba peristaltica

Figura 3.2. Esquema HFLC con deteccidn quimioluminiscente post-columna

empleado en la determinacidn de tiamina y sus ésteres TMP y TDP.

Fase mavil = disolucion requladora fosfato 26 mM de pH 7 (1,1 ml min™"y;
R, = CTAE 5 mM (1,8 ml mirm'; R, = permanganato potasico § pM (1,8 ml min™:
Rs = luminol 8 pM vy disolucian requladora fosfato 0,2 M de pH 11,2 (1,8 ml min™");

L = fotorreactor; ¥1 = valvula de inyeccidn.
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3.2.1 Sistema de deteccién post-columna

El principioc de la deteccién post-columna es conseguir gue los
productos resultantes de la fotolisis de T, TMP y TDP aumenten
fuertemente la débil emision guimicluminiscente producida durants la
oxidacian del lumincl por el permanganato en medio basico. Las
corrientes de los dos reactantes se mezclan continuamente en la
célula de flujo vy la débil sefal QL se registra continuameante como
una linea base. Cuando las tiaminas fotolizadas en linea son
introducidas en el sistema de flujo, la intensidad de
guimicluminiscencia mejora proporcionalmente a la concentracion de

yitamina B, fotoirradiada.

Con objeto de establecer las condiciones dptimas para
conseguir limites de deteccidn lo mas bajos posibles, s& ha
estudiado el efecto de varios parametros experimentales sobre el
sistema guimicluminiscente en flujo utilizando &l esquema
presentado en la Figura 3.2, pero eliminando la columna

cromatografica para mayor simplicidad en los estudios.

Las concentraciones de luminal y de permanganato potasico
fueron parametros importantes en los experimentos. El efecto de
diferentes combinaciones en la concentracion de luminol {entre 2 y
20 UM} y permanganato potasico {entre 1 y 50 pM} fue estudiado.
Los resultados experimentales mostraron que la maxima relacion
entre la senal guimicluminiscente y la senal del blanco se obtenia
cuando se utilizaban discluciones 8 M de luminol y 5 pM de KMnQ,.

La senal quimicluminiscente estaba afectada de forma
importante por el pH de las disoluciones en el fotorreactor y en la

célula de flujo. La influencia del pH scbre la fotolisis de la tiamina fue



Capfivlo 3 160

el primero de estos efectos estudiado; para ello se bombearon a
través del canal de la muestra {Fig. 3.2} discluciones reguladoras
fosfato 0,02 M de diferentes valores de pH, pero se mantenia
siempre el pH de 11 en la célula de flujp. Se encontrd gque la
intensidad de quimiocluminiscencia aumentaba hasta pH 7,
ohservandose una meseta para los valores de pH comprendidos
entre 7 ¥ 9, ¥y al aumentar a valores superiores de pH en el reactor
fotoquimico la sefial disminuia (Fig. 3.3). En las experiencias
siguientes siempre se trabajo con la disolucién reguladeora fosfato de
pH 7.

4.5

44+

a5t

14

23

24+

151

14+

Intensidad de quiminluminiscencia (V)

a5

4 3 i 7 4 ] 10 11 12

pH

Figura 3.3. Efecto del pH en el fotorreactor sobre |2 sefial quimioluminiscente.

{#) Quimioluminiscencia corregida con el blanco de una disolucidn de T 1 pM.
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Una vez seleccionado el pH &ptimo para la fotolisis de las
tiaminas, se comprobg la influencia del pH en la célula de flujo sobre
la quimicluminiscencia. Para ello se prepararon disoclucionss de
luminal {8 pM} en disoluciones reguladeoras fosfato de diferentes
valores de pH. En la Figura 3.4 gueda patente que las sefiales de
quimicluminiscencia de la reaccion luminal-MnQ, , en presencia y en
ausencia de tiamina, aumentan cuando lo hace el pH del medio. Un
pH de 11,2 fue el escogido come un compremiso entre sensibilidad v

valor del blanco.

ER

a4

23

24aF

15

14

asfr

Intensiddad de quiminluminiscensia (V)

a. L L
440 4.5 1040 105 M4 115 120 125

Figura 3.4. Efecto del pH en |a celula de flujo sobre |2 sefial quimioluminiscente.

{#) Tiamina 1 UM, {a} blanco
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Los agregados micelares han sido empleados repetidaments
para manipular el entorno de los analitos y reactivos y para controlar
la reactividad, equilibrios y rutas de diferentes procesos quimicos vy
fotoquimicos (50, 51). En nuestro caso hemos examinado el posible
efecto que sobre la quimicluminiscencia pedria producir la presencia
de distintos surfactantes cationicos {bromuro de
tetradeciltrimetilamonic {(TTAB} y bromuro de cetiltrimetilamonio
{CTAB)}), anidnicos (dodecilsulfato sodico (SDS)} y no idnicos
{Brij-35, alcohol polivinilica y Triton X-100}). Los estudios
demastraron que el CTAB gjercia un efecto favorable en la fotolisis
de las tiaminas y en la reaccién guimicluminiscente y que la
quimicluminiscencia aumentaba con la concentracion de CTAB
hasta 0,01 M. Para mayoras valores de concentracién la intensidad
de gquimicluminiscencia disminuia. Las mayores diferencias entre la
senal guimicluminiscente en presencia y en ausencia de tiaminas
fotolizadas se observaron para una concentracidon en CTAE 0,005 M,

que fue la seleccionada.
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Tabla 3.1

Estudic del tipo de tensoactive

Intensidad de quimicluminiscencia {V)

Tensoactivo® Linea base Tiamina QL neta
SDS 0,64 2,14 1,45
PVA 1,49 5,12 3,63
Erij-35 saturada (=14)

Triton X-100 0,46 0,54 0,13
CTAB 2,24 7,56 5,32
TTAB 2.66 6,97 4,31

® Todos los tensoactivos se ensayaron a una concentracidn superior a su
concentracitn micelar critica.

El tiempo de residencia de la muestra en el fotarreactor influye
de forma importante sobre la reaccion fotoguimica y, obviamente,
sobre la sensibilidad obtenida. El tiempo de irradiacion se controlaba
por la longitud y/o por los caudales de las corrientes de la muestra y
del tensoativo CTABE. Debido a que la fotolisis de T, TMP y TDP es
muy rapida, la sefial analitica sélo disminuye un 15 % cuando el
caudal se varia entre 2,1 v 4,2 ml min”. Las sefales QL mas altas
frente a blancos bajos se encontraron cuando s& trabajé con
caudales de 1,1 ml min? para la corriente de muestra y de

1,8 mlmin™ para la de CTAB, utilizando un fotorreacter de 100 cm.
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El caudal total es un importante parametro para la emision
quimicluminiscente en la célula de flujo. Si se mantenia constante al
tiempo de residencia del analito en el fotorreactor, la intensidad de
QL aumentaka cuande lo hacia el caudal que fluye por la célula. Un
caudal total de 6,5 mlmin™ fue el seleccionado, perque con caudales
mayores aumentaba muche la presion en los tubos de flujo vy en las
conexiones, ademas de provocar un excesivo consumo de reactivos.
En orden a asegurar una buena &ficiencia en la fotolisis de las
tiaminas, los caudales con gue circulan la muestra {el efluyente
cuando el sistema de detsccién estda conectado a la columna
cromatografica) y el CTAB se fijaron a 1,1 ml min” y 1,8 ml min™,
respectivamente; como consecuencia, el caudal de los reactivos
guimicluminiscentes debia ser 3,6 ml min™ (1,8 ml min” por cada

canal).

3.2.2 Separacién cromatografica

En la mayoria de los trabajos encontradas en la bibliografia, la
separacién de T, TMP y TDP se ha llevado a cabo utilizando
columnas Cqz. Los problemas que presenta esta fase estacionaria
cuando se trabaja en las condiciones de fase reversa son:
1} asegurar la separacion de las vitaminas B, fosforiladas, polares,
del pico de inyeccion, 2) obtener suficiente resclucién entre TDP v
TMP y 3} conseguir un tiempo de retencién para T razonablemente
corto. Han sido propusestas técnicas en fase normal o con pares
iGnicos pero presentaban problemas inherentes en relacion con la
preparacion de la fase mavil, con la estabilizacian y con el tiempao de
vida de la columna. Recientemente, se ha utilizado la columna

RP-amida C,g para la separacion de las vitaminas B, utilizando
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derivatizacion a tiocramo pre- y post-columna {52-54}. Estas técnicas
han empleado la deteccion espectrofotométrica (52} y fluorescenta
(53, 54},

Nosotros decidimos evaluar las posibles ventajas de este tipo
de columna RP-amida Cqg analizando T, TMP y TDP utilizando la
derivatizacion fotoguimica post-columna y deteccion QL, después de

adaptar las condicionas cromatograficas conveniantemente.

La fase movil seleccionada ne solamente debia ser adecuada
para la separacion de las tiaminas, sino gue, ademas, debia ser
compatible con el sistema de deteccién post-columna. En la
bibliografia referente a la separacién de estas vitaminas con
columnas amida C,g; ufilizan como fase movil mezcolas de
disoluciones reguladoras fosfato con metanol o acetonitrilo. Cuando
nosotros ensayamos estas mezclas binarias encentramos que la
sefial guimialuminiscente disminuia drasticamente en el caso del
acetonitrilo, efecto que estaba relacionado directamente con la
concentracion de acetonitrilo. La presencia de metancl afectaba a la
sefial guimicluminiscente, los tiempos de retancién para las tres
vitaminas disminuian y ademas, la resolucién entre TDP y TMP no
era buena. De ahi que nos decidiéramos a utilizar discluciones
reguladoras fosfato al 100 % y comprobamos su comportamisntc en
la separacion crematografica de las tiaminas a diferentes valores de
pH. Los mejores resultados se obtuvieron con la  disoclucidn
reguladora fosfato de pH 7, de concentracion 0,025 M. El caudal de
la fase mavil se fijd a 1,1 ml min” porque este valor corresponde al
valor dptimo encantrado para el canal de la muestra en el sistema de

deteccion y, ademas, TDP, TMP y T estaban bien separadas.
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La Figura 3.5 muestra un cromatograma tipico obtenido con
una disolucian estandar de las vitaminas; como puede ohservarse la
sefial del fondo es bastante baja y la completa separacion de los
analitos se consigue en menos de 7 minutos. Ademas, los valores de
resolucién para los picos consecutives TDP/TMP y TMP/T fueron de

1,6y 2,7, respectivamente.

20
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Figura 3.5. Cromatograma tipico de una disolucidn estandar conteniendo
T{0,25 uMy, TMP (0,50 M)y TDF (0,50 uh) bajo 1as condiciones dptimas.
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3.2.3 Validacion del métedo

El matoda cromatografico propuasto para la determinacion de
T, TMP y TDP fue validado determinande caracteristicas tales como

lingalidad, limite de deteccion, precision y selectividad.

De acuerdo con los estudics antericres, el procedimiento
experimental, esquematizado en la Fig. 3.2, censistié en realizar la
separacion utilizando como fase maovil una disolucién reguladora
fosfato de pH 7 que fluye con un caudal de 1,1 ml min™. El eluide de
la coelumna cromatografica se une a la corriente de CTAB 5 mi, que
circula con un caudal de 1,8 ml min™, y pasan a fravés deal
fotorreactor donde se fotoderivatizan los analitos. La diselucidn
procedente del fotorreactor se une con la corriente de luminol (8 pi
en luminol vy 0.2 M en disolucién reguladora fosfato de pH 11.2;
caudal 1,8 ml min™} y permanganato (5 pM; caudal 1,8 ml min™)
mezclados previamente en un punto lo mas cercana posible a la

célula de fluje de quimicluminiscencia.

Para comprobar la linealidad se prepararon una serie de
disoluciones estandares de T, TMP y TDP, en el intervalo de
concentraciones comprendido entre 10 y 2000 nM, las cuales fueron
analizadas {al menos se utilizaron 18 muestras cubriendo el rango
de concentraciones indicado}. Cada punto de las graficas ds
calibracion corresponde a la media de tres valores independientes
medidos en los picos correspondientes a cada vitamina. La
linsalidad entre area de pico y concentracién se confirmé con las tres
vitaminas y era muy buena, con coeficientes de regresion (r)

mayores de 0,999 en todas las graficas de calibracion. Los limites de
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deteccidon estimados de acuerdo con las recomendaciones de la
IUPAC fueron menores que 4,8 nhd {55).

En la Tabla 3.2 se presentan las ecuaciones de regresian, asi

como otros parametros de interés.

Tabla 3.2

Grificas de calibrade y limites de deteccion del métode HPLC-QOL propuesto

Farametio

Drdﬁenada en el origen -0,87 £0,20
{10° unidades de area)

-1,08+0,16  -2,2512040

Fendiente 8,78 + 0,08 1,04 + 0,02 1,63 £ 0,02
{(10* unidades de area/nM)

Coeficiente de regresion 0,9998 0,9994 0,9995
Hango de linealidad (nM) 10 — 1000 100 - 2000 100 - 2000

Limite de deteccitn (nk) 0,61 4,75 2,897

La precision en el dia se calculé con los datos obtenidos a
partir de diez inyecciones repetidas de disoluciones a dos
concentraciones diferentes y la desviacién estandar relativa {RSD}
siempre fue menor que 1,14 %. La precisién entre dias se estudid
analizando las muestras anteriores durante cinco dias consecutivos.
Cada muestra se inyectaba tres veces cada uno de los dias; los

valores de RSD para el area de pico de cada tiamina fueron
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mencres gue 1,86 %. Los resultados detallados se encuentran

recogidos en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3

Precisién y exactitud

. Hepetitivid ad Heproducibilidad
Concentracion

(LM} RsD Exactitud R&D Exactitud

(%a) (%) {%0)

El método pueds considerarse muy selsctive ya que muy
pocas sustancias responden a este sistema de desteccién post-
columna. Oftras vitaminas como  biotina, cianocobalamina,
nicotinamida, riboflavina, retinol, colecalciferol, acido pantoténico,
toceferol y acido folice no dan sefal quimicluminiscente. El acide

ascarbico vy la piridoxina sbloc dan quimicluminiscencia a
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concentraciones elevadas, y ademas, no interfieren porgue en el
proceso cromatografico no aparecen a los tiempos de retencidn

correspondientes a las vitaminas B,

3.2.4 Aplicaciones

Las caracteristicas de este sistema de deteccion conducen a
unos cromatogramas muy sencillos cuando se analizan T, TMP vy
TDP en muestras reales. Para evaluar la aplicabilidad del presente
método para la determinacién de estos compuestos hemos
analizado distintos preparados farmacéuticos y productos para la

nutricién de bebés enriquecidos con vitaminas.

Los picos cromatograficos obtenidos con las muestras
seleccionadas se identificaron comparando espectros y datos de
tiempos de retencion con los estandares correspondientes. Después
de identificar las vitaminas B, y una vez confirmada la ausencia de
efecto matriz, se cuantificaron los analitos en las diferentes

muestras.

3.2.4.1 Analisis de preparados farmacéuticos

Se aplicd sl método propuesto a siete formulaciones
multivitaminicas en distintcs formatos: tabletas, capsulas e
inyectables. Después de pulverizar finamente algunas tabletas en un
mortera  de porcelana, se pesaron exactamente porciones
adecuadas de las mismas gue se disolvieron en agua en matraces
afarados de 100 ml y se diluyeron exactamente con agua ultrapura.

En el caso de las ampollas una alicuota de 500 yl se transfirid
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cuantitativamente al matraz aforado de 100 ml y se diluyd hasta el
enrase con agua. Alicuctas de esta disclucion se diluyeron
posteriormente con agua ultrapura de forma conveniente para que la
concentracion final de los analitos estuviera comprendida entre
0.2-0.4 puM.

En la Tabla 3.4 se presentan los resultados obtenidos en el
analisis de las siete formulaciones farmacéuticas analizadas y los
contenidos declarados por los laboratorios correspondientes. El test
de Wilcoxon se escogid para comparar los resultados con los valores
indicados por los fabricantes. Los valoras obtenidos con un intervalo
de confianza del 85 % (W = 186; T+ = 22; T- = -B; P = 0,218}
demaostraron gue no existian diferencias significativas entre los
resultados obtenidos y los valores efiquetados. La pracision en &l
dia, expresada como RSD, fue de 1,08 % y la precision entre dias se
calculé a partir de los datos obtenidos durante cinco dias

consecutivos v el valor medio fue de + 1,54 % {n = 100}

La Figura 3.6 muestra los cromategramas obtenidos cuando
se inyectan muestras de tres de los farmacos analizados; gueda

patente la simplicidad de los mismos y la ausencia de interferencias.
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Tabla 3.4

Determinacién de vitaminas B, en formulaciones farmacéuticas

Cantidad Cantidad
afiadida encontrada

Muestra Contenido

{laboratorio)® declarado L I
{r) {ma)

Eenerva 100 - 100,33 100 + 1
{Bayer) mygfampolla 50 144 67 98 £ 3
100 202,62 101 £ 1

Perfus multivitaminico 15 — 16,13 101 +1
{Rius Garriga) mg/ampolla i) 19,78 99 + 2
10 25,29 101 £ 1

Hidroxil E,z-Bs-E, 250 - 250,60 100 £ 1
{Almirall Prodesfarma) matableta 50 298,17 99 £ 2
100 343,80 98 + 2

Dynamin 2 = 2.04 102 +3
{ERN) ma/tableta 1 3,04 i +2
2 3.87 97 + 2

Menalgil B 250 - 249,78 100 £ 1
{Menarini} matableta 100 344 32 98 £ 1
200 462,51 103 +2

Nervobitn 5000 100 = 100,20 100 + 1
iMerck) mafampolla 50 162,06 101 +1
100 196,64 98 + 3

Pluribios 10 - 9,95 100 £ 1
{Madariaga) ma/eapsula 5 14,53 97 £ 2
10 20,04 100 £ 4

? Composicion: Benerva {por 1 ml}: clorhidrato de tiamina 100 mg; excipiertes: glicerol,
NaH:PO,, MaHCO,, fenol, agua. Pearfus multivitaminico (por 2 mi}: clorhidrato de tiamina
15 myg, acido ascorbico 150 mg, retinol palmiato 2000 UL, colecalciferol 300 UL, riboflavina-
5-fosfatn sodico 4,11 mg, nicotinamida 30 myg, clorhidrato de piridoxina 4,5 mg, D-pantenol
7.6 mg, ctocoferil acetato 1,5 ma; excipientes: polisorbat 80, p-hidroxibenzoato de metilo,
p-hidroxibenzoato de propilo, MaHCO,, agua. Hidroxil B,»~Bg-B, (por @bleta}: clorhidrato de
tiamina 250 mg, clorhidrato de piridoxina 250 mg, hidroxicobalamina 500 mg; excipientes no
especificados. Dynamin (por tabletal: clorhidrato de tiamina 2 myg, cafeina 30 mg,
tlorhidrato de pirdoxina 2,5 mg, cianocobalamina 2 myg, acido folico 400 mg, L-glutamina
50 mg,; excipientes: sacarosa, manitol, almidon, silice coloidal, celulosa microcristaling,
estearatn magnésico, copolimero de metacrilato de buotfilo, 2-dimetilaminoetiic ¥y metilo
f1:2:1}, goma arabiga, CaCO,;, E-122, cera blanca, cera carnauba. Menalgil Bg {por
tableta}: clorhidrato de tiamina 250 mg, clorhidrato de piridozina 250 mg, cianccobalamina
1000 mg, excipientes: celulosa microcristalina, palmitoestearato de glicernl, CaHPOC,,
estearatn magnesico, alcohol polivinilico, TiOs, talco, lecitima, E-124, goma xantan,
carnoisina. Mervobidgn 5000 (por 2 mi}: clorhidrato de tiamina 100 mg, clorhidrato de
piridoxina 100 mg, cianocobalamina 5 mg; excipientes: alcohol bencilico, NaOH, KCM,
agua. Pluribios {por capsula}l: difosfato de tiamina 10 mg; retinol acetato 5000 IU;
riboflavina-5-fosfato sodica 10 mg; nicotinamida 25 mg, acido ascorbico 200 mg, tocoferol
acetato 30 mg; excipientes: celulosa microcristalina, TiOz, negro brillante, E-102.
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Figura 3.6. Cromatogramas de diferentes farmacos.

{A) Hidroxil B, »-B4-B,; (B} Menalqil Bg; {C) Pluribios.

Tiempo {min}
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3.2.4.2 Analisis de alimentos para bebés

El pracedimiento usado para la preparacion de las muestras
fue similar al descrite por el Analytical Metheds Committee {56). Lo
describiremos brevemente: 10 g de muestra exactamente pesada se
introdujeron en un frasco de vidrio ambar y se le afadieron 25 ml de
acido clorhidrico 0,1 M. La mezcla se homogeneizé agitando durante
1 min y someatiéndola a la accién de ultrasonidos durante 10 min. A
continuacién se calentd en un bafic de agua a 90 “C durante 30 min
y se dejo enfriar. Entonces se ajustd el pH entre 4 v 45 con
disolucién de acetato saédico 2 M y se ahadieron 0,1 g de taka-
diastasa. La suspensién se mantuve a 50 “C en un bafio de agua en
agitacion durante 2 horas y después se anadid 1 ml de acido
tricloroacético al 50 % (peso/volumen) y de nusvo sa calentd a 80 *C
durante 10 min. Después de enfriar y ajustar el pH a 7 con disolucion
de hidraxido sédico 5 M, la muestra se transfirié a un matraz aforade
de 100 ml y se diluyd con agua ultrapura. Se tomaron alicuotas de
esta disolucion que se filtraron sucesivamente a través de un papel
Whatman n* 4 y de un filtro cromatografico de nylon de 0,45 pm

antes de inyectar en el cromatagrafo.

En la Tabla 3.5 se muesstran los resultados abtenidos en la
aplicacién del método propuasto a productos de nutricién para bebés
¥y, como puede observarse, estan en excelente acuerdo con los
valores declarados. La precision entre dias, correspondients a cinco
dias consecutives, daba un valor medic de RSD de 1,88 %. La
Figura 3.7 muestra el crematograma correspondiente a una de las

muestras analizadas .
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Tabla 3.5

Determinacion de tiamina en alimentos para bebés

Cantidad Cantidad
afadida encontrada
(Hg) (Hg)

Muestra Contenido
{proveedor)*  declarado

Hecuperacion

(%)

Nidina H.A.
{Nestlé)

Hero Baby 1
{Heio)

® Gomposicidn: Nidina H.A.. proleinas séricas hidrolizadas, aceites vegetales,
lactosa, dextrinomaltosa, sales minerales de potasio, cloro, calcio, fosforo, sodio,
magnesio, hierro, zinc, cobre y yodo, vitaminas (G, E, niacina, dcido pantotenico,
A, riboflavina, Bs, tiamina, acido fdlico, K, bioting, D y B,z taurina, coling,
L-arginina, inositol, L-histidna y L-carnitina. Hero Baby 1: Suero lacteo
desmineralizado, aceites vegetales, leche descremada, lactosa, minerales,
lecitina, vitaminas {C, E, niacina, acido pantoténico, B,, Bs, A, B;, acido tdlico, K,
biotina, Dy v B,z), tauring, inositol, colina y carnitina.
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Figura 3.7. Cromatograma de un alimento para bebés (Hero Baby 1).

De todo lo anteriormente expuesto podemos afirmar gue las
caracteristicas analiticas del nueve método son muy satisfactorias
en cuanto a precision y reproducibilidad y comparables en
sensibilidad a otros métodos sensibles. Como la mayoria de las
vitaminas no dan sefial quimicluminiscente con nuastro sistema de
deteccién, o la producen muy débil, el procedimiento propuesto es
muy recomendable para la determinacién de vitaminas B, en &l

campo farmacéutico y en la industria alimentaria.
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FOTOGENERADA DEL
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QUIMIOLUMINISCENCIA FOTOGENERADA DEL
RUTENIO(I)TRIS(2,2 -BIPIRIDILO)

El estudio de la luminiscencia de los complejos de los iones
del rutenic con el bipiridilo s un tema que ha atraido la atencion de
numerosos investigadores desde hace varias décadas (1, 2)* Las
sales de Ru(lljtris(2,2 -bipiridile}, [Ru{bpy}s®], fueren sintstizadas por
primera vez en 1936, afic en el que se publicé un trabajo en &l que
se recogen también las propiedades dpticas de las mismas (3).

* La bibliografia de este apartado se encuentra en |a pagina 196.
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Las disoluciones de F{u{bpy)gz"

eran capaces de emitir
luminiscencia a 580 nm al excitarlas a 460 nm y esta fluorescancia
natural sirvid de base para su empleo como indicadores

fluorescentes redox {4, 5).

Sin embargo, se debe a Hercules v Lytle la primera
comunicacién acerca de la luminiscencia del Ru{bpy)s™ inducida

quimicamente {6, 7}.

En esos estudios dirigidos a evaluar la capacidad de emitir
luminiscencia de varios complejos de rutenio (ll} con ligandos
polipiridinas {L}, s& comprobd que si el ligando era el bipiridilo se

podia producir, en condiciones adecuadas, el siguiente proceso:

Hidracina
0
hidraxido

2 Ph(.

Rufl) RufL);*" [RufL);*T* ——» Rufl)s™ + tw

dando lugar a una intensa luminiscencia naranja.

Cuando el ligande L era diferente {entre los ensayados se
encontraba la 1,10-fenantrolina} el proceso de emision era tan poco
intenso que su deteccién era dificil. Hay que resaltar que la
quimicluminiscencia emitida presentaba el maximo de emisién a
610 nm, longitud de onda que corresponde practicamente con &l
maximo de emisién del espectro de fosforescencia del Hu(bpy}f"
{8). En estos trabajos previos de guimioluminiscencia {6, 7} los

autores comprobaron que era posible emplear varios de los
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diferentes oxidantes habitualmente utilizados {una notable excepcion
es el perdxido de hidrogeno) para el paso inicial al Ru{bpy}f*. Sin
embargo, en relacidn con el reductor, necesario en las etapas
posteriores, no son eficaces muchos de los reductores comunes
(SO:2, TI(I, Sn{I, S:0:7, ete.) & Incluso en los casos en que se
utilizaba la hidracina los resultades variaban notablemente
dependiendo de la concentracién de reactivo, asi como de las
condicicnes experimentales. A partir de esas primeras
ohservaciones {6} se han realizado gran numero de estudios acerca
de la quimioluminiscencia del Ru{ll}-{bipiridilo}s ¥ s& puede
considerar que el mecanismo general corresponde a una reaccion
entre Rubpy)s™ v Ru{bpy)s® para producir [Ru{bpy)s®*]" ¥ en ese
estado excitado el complejo puede emitir radiacién naranja al pasar

al estado fundamental.

El Ru{bpy}s“* es una especie estable en disclucian. En cuanto
a los complejos Ru(bpy)s’ v Hu{bpy);f" 58 pueden slectrogenerar por
reduccion a -1,3 V y oxidacién a 1,3 V, respectivamente. Por otra
parte estas especies pueden formarse, tal como se ha comentado,

con reacciones apropiadas con especies oxidantes o reductoras.

En el caso de que el reductor sea el oxalato {una de las

especies mas estudiadas) el mecanismo propuesto es el siguiente:
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Ru(bpy)s™ — 8~ * Ru(bpyls '

Rulbpy)s* + G0, —* Rulbpy)s™ + C.0"
G0 ———» CO; " + GO, , seguido de:

Ru(bpyls" + COz © —— [Ru{bpy)s']* + COz , ode:
Rufbpy)s™™ + €Oz © —* Ruibpyls" + CO;

Ru(bpy)s" + Ru(bpy)s™ ——— Rufbpy)s®™ + [Rufbpy)s™T"

y finalmente: [Ru(bpy)s™]* ——— Rulbpy)s®* + hv

Diversos autores, ques han realizado estudios
espectroscopicos sobre estas especies, coinciden en afirmar que la
especie excitada responsable de la emisidn luminosa es &l estado
triplete, el cual se alcanza a través de un proceso de transferencia
de carga entre el ligando y el ioen metalico. Asi, la
guimicluminiscencia naranja brillante observada a parr dal
[F{u(bpy}gg"]* es un raro egjemplo de fosforescencia inducida

quimicamente en disolucian.

Aungque el descubrimientc de la quimicluminiscencia del
Ru{llytris{2,2 -bipiridilo} se remonta a unas cuatrc décadas, su
utilidad solo habia sido demostrada para un limitade ndmero de
aplicaciones analiticas, hasta épocas recientes. Después de un lento
crecimiento, en la actualidad se publican una media de mas de

veinte articulas por afio sobre el uso del Ru{llitris{2 .2 -hipiridilo} en la
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determinacion de diversos analitos {2). En todos los casos, sin

embargo, la metodologia general responde a la siguiente secuencia:

oxidacion reduccion
Ru(bpy)s™ ———— [Ruibpy)s"T"

H b P+
u{opy)s analito

Ru{bpy)s™* + hv (810 nm)

Es decir, en todas las aplicaciones de esta
guimicluminiscencia primerc se produce el reactivo oxidante,
Ru{bpy}s™*, ¥ a centinuacién la reduccién de esa especie con la
sustancia a analizar, para producir la emisien luminosa.
Independientemente del matodo de oxidacién seleccionado, la
intensidad de gquimicluminiscencia depende de la eficiencia y
mecanismo con que tenga lugar la reduccion, por el propio analito,
del Ru{bpy)s** para dar [Ru{bpy}:**]*. Finalmente la madida de la
intensidad de luz emitida se relacionara con la cencentracién de
analito. El notable aumento del empleo de este sistema
guimicluminiscente se ha atribuido a su capacidad para producir luz

sin desoxigenacion y operando en un medio acuaso.

Entre los métodos empleados para obtener el reactivo

J+

oxidante active Ru{bpy);™™ se incluyen los electroquimicos, los

quimicos y los fotoquimicos, cada uno con sus peculiaridades y
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consiguiente repercusion en la eficiencia de la guimicluminiscencia

final.

La generacion electroquimica es, con notable diferencia, el
método mas frecuentemente utilizado para obtener Ru{bpy}s"* a

2+

partir de Ru{bpyla Se sigue alguno de los procedimientos

siguientes:
a} Oxidacion electroquimica

b} Electroquimisluminiscencia “in situ”

En el primero de los métodos el reactive se genera en un
lugar diferente al de la interaccidén con el analita, migntras que en &l
segundo tanto la preduccidn del reactive como la subsiguiente

quimicluminiscencia tienen lugar dentro de la célula electroguimica.

Las primeras aplicaciones analiticas del F%u(l::q:}}.e'}g3+ 58
remontan a 1878 cuando se empled en la determinacion de algunos
compuestas farmacéuticos (9). Incluso, afos mas tarde, se
comercializé un analizador voltamétrico para oxidar el reactive para
aplicacionas en analisis por inyeccion en flujo y en HPLC {10, 11}.
Ctros tipos de generacién electroguimica han sido propuestos
posteriormeante, movidos per la intencion de encontrar condiciones
experimentales mas favorables y eliminar algunos de los

inconvenientas que la generacion electroquimica provoca {12-16).

Mucho mas comuin es el método de generacian “in situ” de
electroguimicluminiscencia, tema del que se han publicado varias
revisiones {17-20) y que ha sido aplicado al analisis de un importante
numero de sustancias {1, 2} tales como oxalato, acidos organicos,

aminas, aminoacidos y proteinas, etc. La generacign electroquimica



Parte B 191

“in situ” ha sido utilizada en el 80 % de las aplicaciones analiticas
publicadas hasta 1888 (1).

Para la generacion quimica de Ru{bpy):™

a parir de
Ru{bpy}s** se han conseguide resultades eficientss con los
oxidantes acido nitrico concentrado, didxido de plomo, cerio {IV},
clero y permanganato (3, 6, 20, 21). Este tipo de generacian del
reactiva ha sido mucho menos utilizado en aplicaciones analiticas
que el meatodo electroguimico {22-27), quiza motivado por la
dificultad que presenta producir un suministro constante y estable de
reactiva {1}. Sin embargo, en las publicaciones recientes aparecen
un 30 % de trabajos en los que se emplea la generacion quimica
utiizando como oxidantes permanganato potasico, sulfato de
cerio {IV) o didxido de plomo. Este desplazamientc hacia la
generacion guimica puede justificarse por la relativa simplicidad de
la instrumentacian requerida y el aumento de la tendencia a gue &l
reactivo se una con el oxidante lo mas cerca posible de la célula de
deteccion.

Yamazaki y colaboradores {28} describieron una nueva forma
de generar el reactivo Flu(bpy)ga" por fotooxidacién del
Ru(bpy),"* en presencia de peroxidisulfato, y este sistema fue
aplicado a la deteccién post-columna en HPLC para detectar
alcoholes, aminas y otros derivados (28-31), aunque generalmente
en estos casos se aplica la fotogeneracian externa del reactivo. La
fotogeneracién en linea ha sido seleccionada por nuestro Grupo de
Investigacion para la evaluacion de las mezclas cisteina—cistina y del

antiarritmico amiodarona en sistemas de inyeccidn en flujo {32, 33).
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Las aplicaciones analiticas de la emisién guimicluminiscents
del Ru{lllyris{2 2 -bipiridilo} han sido ampliadas a sustancias que
narmalmente no reaccionan con el citado reactive, pero gue pueden
derivatizarse para dar especies reactivas que interaccionan de forma
eficaz y conducen a la guimicluminiscencia. Estos procesos de
derivatizacion se pueden producir a traves de oxidaciones quimicas

0 electroguimicas.

Muestro Grupo de Investigacién ha abordado en los ultimos
afos la generacion fotoquimica de Ru{lllyris{2,2 -bipiridilo} en un
sistema de flujo donde en ocasiones reactiva, analito y disoclucidn
reguladora en presencia de peroxidisulfato pasan a través de un
fotorreactor de luz ultravicleta {254 nm} antes de alcanzar el
detector. Este método novedoso presenta unas ventajas
comparables a la metodologia electroquimica “in situ”™. En los
sistemas propuestos, los analitos pueden ser  derivatizados
oxidativamente para producir guimicluminiscencia con el reactivo,
que a su vez también se ha generado fotoquimicamente en un

mismo sistema dinamico {34-36).

La emisién quimicluminiscente del Ru(llytris(2,2 -bipiridilo)
como sistema de deteccidn en segparaciones cromatograficas y por
electrofaresis capilar ha sido aplicada en numerosas ocasiones por
su excelente sensibilidad v, puesto que en la mayoria de los casos el
reactiva se generaba slectroguimicamente, en los dltimos diez afnos
uno de los focos de atencién de los investigadores ha sido mejorar &l
disefic de células electroquimicas para la generacién ‘in situ” de
Ru{lllytris{2,2"-bipiridilo}, adecuadas para su incorporacion a HPLC vy
en sistemas de slactroforesis capilar (37-45). Los problemas que

surgen mas frecuentemente se refieren a la pérdida de sensibilidad
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debida a la dilucién en el proceso de electrogeneracion, a la
imposibilidad de mantener limpic el electroda de trabajo, stc. Por
este motive el matodo mas sencillo y comun para acoplar la
quimicluminiscencia de Ru{lljtris{2,2 -bipirdilc} a separaciones
cromatograficas es la generacién electroguimica externa. Otros
sistemas utilizados que mejoran la sefal incluyen desgasificadores
antes del detector, eliminacién, cuando sea posible, del metanal

como fase movil para disminuir la radiacion fondo, stc.

En ofros casos se ha propuesto como alternativa la
generacién quimica de la especie de Ru{lllytris{2,2 -bipiridilo}, por
ejemplo con permanganato potasico; en el caso de alcaloides, el
reactivo oxidante actda también oxidando los alcaloides, gue asi
conducen a la quimiocluminiscencia {46). Yamazaki y col., siguiendo
las directrices de sus ftrabajos previos, utilizan la generacion
fotoquimica del reactivo, generalmente preparado por fotolisis
externa e incorporado después en un sistema de flujo para detectar
diferentes especies separadas por HPLC (28-31, 47}.

En asta parte de la Tasis se presentan diversos estudios
relacionados con la guimicluminiscencia del Ru{lhytris{(2,2 -bipiridilo)
en los que se genera la forma oxidada mediante un proceso
fotoquimico y la emisién se produce cuando se mezcla el producto
de la fotolisis con el analitico o con un derivado del mismo, también
formado por fotolisis, en un sistema dinamico. Se han realizado
investigaciones con los analitos siguientes: agentes
aminopolicarboxilicos {(EDTA y compuestos relacionados), el
antiarritmico amiacdarona y su metabolito desetilamiodarona vy

pesticidas dal grupo ds los N-metilcarbamatos.
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Asi, los estudios realizados se presentan en los Capitulos 4, 5

y 6 de la Tesis, que constituyen la parte B de la misma.

El Capitule 4 se refiere a los acidos aminopolicarboxilicos. En
él inicialmente se investiga el comportamiento del EDTA con el
Ru{lllytris{2,2" -bipiridilo} fotogenerade en un sistema de inyeccion an
flujo, considerando la influencia de diversas variables y proponiendo
un nueve método analitico que permita la determinacian segura y

rapida de la especis indicada.

Consecuencia de estos estudios ha sido la posterior
separacién de acidos aminopolicarboxilicos, concretamente EDTA,
NTA, EDDS y DTPA, por HPLC con deteccién guimicluminiscente.
La finalidad de estas investigaciones fundamentalmente era
encontrar un método muy sensible y seguro para evaluar la mezcla
de estos acidos en muestras reales, concretamente en aguas,

problematica de gran interés.

El Capitulo 5 corresponde a la separacion y determinacion de
amiodarona y de su metabelito activo, la desetilamicdarona,
especies de gran interés terapéutico. Se ha realizado un estudio de
la quimioluminiscencia de estas sustancias con el Ru{bpy)s™*
fotogenerado, que se aplica a la deteccidon post-columna después de

la separacion de las mismas por HPLC.

En el Capitulc 6 se expone el comportamientc del
Ru{llljtris{2,2"-bipiridilo} cuando actua con los pesticidas del grupo
M-metilcarbamatos (propoxur, carbaril, carbofuran, promecarb e
isoprocarb} previamente fotolizados, procesc gue provoca una
intensa quimicluminiscencia. Se selecciond el propoxur como

modelo para realizar un exhaustivoe estudio en un sistema de
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inyeccion en flujo, gue incluyera la influencia de los diferentes
parametros quimicos y dinamicos sobre la guimicluminiscencia. Una
consecuencia importante de estas investigaciones ha sido la
separacion y determinacion de los distintos pesticidas mediante
HPLC y deteccién guimicluminiscente gracias a la descomposicion

fotoquimica post-celumna de los mismos.
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DETERMINACION QUIMIOLUMINISCENTE DE
ACIDOS AMINOPOLICARBOXILICOS CON
Ru(lIDTRIS(2,2 -BIPIRIDILO) FOTOGENERADO

4.1 ANTECEDENTES BIBLICGRAFICOS

Los acidos aminopolicarboxilicos {APCAs) tienen gran
capacidad para formar complejos solubles en agua con ionss
divalentes y trivalentes {1, 2)*, razén por la que estos compuestos
sintéticos tienen un amplic ndmero de aplicacionas industriales y

domésticas.

El acido aminopolicarboxilico mas importante es el acido
etilendiaminotetraacético (EDTA}, un reactivo analitico bien conocido
y ampliamente utilizado. Forma complejos solubles en agua con la
mayoria de los iones metalicos, de ahi su uso en Quimica Analitica

como valorante y agente enmascarante.

El EDTA y el acido nitrilotriacético {(NTA), compuestos
relacionados, fueron  sintetizados y  producidos  por LG,
Farbenindrustrie a mediados de los afios treinta y nombrados como

Trilon A y Trilbn B, respectivamente {2}, Puesto que formaban

* La bibliografia de este Capitulo se encuentra en |a pagina 246,
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compuestas estables con calcio y magnesio, se sugirid su empleo
para ablandar el agua y comao agentes auxiliares en tintoreria por su
capacidad de complejar metales pesados. Los estudios tedricos
sobre este tipo de complejantes de caracteristicas singulares se
iniciaron a principios de los afios cuarenta por Bejrrum y Leden {2}
Un poco mas tarde Schwarzenbach publico una serie de trabajos vy
una importante monografia {1} y West (3} describid 78 compuestos

similares.

En esta Tesis hemos centrado nuastras investigacionas en los
siguientes acidos aminopolicarboxilicas: acido nitrilotriacético (NTA)
acido efilendiaminotetraacético {EDTA}, acido 5,5-etilendiamino-
N N -disuccinico ({EDDS) y acido dietilentriaminopentaacético

{DTPA}, cuyas farmulas aparacen en la Figura 4.1,

H
O O} H
H MH 8] ©
H N—\_
\ H
H OH
OH \—<
o
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o
s) OH o
OH OH
I\NM OH
N/\lr Ho M
H O ; ,? _>=.
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DTRPA NTA

Figura 4.1. Estructuras de ECDRS, EDTA, DTRA y NTA.



Dreterminacidn de deidos aminopolicarboxilicos 207

En la actualidad, los acidos aminopolicarboxilicos nao solo
tienen interés como reactivos analiticos, sing que son ampliamente
utilizados en diversos campos, destacando sus aplicaciones
industriales, farmacauticas y agricolas. La aplicacian industrial de
estos agentes incluye la produccion de metales, acabados textiles,
manufactura de pieles, gomas, fammacos, polimeros, pulpa y papel
{4, 5). Ademas, estos compuestos se adicionan a los fertilizantes
para asegurar que micronutrientes tales come Cu®*, Zn®* y Mn®*
permanezcan solubles bajo las condiciones de los suelos alcalinos
{6}); se utilizan para sustituir a los fosfatos en los detergentes (7} v
para inhikir el oscurecimiento enzimatico de los alimentos mediante

la complejacion del cobre de la enzima polifenoloxidasa {8).

Debido a que los APCAs se aplican fundamentalmente en
medios acuosos, su uso generalizado conduce, come resultade final,
a su liberacion en el medio ambiente, siendo muy importante su
presencia en aguas residuales y experimentando procesos de
degradacian de diferentes tipos {3}. Los procesos de transformacion
de los APCAs en el medic ambiente han sido estudiados en
profundidad para los dos compuestos mas ampliamente utilizados, el
EDTA y el NTA. Se ha llegado a la conclusion de que mientras el
NTA se& degrada por accidn bacteriana tanto en condicionas aerobias
como anaerobias, el EDTA es mucho mas resistente a la

kiodegradacian medioambiental {1 0}.

Una vez liberados en &l medic ambiente los APCASs pusaden
afectar a la distribucidén y transporte de los metales en los
ecosistemas acuaticos. Asi, en el caso del EDTA, resistente a la
biodegradacion, se ha demostrado gue en las aguas naturales existe

en forma de iones negativamente cargados, con protones o con
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iones metalicos, ¥ que no es adsorbido por los acidos humicos,
silice, caolin y sedimentos de los rios. Su fuerte capacidad
quelatante puede jugar un importante papel en la distribucion vy
transporte de los metales pesados en medios acuaticos, ademas de
producir un aumento de la concentracion de estos metales en los
citados medios, debido a dos causas, primero su capacidad para
disolver a éstos desde los sedimentos en gue se encuentran y

segundo impedir su precipitacion.

Los efectos que los compuestos aminopolicarboxilicos ejercen
sobre la salud no estan determinados, aungue 58 cree que no tienen
caracter toxico, por ello se utilizan adicionados a mayonesas,
ensaladas, champifiones y carnes en conserva, aprovechando su
capacidad de secuestrar los iones metalicos. Asi, el EDTA se
adiciona, frecuentemente en forma de sal disédica o calcio disadica
a las formulaciones farmacéuticas o en alimentos a causa de su
estabilidad, compatibilidad y baja toxicidad. En los productos
farmacéuticos mejora la accion de preservativos y antibacterianos y
gstabiliza la accién de los antioxidantes (11}, En alimentos (por
ejemplo  verduras, envasados, encurtidos, setas en conserva,
mayonesas y ensaladas alinadas) el EDTA se adiciona con la
finalidad de impedir su deterioro, preservar el color, clor y sabor. Su
accidon se basa en la complejacion de los iones metalicos gque
catalizan reacciones de oxidacién y en la inactivacion de enzimas
dque causan oscurecimiento {oscurecimientc enzimatico). Por todo
ello, el uso de EDTA y otros agentes guelatantes del mismo tipo esta
estrictamente regulado en Estados Unidos por la U.S. Food and

Drug Administration y otras importantes Agencias.
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Ctras aplicaciones del EDTA estan relacionadas con los
extensos estudios encaminados a encontrar compuestos de hierro
que puedan ser incerporados a alimentes enriguecidos. El compleje
EDTA-Fe{lll} tiena ciertas ventajas frente a otras fonmas de aporte
de hierro, principalmente su  alta biocdisponibilidad; se ha
comprobado gue la absorcien por el organismo de este hierro es la
misma si se administra el quelato en disolucién o mezclada en los
alimentos. Ademas, el compuesto no produce efectes adversos
sobre el colar o el sabor de los alimentos. Sin embargo, una vez gue
el hierro ha sido absorbido {lo que se mejora cuando los alimentos
contienen acido ascérbico} el EDTA puede formar complejes con
otros micronutrientes, conduciendo eventualmente a deficiencias
nutricionales al dejar a otros metales no disponibles para la

absorcian.

En la industria farmacéutica el EDTA ademas de utilizarlo
como antioxidante, se emplea para evitar el envenenamiento con
metales pesados (12). En estos casos el EDTA se anade
generalmente como sal disddica y funciona complejando los metales

pesados que muchas veces son catalizadores de oxidaciones (13).

El amplio uso deal EDTA gueda patente en el consumo anual
de esta sustancia. Como ejemplo podemos atender a las cifras
referidas a 19838 en Europa y en Estados Unidos, afico en gue se
consumieron 35000 toneladas y 50000 toneladas de EDTA,

respectivamente.

De lo anteriormente expuesto, queda claro el impacte

ambiental de los APCAs vy la necesidad de disponer de métodos
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sensibles y selectivos para su determinacian en diferentes tipos de

muestras reales.

El EDTA ha sido analizade utilizando diferentes métedos
analiticos, las cuales han sido revisados por Sillanpaa y Sihvonen
{14}, La dsterminacién volumeétrica es comunmente aplicada a
productos farmacéuticas {15}, aungue métodos espectrofotométricos
{16, 17), polarograficos (18}, polarografia diferencial de impulsos
{19}, polarografia de onda cuadrada {20}, voltamestria de redisclucién
{21}, wvaloraciones cataliticas {22, 23), fluorimetria {24} vy
electrofaresis capilar {25) han sido utilizados. Dentro de las téchicas
cromatograficas, la cromatografia liquida de alta resolucien {26-28)
es mas conveniente y preferida a la cromatografia de gases {14, 29}
ya que an aste Ultimo caso el EDTA requiere la conversién previa en
ésteres alquilicos para conseguir la volatiidad. Recientemente ha
sido propussto un sensor guimicluminiscente para la determinacion
de EDTA (30).

También el analisis por inyeccién en flujc se ha empleado
para la evaluacién de EDTA, siguiendo diferentes estrategias. Asi,
se ha utilizado un electrodo de carbeno trabajando a 1,5 V frente a
E.C.S. para la deteccién amperométrica {31} y un electrodo indicador
de alambre de cobre para la deteccién potenciomatrica (32).
También se ha aprovechado el efecto acelerante que ejerce el EDTA
sobre la velocidad de la reaccion redox del Cuf{ll} con el Fe(ll} en
presencia de neccuproina para la determinacién espectrofotométrica
indirecta del EDTA en un sistema FI {16). El efecto inhibidor del
EDTA sobre la accign catalitica del Cu{ll} en la oxidacién de la
hidrazona de la 2,2 -dipiridil cetona por el perdxido de hidrégeno ha

sido utilizado para su determinacion fluorimétrica {33}.
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Muchos de los métodos empleados en la determinacion de
EDTA han sido aplicados a ofros acidos aminopolicarboxilicas; los
primeros registrados fueron los volumeatricos, espectrofotométricos v
electroquimicos {14}, aungue las diferentes formas de Ila
cromatografia han desplazade a estos métodos. La cromatografia de
gases utilizando ionizacion con llama, espectrometria de masas y
detectores especificas de nitrageno ha sido aplicada {14, 34-38),
pero como antes comentabamos, estos métodos requieren la
conversion de los APCAs en ésteres metilico, etilico, propilico o
butilico para hacerlas volatiles, lo que implica un procedimiento de

preparacion muy laborioso y lento {14).

En los métedos de cromatografia liguida, la separacion de los
APCAs ss realiza habitualmeante con columnas ds fase reversa o por
cromatografia idnica. En el caso de la técnica en fase reversa
generalmente se afade un reactivo adecuado para formar un par
iGnico a la fase maévil para convertir el analito en un components
neutro {33, 42}, mientras que en el caso de la cromatografia iénica
los APCAs son ionizados a aniones polivalentes que presentan alta

afinidad con resinas intercambiadoras de iones {43, 44).

Los métados de deteccian en HPLC mas utilizados son la
espectrofotometria en al ultravicleta de los complejos formados entre
los analitos, actuando como ligandos, y los iones metalicos Fe(lll} o
Cuflly {14, 40-44}. En estos casos, otros iones metalicos presentes
en la muestra pueden competir para formar quslatos y, por tanto,
causar interferencias. La deteccidén amperométrica empleando
electrodos de pasta de carbon ha sido propuesta por Dai y Helz {45}
para determinar APCAs en su forma acida. Alta sensibilidad se ha

conseguido con deteccién fluorescente, despugs de una reaccidn
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post-columna con formacion de compuestos ternarios con lutecio y
8-hidraxiquinaleina (46}, ¥ con la aplicacion de la espectrometria de
masas {27} o ICP-MS (26}

Ya se han comentado las ventajas que la deteccidn
guimicluminiscente puede aportar en las separaciones por HPLC en
términos de sensibilidad y especificidad. Asimismo, nos hemos
centrado en esta parte de la Tesis en la aplicacion de la
guimicluminiscencia del Ru{lljtris{2.2 -bipiridilo}, sistema ds
deteccién que hasta la fecha no se ha utilizado con los APCAs,
excepto para el acido iminodiacético, usando en este caso la
electroluminiscencia {47}. Con estos antecedentes la meta de estas
investigaciones fue desarrollar un método analitico para APCAs
aplicable a una amplia variedad de muestras y capaz de alcanzar
limites de deteccion muy bajos para el analisis de concentraciones
sub-micromolares. Para conseguir este objetiva hemos ascogido la
deteccién quimiocluminiscents del HU{bp}f)32+; en un sistema post-
columna el Ru{bpy)s™ generade per oxidacion fotequimica “on-line”
del Fiu(l::q::ﬂ_-,f}g‘?+ con peroxidisulfato reaccionaria con los acidos
aminopolicarboxilicos procedentes de la columna cromatografica

para dar una intensa quimicluminiscencia.

Como paso previo, en estos estudios era imprescindible
investigar de forma exhaustiva el comportamiento de los APCAs
seleccionados con el sistema QL mencicnade. Dada la importancia
del EDTA hemos realizado los estudios con esta especie, tomada
como modelo para conseguir optimizar todas las variables

implicadas en el proceso de emisian quimioluminiscents.
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En la bibliografia queda constancia de gque el EDTA no
produce quimicluminiscencia con el HU{bpY)33+, excepto cuando asta
presente un oxidante potente, tal como el Ce{lV) (30}, este oxidante
probablemente juega un importante papel: oxidar el complejo de
Ru(ll} a Ru{bpy)s>* y oxidar el EDTA formando radicales intermedios
de suficiente energia para reaccicnar con Ru{bpy)s™, como ecurre
con otros acidos carboxilicos (48), para generar la emision QL. Sin
embargo, nosctros hemos comprobado que se produce una fuerte
quimicluminiscencia cuando Hu{bpy}gs", generado por fotooxidacion
en linga del Fiu(l::q:r_-,f}g‘?+ con peraxidisulfato, se mezclaba can EDTA,
luminiscencia que se podia emplear para la determinacion de EDTA
en un sistema de inyeccidn en flujo, o utlizar como sistema de
deteccion en cromatografia liquida.

4.2 ESTUDIC DE LA QUIMICLUMINISCENCIA DEL EDTA CON
EL Ru(bpy):"* FOTOGENERADO EN UN SISTEMA DE FLUJO

Con el fin de optimizar todas las variables implicadas en el
proceso de emisién quimicluminiscente se disefid un sistema Fl

adecuado para conseguir la maxima senal posible.

En la configuracion presentada en la Fig. 42 se ha
seleccionado trabajar en el modo reverso con el fin de economizar

en lo posible el gasto de reactivo Hu(bpy}f".

La maxima senal guimicluminiscente se obtenia cuando las
corrientes de muestra y reactivos se mezclaban dentroc de la célula

de flujo.



Capiiulo 4 214

R, CR
R pe
| : ™
Luminometrol=" = --»
Lampara UY - |_:|
R3 A e ]_¢_ =
Ri— _@_)7_
Vi
Fotorreactor
Residuns
Rufbpy)s™

Figura 4.2. Esquema Fl para |la determinacion de EDTA.

R, = muestra (1,2 ml min"}; F: = disolucion requladora fosfato 80 mM de gH 6,8
(0,9 ml min™"y; Bz = peroxidisulfato 1,5 mM vy disolucién reguladora fosfato 50 mM
de pH 5,7 (1,4 ml min™; By = agua (1,4 ml mim'}; volumen de inyeccidn = 235 pl
de Rutbpyis™™ 2 mM.

El sistema Fl utiliza dos bombas pernistalticas Gilson
Minipuls 3 para bombear las disoluciones de reactivos. La disolucidn
de Fiu{l::q:;y)f+ s& inyecta con una valvula de inyeccidn Omnifit. La
célula de flujo esta construida con cuarzo e incorpora tres puertas
{dos de entrada y una de salida} que permiten una mezcla eficaz de
reactivas dentro de la misma, mejorando el rendimiento y eficacia de
la sefial quimicluminiscente. La medida de quimioluminiscencia se
realiza con un luminémetro Camspec CL-2 unido al

espectroflucrimetro Aminco Bowman Series 2 con la finalidad de
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utilizar su software para la adquisicion y control de datos. El
fotorreactor consiste en un tubo de PTFE arrollado helicoidalmente a
una lampara de mercuric de baja presion que trabaja a 6 W, cuya

principal linea espectral es a 254 nm.

4.2.1 Optimizacion de las condiciones experimentales

Se realizaron una serie de estudios dirigidos a establacer las
condicicnes de reaccidn mas convenientes para la determinacion
FI-QL de EDTA. Las condiciones para la fotogeneracion de
Ru{bpy)s®™ utilizadas han sido: Ru{bpy)s® 2 mM y perexidisuliato
1,5mMa pH 3,7, que ya habian sido optimizadas en investigaciones
realizadas anteriormente, y con las que se consigue una alta

3+

eficiencia de fotogensracién de Ruibpyls”™ con tiempos de

irradiacion del orden de 8 s {49},

La influencia de diferentes variables quimicas y dinamicas
sobre la reaccién quimioluminiscente entre el EDTA y el Ru{bpy)s™
fotogenerado ha side examinada con atencién. Como el pH de las
disolucicnes pareces ser la variable mas importante a tener en cuenta
para la emision QL, se realizé un estudio dirigide a examinar el
impacto del pH en la sefial, con la finalidad de encontrar la mayor
sensibilidad posible.

Los dates obtenidos para la sefial L del EDTA a diferentes
valores de pH se muestran en la Fig. 4.3 Aungue la sefial QL
corregida, teniendo en cuenta el blanco, aumenta conforme lo hace
el pH, no pueden utilizarse valores superiores a 7,5 ya que en esas
condiciones la sefial del blanco seria muy grande debido a gue los

3+

iocnes hidroxilo reaccionarian con el Ru{bpy)s™ pasandolo a



Capfivlo 4 216

Ru{bpy)f" con emision quimioluminiscente. El pH seleccionado en la
célula de flujo fue de 6,5, obtenido haciendo circular por el canal R;
una disolucién reguladora 0,08 M de fosfato ajustada a pH 6.8, que
después de mezclada con las otras corrientes deja un pH muy

proxime al valor éptimo 6,5.

]
—h

Intensidad de quimioluminiscansia (V)

Figura 4.3. Efecto del pH sobre la reaccion QL del sistema EDTA/Ruibpy)s™.

{1} Sefial del blanco; {2y EDTA 1%10° M

La velocidad de reaccién y el tiempo de residencia de la
especie emisora en la célula de flujo sen determinantes al considerar
el efecto que el caudal gjerce en la sefial QL. La quimicluminiscencia
va aumentando hasta alcanzar un caudal total de 4,8 ml min™, pero
disminuye a caudales maycres. Con la finalidad de asegurar la
conversién eficients de Ru(bpy)s®* a Ru(bpy)s®*, los caudales de la
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disolucion portadora del F%u{l::»pr,f)gz+ y la de peroxidisulfato se
mantuvisron a 1,4 ml min™ y se utilizé un fotorreactor de 175 cm de
lengitud. Los caudales de las corrientes de la disolucion reguladora
fosfato y de la muestra se variaron entre 0,6 y 1,5 ml min™, teniende
siempre en cuenta que el caudal total se mantuviera en 4,9 ml min™,
La maxima sefal se obtenia cuando Ilas discluciones de la
reguladara fosfato y de la muestra circulaban con los caudales de

0.8y 1,.2mlmin’, respectivamente.

La influencia del velumen de inyeccian del reactiva Ru(bpy)s~*
sobre la sefal quimisluminiscente se estudié cambiando el lazo de la
valvula de inyeccion en el intervalo comprendido entre 35 pl a 335 pl.
Se observé gque la respuesta quimicluminiscente aumentaba
rapidamente con el tamano del lazo hasta unos 235 pl, valor por
encima del cual las variaciones en la sefial eran practicamente
inapreciables. Por ello, se considerd que 235 pl era el volumen mas

conveniente para la inyeccidn del Hu(bpy}f" en el sistema FI.

4.2.2 Determinacion de EDTA en un sistema de inyeccién en

flujo

Aunque nuestra meta era utilizar la guimicluminiscencia del
EDTA con el Ru{bpy)s™ como sistema da deteccién post-columna en
las separaciones por HPLC, consideramos que el sistema GL
optimizado podria aplicarse directamente para la determinacién Fl
del EDTA coen muy buena sensibilidad. Por ello, trabajando en las
condiciones antes sefaladas se procedid a establecer los
parametros analiticos del nuevo método, utilizando para la

cuantificacién la altura de pico come sefal analitica. Se comprobd
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que existia una relacion lineal entre la sefial guimioluminiscente y la
concentracion en el intervalo comprendido entre 7x10% M a
3x10% M. El limite de deteccién calculado de acuerdo con las
recomendaciones de la IUPAC {50} era 7.2x10° M. La repetitividad
se calculd a dos concentracionas de analite 4x107 M y 2x10% M
{(n = 10 para cada concentracion}, para las que la desviacion
estandar relativa fue 0,88 % y 0,74 %, respectivamente. La
reproducibilidad del método fue estudiada analizando, durante cinco
dias, tres discluciones de EDTA de la misma concentracion
{1 x10 i} Cada dia se realizaban tres analisis de cada una de las
disoluciones; la desviacion estandar relativa fus 1,5 %. La velocidad

de muestreo también se determind y es de 200 muestras/hora.

La selectividad del método s&  astudid  preparando
disoluciones conteniende 1x10% M de EDTA y aumentande el
contenido de diferentes compuastos gue pueden encontrarse en las
muestras reales a las que el método se pensaba aplicar,
fundamentalmente colirios y salsas. La tolerancia a cada especie
extrafia era tomada como la maxima cantidad que conduce a un
error menor del 3 % en la sefial analitica gquimicluminiscente,
comparada con la correspondiente al analito solo. Los iones sodio,
potasia, cloruro, sulfato y nitrato se toleraban en grandes cantidades
{el maximo ensayade ha sido 100 veces la concentracion del
analito}). Aunque el acido ascérbico y el citrato dan
guimicluminiscencia con el sistema estudiado, un exceso de dos
veces la concentracian de EDTA puede tolerarse en las condiciones

de trabajo recomendadas.

Debido a las propiedades complejantes del EDTA, los iones

metalicos interfieren porque la sefial QL se reduce en su presencia
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de acuerdo con la concentracibon de iGn metalico presente. En el
estudio de este tipo de interferancia se selaccionaron seis cationes:
Ca(lly, Mg(lly, Zn{ll}, Cd{ll}, Cu{ll) y Fe{lll}. Se prepararon una serie
de muestras que contenian siempre EDTA a la concentracion 1 pM y
cantidades variables de cada uno de los iones indicados. Después
de acidificar hasta pH 2,5 con acido clorhidrice 0,1 M, las muestras
se pasaron a través de una minicolumna de intercambic catiénico
bajo la forma hidrégenc. La minicolumna de 12 cm de longitud vy
4 mm de diametro interno, estaba rellena con la resina
Dowex 50 W X 8 y la disolucidn pasaba a través de ella antes de ser
bembeada al canal R, del esquema FI presentado en la Figura 4.2.
La tolerancia a cada uno de los cationes se establecid con los
mismos criterios que hemos indicado para otros interfarentes, as
decir, admitiendo un error con respecto a la sefial del analite pure

que no supere el £ 3 %.

Se comprobd que los iones calcio y magnesio no producian
interferencias {maxima relacién ensayada 100:1}; los iones cinc,
cadmio y cobre se toleraban hasta relaciones de 50:1. Sin embargo,
en presencia de Fe(lll} la sefal quimicluminiscente se reducia en
proporcion a la cantidad de Fe(lll} afnadido y desaparecia cuando la
concantracian de Feflll} era la misma gue la de EDTA. No obstante,
era posible determinar EDTA hasta con un exceso de Fe(lll} en la
proporcion 5:1, si se adicionaba acido ascorbico a las muestras
antes de su paso por la columna de intercambio; en esas
condiciones se produce la reduccion del Fe{lll} a Fe{ll} por el acido
ascarbico y ese Fe{ll} forma con el EDTA un complejo mas dahil
{log p =14.,3) que el Fe{lll} {log p = 25,1}.
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4.2.2.1 Aplicaciones analiticas

El método FI-QL propuesto ha sido aplicado con éxito a la
determinacion de EDTA en colirios oftalmicos y en diferentes tipos

de muestras de salsa.

En &l caso de las musstras de colirio simplements se
diluyeron adecuadamente con agua ultrapura, se filtrarcn e

inyactaron en el sistema Fl sin ningdn tratamiento adicional.

Para el analisis de EDTA en muestras de salsa {en nuestro
caso mayocnesa y alioliy se pesaron cantidades convenientas de las
mismas {aproximadamente 10 g} vy se mezclaron con 50 ml de agua
para extraer a continuacién con 20 ml de diclorometano. Después de
centrifugar {30 min a 1000 x g} se descargaba la capa organica y la
fase acuosa se centrifugaba de nuevo durante 10 minutos. La fase
acuosa resultante se fitraba a través de un fitro Millipore de
0.45 pm vy se diluia apropiadamente con agua ultrapura en matraz
aforado. Los resultados de estos analisis se presentan en la
Tabla 4.1 y se han comparado con los obtenidos utilizando el
métado de referencia basado en HPLC {40} y aplicando el analisis
estadistico con el test-t y test-F. Se puede afirmar con el 85 % de
confianza gue no existen diferencias significativas entre los

resultados obtenidos con los dos métodos,
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Tabla 4.1

Determinacion de EDTA en muestras reales

Mé&todo Método de
propuesto” referencia”

Tipo de muestia®

Freparaciones farmacéuticas

Colirio oftalmico LLorens 2027 £ 0,08 2016+ 0,06
mg ml’ mg ml’
Salsas
Mayonesa Prima 331105 32,6 £ 0,3
mg kg ' mg kg’
Alioli Chovi n.d.” n.d.t

* Composicién: Colirio oftilmico LLorens: edetato disddico (20 mg ml™), fosfato
monosadico, fosfato disddico, nitrato de fenilmercurio ¥ agua ultrapura. Mayonesa
Prima: aceite de girasol 65 %, yema de huevo 8,5 %, vinagre, azlcar, sal, almiddn
de maiz, jugo de limdn, sorbato potasico, goma xantana, B-caroteno, EDTA y
antioxidante BHA. Alioli Chovi: aceite vegetal, huevo, ajo B8 %, sal, limon y
sorbato potasico.

" Media + desviacitn estandar {n =4).

* Mo detectado.

Con las mismas muestras analizadas se han realizado
estudios de recuperacion. Tres cantidades diferentes de EDTA se
adicionaron a cada una de las muestras reales analizadas para
determinar su recuperacion. Los resultados obtenidos se presentan
en la Tabla 4.2 e indican gue el método propueste se puede aplicar
satisfactoriamente a la determinacién de EDTA en este tipo de

muestras.



Tabla 4.2

Recuperacion de EDTA en colirio oftdlmico y salsas

Método propuesto Método de referencia

Muestra Concentracion Concentracion Recuperacion®  Concentracion Recuperacion®

anadida encontrada® {%%) encontrada® {%%)

Froductos farmacéuticos

Colirio oftalmico 1,86 = 0,07 1,92 + 0,04
3,0° 281 £ 0,05 87 + 2 2,85+ 0,03 85 1
4,0° 4,05+ 0,08 101 3 3,96 + 0,07 895+ 2

Salsas

Mayonesa 30 28808 S5+ 3 291 205 g7+ 2
50 50,1 08 1002 481 + 0.9 98+ 2
65" 63.7 £ 06 98 + 1 64,308 899 + 1

Alicli o 297 £ 05 g5+ 2 290+ 05 897 + 2
507 48,5+ 0.8 G713 481 + 04 98 + 1
65" 63,108 897 + 2 65,7 £ 0,8 101 ¢ 1

® Media + desviacidn estandar {n = 3).

b ' f " -
Recuperacion £ desviacion estandar (n = 3).

® Concentracion expresada en mgml™.

d ' -
Concentracitn expresada en maq kg™
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Podemes afirmar que la guimiocluminiscencia que produce &l
EDTA con el Ru{hpy}f" fotogenerado combinada cen el FI permite &l
desarrollo de un método analitico de alta sensibilidad, rapido y
reproducible, aplicable con excelentes resultados a la determinacion

de este compuesto en formulaciones farmacéuticas y en salsas.

Comparando este métoda con otros propuestos para el EDTA,
concretamente métodes Fl o el sensor QL, queda patente que el
aqui presentado es mas sencillo y rapido, mas sensible que la
mayoria de los presentados en la Tabla 4.3 y justo como el de mayor

sensibilidad de la misma.



Tabla 4.3

Caracteristicas analiticas de algunos metodos para la determinacién de EDTA

Método {ref.) Deteccion Hango lineal {M) L.D. (M) Comentarios

Sensor {30) Quimicluminiscencia B,6x10° - 1,0x18%  1,8x106%  Membrana bicapa conteniendo Ru{bpy)s®"
y Ce{lV) sobre un soporte de poliéster.
Tiempo de vida: 3 dias

FI{31) Amperometiia 3.0x10% - 3.0x10° Electiodo de carbono vitrificado a 1,25 ¥
{US. SCE)

FI {32) Fotenciometria 1x10° Electrodo indicador de alambre de cobre

Fl{18) Fotometria 2x10° - 8x10° Reaccion redox entie Cuill) ¥ Fel{ll) en

presencia de neocuproina

FI {33) Fluorescencia 6,8x10 7 — 3,4x10° Oxidacion por H;O; de la hidrazona de la
2,2"-dipiridil cetona catalizada por Cu(ll)

Fl {este trabajo)  Quimioluminiscencia 7x10°8 — 3x10° 7.2x10°  Reaccion QL entre EDTA y Ruibpy)s’
fotogenerado
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4.3 DETERMINACION FI-QUIMIOLUMINISCENTE DE OTROS
ACIDOS AMINOPOLICARBOXILICOS

Hemos comprobado que el método FI-QL propuesto también
da huesnos resultados en la evaluacibn de otfros  acidos
aminopolicarboxilicos, concretamente EGTA (acido etilenglicol-bis-
{2-amino etil &teritetraacético}, DCTA (acide 1,2-diaminociclohexano-
tetraacética), DTPA, NTA y EDDS. Las condiciones experimentales
optimizadas con el EDTA son igualmente convenientes para la
determinacion de los citados agentes complejantes, hacho favorable
teniendo en cuenta que nuestro propdsito es incorporar la deteccidn
fotoquimica gquimiocluminiscente en la separacién de APCAs por
HPLC. En la Tabla 4.4 se presentan los resultados del analisis
estadistico de los datos experimentales encontrados con todos los
analitos, asi como las ecuaciones de las rectas de regresion
calculados a parir de las graficas de calibrado. Como gueda
patente, el método es muy sensible para la determinacion de todos

los analites, particularmente para NTA (LD = 1,8 nM).



Tabla 4.4

Grificas de calibracidn, limites de deteccién y precision

Analito Ord ?nada en el F‘egdier?te_ - ] Rango I_in eal L.D.:a Flepelitividie_id b
origen (mY) {10° mV/M) '- ' { M) {nhd) (RS0, %)
EDTA 32+ 11 4,86 + 0,08 0,9982 0,07 -3 7.2 0,88
EGTA 2114 14,3 £ 01 0,9998 (a2 = | 2.5 1,08
NTA 1617 21,4102 0,99498 0,02-038 1.8 0,71
DTFA 4314 10,4 + 0.3 0, 5585 0,04 - 1 5.3 1,24
DCTA -44 + 26 6,87 + 0,32 0,9980 0,06 -2 5.8 0,99
ERDS 111 £ 25 134 + 0,4 0, 55388 01 -1 3,0 1,32

? L.D.: Limite de deteccion.

" Los valores de RSD han sido obtenidos a partir de 10 inyecciones repetidas de las siguientes muestras: EDTA, EDDS, DCTA
{4107 M) y EGTA, NTA, DTPA {(8x 107 My,
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4.4 SEPARACION Y DETERMINACION DE LOS ACIDOS
AMINOPOLICARBOXILICOS POR HPLC

El sistema para la separacion cromatagrafica de APCAs se
presenta en la Figura 4.4. La meta de estas investigaciones, como
ya se ha comentado, era desarrollar un procedimientoe de separacion
por HPLC para APCAs que se pudiera aplicar a diferentes tipos de
muestras y gue alcanzara limites de deteccion convenientes para el
analisis de concentraciones sub-micromolares. Para alcanzar estos
objetivos hemos escogide como deteccién la guimisluminiscencia del
Ru{bpy}s**. En un sistama post-columna el Ru{bpy)s™, generado por
fotooxidacion en linea del Ru{bpy)32+ can peroxidisulfato, reacciona
con los acidos aminopolicarboxilicos procedentes de la columna
cromatografica para dar fuerte guimiocluminiscencia. Se han
seleccionado para este estudio los siguientes APCAs: el EDTA y &l
DTPA considerados de baja biodegradabilidad y el NTA y EDDS que
son facilmente degradables. Para el sistema de deteccion post-
columna se han considerade los resultados de los estudios
realizados en el analisis por inyeccion en flujo de EDTA en el que se
optimizaron las condiciones quimicas y dinamicas para conseguir

sefiales quimiocluminiscentes elevadas.
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Muestra

grrmeenen Interfase

-
Punto de mezela t

Luminometro {---:
Lampara UY

P, E ]
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Bomba peristaltica

Residuos

Figura 4.4. Esquema HPFLC—OL para |a determinacidn de APCAs.

Fase mavil = acido sulfirico 20 mM {1 mImin™'}; R, = disolucién requladora fosfato
B0 mM de pH 7,3 (0,9 ml min™); R, = peroxidisulfate potasice 1,5 mM y disolucian
requladora fosfato 50 miM de pH 5,7 (1,4 ml min); B = Hu(bpngz* 2 mhd

(1.4 mlmin™y.

Las mayores sefales en la fotogeneracian del complejo de
Ru{lll} s& obtuvieron en estudios previos con las siguientes

condicionas: Ru{bpy)s>* 2 mM y peroxidisulfate 1,5 mM a pH 5,7.
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La sefal QL depende de forma drastica del pH de la reaccion
entre al Fiu{l::»p:q,f}g3+ y el compuesto que contiena &l grupo amino, en
nuestro caso DTPA, EDDS, EDTA y NTA, por lo que estos agentes

se hicieron reaccionar con el Ru{hpy)f"

en el intervalo de pH
comprendido entre 3 y 8, comprobando en estas experiencias un
aumento de la sefal QL cuando loe hace el pH, tal como queda
patente en la Figura 4.5 Aungue las condiciones alcalinas son
taverables, no conviene trabajar a pH superior a 7,5 debido a que los
iones hidroxilo, que también reaccionan con el HU{bp}f)33+,

producirian un aumento de la sefial dal fondo.

=
-% 1000 F (A) (B)
E EOD
E &O0 1 1
=
E
g 400
3 2 2
-
3 200 3 4
g o 3 3
= ]
3 4 = & ¥ 3 4 i & T
pH pH

Figura 4.5. Efecto del pH (A} sobre |3 intensidad de QL de NTA {13, EDDS (2},
DTPA {3) v EDTA (4). Sefial del blanco {8). (B); sefial QL corregida con el fondo.

Condiciones: Ruibpy);™ 2 mM; concentracion de los analitos 5x10” M excepto
EDTA (1x10°° M.
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La separacion cromatografica se ha llevado a cabo con un
sistema de HPLC que consiste en un madula de disalventes System
Gold 125 NM de Beckman Coulter y una valvula de inyeccion
Rheodyne Y725 con un volumen de 50 pl El detector de
guimicluminiscencia fue un luminémetro Camspec CL-2 conectado al
equipo de HPLC por medio de una interfase $5420x de Beckman.
Se utilizé un ordenador personal IBM con el software 32 Karat para

la adquisicion y tratamiento de los datos.

Dos tipos de columnas se han empleado en las separaciones
de APCAs: una Mediterranea Seaqz (5 Um, 15 cm x 0,46 cm} de
Teknokroma y una PRP-1 {poliestireno-divinilbencenc} (5 pm, 25 cm

x 0,41 cm} de Hamilton.

Un parametro de gran interés en la emision
guimicluminiscente es el caudal a traves de la célula de flujo. La
influencia de esta variable sobre la quimicluminiscencia era
necesario estudiarla de nuevo al incorporar al esquema analitico de
analisis en flujo el sistema de HPLC. Asi, el efecto del caudal se
investigs utilizando dos bombas peristalticas, eliminando para estas
experiencias la bomba cromatografica del esquema presentado en la
Figura 4.4. La intensidad de (2L aumenta hasta alcanzar un caudal
total de 4,7 mlmin™, pero queda nivelado a valores mayoras. Con la
finalidad de asegurar la eficiencia en la fotocenversicn de HU(DP}"}32+
a Ru(bpy)s™ los caudales de las disclucicnes de Ru{bpy}s®* y de
peroxidisulfato se mantuvieron a 1,4 ml min™', mientras que sl caudal
de la disolucién reguladora fosfato se varid entre 1,5y 2,1 ml min™.
Como la maxima sefal guimicluminiscente s& consiguid con un
caudal de 1,9 ml min” y come la disolucién reguladora se incorpora

al sistema con un caudal de 0,8 ml min™ en el sistama definitivo de
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tres bombas {incluyendo la del cromatégrafo), se ha escogido un
caudal de 1 ml min™ para sl eluyente como el valer éptima an las

siguientes experiencias.

4.4.1 Separacién cromatografica

Las separaciones por HPLC de los APCAs se han realizado
siguiendo dos modos, bien utilizando las columnas para fase reversa
{RP} o por cromatografia idnica. En el caso de la fase reversa un
reactiva formador de pares idnicos se afiade a los analitos con &l fin
de transformarlos en componentes neutros (14, 28, 41} Estos
reactivos son sales de alquilamonio ¥ pueden dar directamente
guimicluminiscencia con el Ru{bpy)s®* fotogenerado y, por tanto, son
incompatibles con &l sistema de dsteccion que hemos selaccionado.
Ctro caming es trabajar con una fase maévil con bajo pH {45); en este
caso la separacion se hasa en las fracciones en equilibrio de las
respectivas especies sin carga. Nosotros hemos escogido esta
ultima alternativa ya gque es compatible con el sistema de deteccidn
QL seleccionado y, ademas, las interferencias que podrian producir

los cationes disueltos son minimas en esas condiciones.

se han utilizado columnas de fase reversa tanto de silice
enlazada {C,3) como de estireno-divinilbenceno {(PRP-1}. La columna
PRP-1 se recomienda para los valores de pH mas bajos, aungue en
general las fases G5 son mas eficientes. Los mejores resultados se
han conseguido con una columna 5 pm-Cis {Mediterranea Seaqg de
Teknokroma}, ya que trabajande con ella las separacicnes son

buenas ¥y no se ohservan cambios significativos en los tiempos de
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retencidon ni en las anchuras de los picos al menos durante

1-2 meses & incluso operando a pH 1,0,

El efecto de la composicién de la fase mavil sobre la sefial QL
de los APCAs ha sido estudiado. Se han comparado disoluciones de
los acidos sulfdrice, nitrico, fosférico y tricloroacético del mismo pH v
hemos llegado a la conclusian de que el acido sulfarica es el mejor
eluyente puesto que conduce a una buena separacion y las sefiales

guimicluminiscentes son mas altas.

El efecto del pH del eluyente sobre los tiempos de retencion
de los APCAs fue investigado en el intervalo de pH comprendido
entre 1,0 y¥ 4,0. Las graficas que muestran los tiempos de retencidn
se corresponden con la representacion de las fraccionss de
equilibrio de las respectivas especies no cargadas en funcién del pH,
tal como aparecen en la Figura 4.6 para los casos del EDTA y del
NTA. Estos datos confirman que la retencién es debida a especies
sin carga. El eluyente empleado finalmente fue una disclucién
20 mM de acido sulfirico {pH 1,47). La Figura 4.7 muestra un
cromatograma tipico obtenido a partir de una disclucién estandar.
Queda patente la eficiente separacion de los cuatro compuestos, asi
como la baja sefial de fondo, siendo importante destacar que todos

los analitos fueron eluidos en menos de 5 minutos.
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Tiempo de retencidn {min}

1.5‘ I i I

L S

Tiempo de retencion {min}

1.8 1 L L

Figura 4.6. Efecto del pH de |a fase mdvil sobre los tiempos de retencidn.

La linea continua representa |a fraccidn de equilibrio de las especies no cargadas,

calculada usando los valores de K de |as referencias 1y 2. (A) EDTA; (B) NTA.
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Figura 4.7. Cromatograma de una disolucion estandar de APCAs.

Concentracian e identificacion de picos: {13 = EDDS 6x107 M; {23 = NTA 4x107 M.
{3 =DTPA 6x107 M; 4y =EDTA 2¢x10° M. Las condiciones cromatograficas y del

sistema post-columna son las descritas en la Fig. 4.4,

4.4.2 Graficas de calibrado y caracteristicas del método

Cperando en las condiciones experimentales G&ptimas,
establecidas anteriormente, se construyeron las lineas de calibrado
para los cuatra APCAs objeto de estudio. Se utilizaron discluciones

estandares de diferentes concentraciones para cada analito: de
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8x10% a 1x10° M para el NTA, 4x10% a 1x10° M para el EDDS vy
DTPA y 7x107 a 4x10° M para el EDTA. Los cuatro analitos
presentaban buena linealidad cuando se representaba area de pico
frente a concentracién, como lo demuestra el hecho de gue los
coeficientes de regresién {r} eran mayores gue 0,988 en todas las
graficas. Los limites de deteccion, calculados como tres veces la
desviacion estandar del blanco dividido por la pendiente de la recta
de calibrado, fueron muy bajos come muestra la Tabla 4.5 que se
presenta, en la que aparecen ademas de estos parametros, los
obtenidos en estudios de repetitividad. La desviacion estandar
relativa se calculd a partir de diez inyeccicnes repetidas de
disoluciones de una muestra con los analitos presentes en las
siguisntas concentracionas 7x107 M para NTA, 1x10® M para EDDS
y DTPA y 7x10® M para EDTA y en todos los cases era mener del
1,3 %. Los valores de RSD para los tiempos de retencion obtenidos
en un mismo dia indican una buena reproducibilidad, puesto que su
variacion se encuentra entre 0,12 y 0,25 %. La precision entre dias
del métoda se ha estudiado analizando una musstra gue contenia
NTA {6,5x107 M), EDDS (7,5x107 M), DTPA (8,5x107 M) y EDTA
(?,Dxm'ﬁ M}. Durante cinco dias consecutivos esta muestra se
inyectd 10 veces cada uno de los dias. Los valores de RSD
encontrados fueron mencres de 2,1 % para las areas de pico vy

mencres de 0,88 % para los tiempos de retencién.
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Tabla 4.5
Caracteristicas analiticas del método HPLC-GIL propuesto para la
determinacion de APCAs

Frecision (RS0, %)

Intervalo L.B=

Ll Ly M) Repetitividad  Reproducibilidad

0,008 - 10

0,04 - 10 2.7 0,95 1,36
0,04 - 10 2,9 1,30 1,80
0,7 —40 80 0,62 1,14

? L.D.: Limite de deteccidn.

4.4.3 Efecto de los iones metalicos

Debido a las fuertes caracteristicas quelatantes de DTPA,
EDODS, EDTA y NTA no se encuentran en las muestras
medicambientales como acidos libres sino complejados  con
diferentes icnes metalicos. Esto significa que la presencia de
cationes en las muestras puede alterar la separacion y deteccion GL
de estos compuestos. Para el estudic de ests tipo de interferencias
hemos seleccicnado seis cationes: Ca(ll}, Mg(ll}, Zn{ll}, Cd{ll}, Cu{ll}
y Fe(lll}. Las muestras conteniendo siempre una concentracion
10 pM del agente complejante se prepararcn con concentraciones
diferentes de cada uno de los iones indicados y a continuacian se

registraron los correspondientes cromatogramas. Se comprobo gue



Dreterminacidn de deidos aminopolicarboxilicos 237

con Caill} y Mg(ll} hasta valores de concentracion de 1000 piM no
cambian los cromatogramas de las APCAs, es decir, gue ninguna
interferencia aparece en el caso de analizar aguas naturales. Los
iones Znf{ll}, Cd{ll} y Cu{ll} se toleran hasta una concentracion
100 uM. Sin embargeo, la presencia de Fe{lll) produce una reduccion
de los picos crematograficos proporcional a la concentracion de
Fe{lll} presente e incluso llegan a desaparecer cuando la

concentracion de Fe(lll} es la misma que la de agente complejante.

Cuando los iones metalicos se encuentran presentes a
concentracionaes mas altas que los limites tolerables, que aparecen
enla Tabla 4.6, las muestras que contienen tanto los iones metalicos
libres como complejados se someten a una operacion de percolado
a través de una columna rellena con una resina de intercambio
catianico {Dowex 50 W X B). Los cationes son, entonces, retenidos
en la columna, mientras que los complejos pasan a través de ella sin
impedimento. La disclucién resultante sélo contiene el catién en la
forma de complejo 1:1 con estos ligandos y, consiguientemente, es

apropiada para el analisis.

Dado qgue el Felllly es el mayor interferente para nuestro
métado analitica hemos prestado especial atencidan a investigar la
forma de eliminar en lo posible este grave inconveniente. Con esta
finalidad se adicicnaron a las muestras acido ascoérbico y Cu(ll},
después de haber pasado por la columna de intercambio catignico.
El acido ascérbico reduce el Fe(lll} a Fe{ll}, el cual forma con los
agentes complejantes estudiados un complejo mas dabil que el
Cufll). Después de la reduccian, la disolucién se pasa de nusvo a
través de la columna de intercambio idnico, donde el Fe(ll} y &l

exceso de Cufll) son retenidos.
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Tabla 4.6
Efectos de los iones metilicos sobre los picos cromatogrificos de EDTA,
NTA, DTPA y EDDS

Analito Ién metalico Concentracitn (i} tg {min} Altura de pico
NTA — 2 55 1
ca®/Ma™ 100 2,55 1
1000 2 57 0,99
ZriGdE 10 2 56 1
100 2 55 0,99
cu™ 10 2 54 1
100 2 55 0,99
1000 2 54 0,75
Fe®* 1 2 55 0,92
5 D 55 0,56
10 0
L 1,65 1
Ca®"/Mg™ 100 3,65 0,99
1000 12,65 0,98
ZmEtiGd 100 3,63 1
Gu™ 10 2,65 1
100 3,66 0,98
1000 1,66 0,39
Fe'" 1 1,65 0,90
5 1,63 0,45
10 0
— 3,32 1
Ca*"/Mg® 1000 3,32 0,99
Zn¥icd® 10 3,32 1
cu™ 10 3,32 1
Fe®* 1 3,33 0,91
10 0
st 2.05 1
Ca*"iMg™ 100 2,05 1
1000 2 0B 0,99
Cu®* 10 2,08 1
20 210 0,90

Muestras: Disoluciones de DTFA, EDDS, EDTA vy NTA 10 uM en aqua ultrapura;
columna Gig pH de la fase movil = 1,47; caudal = 1 ml min'; g = tiempo de
retencidn en minutos. Los datos de altura de pico en presencia de iones metalicos
han sido normalizados a los datos en ausencia de iones metdlicos dividiendo los
primeros entre los Oltimos.
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4.4.4 Aplicacion del método al analisis de acidos

aminopolicarboxilicos en muestras reales

Las caracteristicas del sistema de deteccion QL seleccionado
nos permiten obtener unos cromatogramas muy sencillos para la
determinacién de APCAs en muestras reales. La utilidad analitica deal
método fue comprobada  determinando estos acidos

aminopolicarboxilicaos en aguas y el EDTA en salsas comerciales.

4.4.4.1 Determinacién de APCAs en aguas

Para evaluar la validez del métoedo propuesto para la
determinacion de APCAs en muestras de aguas naturales, se
recogieron muestras de diferente procedencia. Todas las muestras
fueron filtradas {(con filtros de membrana de 0,45 pm) antes de la
inyeccion en el cromatagrafo. Ninguna de las muestras analizadas
daba picos cromatograficos que  interfirieran  con los
correspondientes a los APCAs. Las muestras fueron enriquecidas
con tres concentraciones diferentes de cada uno de los APCAs. En
la Tabla 4.7 se presentan los valores encontrados para la
recuperacion de los acidos, asi como los valeres de RSD
correspondientes en tres tipos de aguas. Como puede observarse
valores de concentracién tan bajes como 4x10° M puaden
analizarse en aguas naturales utilizando una etapa de
preconcentracicn, con la que se puede llegar a un factor de

enriquecimiento de 25.



Tabla 4.7
Determinacion de DTPA, EDDS, EDTA ¥ NTA en muestras de agua

Frocedencia del agua Analito Anadido {nkd) Encontrado® (nM)

Grifo NTA 4" 50 200 3.8 +0,1 5.0+ 0,1 19918
OTRA 10° 20" 1000 9,8 + 0,1 18,0 0,7 8953 +18
EDTA 400" 500" 2000 398 + 20 480 + 21 203818
NTA 5" B" 200 48102 58+02 196 + 10
EDDS 20° 30° 2000 194 0.3 247+08 1862120
DTRA 20° 30" 2000 176 10,4 288+0,7 1864134
EDTA 500" 600" 3000 480 + 22 576 + 27 2974 + 14
NTA 5P 6 200 5.0+ 0,1 6,0+ 0,1 198+ 9
EDDS 20° 30" 2000 20,0 £ 0,6 27.9+0,7 1981 217
DTRA 20" 30" 2000 19,2+ 0,4 2842056 1862212
EDTA 500" 600" 3000 500 +18 586 + 30 2910 + 35

® Media + desviacion estandar {n = 4).

® |as muestras fueron concentradas 25 veces.
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En muchas muestras las interferencias debidas a los cationes
disueltos eran despreciables al estar presentes en  bajas
concentracionas. Si algdn catién se encuentra en alta concentracion,
mayor que el limite tolerable, es preciso suprimir la interferencia por

intercambio idnico.

El procedimiento experimental para el analisis de aguas &5 &l

siguiente:

Las muestras de agua recogidas {(agua de grifo, de pozo y
procedente de riego) se filtran con un filtro de membrana de 0,45 um
y se almacenan en frascos de PTFE a 4 °C. Si los iones metalicos
estan presentes a niveles superiores a los tolerables, las muestras
se pasan a través de la columna de intercambic catidnico con la
resina Dowex 50 W X 8 en la forma Na* para que los iones metalicos

no complejados queden retenidos.

Una etapa de preconcentracion se requiere cuando las
muestras contienen los APCAs a los valores de concentracion de las
zohas mas bajas de las lineas de calibrado. En esos casos de 50 a
250 ml de la muestra {de acuerdc con las concentraciones
esperadas) se llavan al rotavapor y se reducen a un volumen entre 2
y 3 ml. El volumen resultants se diluye a 10 ml en matraz aforado

con agua ultrapura,

Las muestras reforzadas con APCAs se prepararon midiendo
5 ml da disolucién estandar {contaniendo entre 4x10* y 3,0 pmoles
de cada APCA) en un matraz aforado y completando hasta 1000 ml

con la musstra de agua.
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4.4.4.2 Determinacion de EDTA en salsas

Se estudiaron previameante las posibles interferencias que an
este tipo de muestras pueden presentarse debido a otras sustancias
que coexisten con el EDTA, tales como acido ascarbico y acido
citrico, preservativos comunes que se adicionan a los alimentos
envasados. En estos casos se comprobdé gue no existian efectos
interferentes ya que el tiempo de retencion del EDTA era de 3,6 min,
mientras que los tiempos de retencion del acido ascérbico y dsl
acido citrico eran 4,2 y 7,2 min, respectivamente. Ademas, tanto &l
acido ascorbico como el acido citrico producen con el Fiu(l::q:r_-,:r}g3+ una
senal guimicluminiscente mucho mas débil que el EDTA, ya que las
aresas de pico correspondientes a estos compuestos fueron
aproximadamente un 5 % de la correspondiente al EDTA a una

concentracion 100 veces menor.

Para el analisis de mueastras de mayonasa y alicli s& siguié &l
procedimientc de extraccion liguido-liquido para eliminar las
sustancias lipofilicas, tal como ya se ha descritc en el apartado
4.221.

La validez del procedimientc HPLC—QL propuesto para este
tipo de muestras se ha comprobade mediante el analisis de
mayonesa y alioli a los que se habia adicionado previameante EDTA.
Las recuperaciones encontradas oscilan entre el 83 y el 103 %,
como se refleja en la Tabla 4.8, valores que demuestran la seguridad
del método.
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Tabla 4.8

Recuperacion de EDTA en salsas

EDTA encontrade  EDTA afadido  Becuperacion
imgkg')n=3 (mg kg ') (%)

Tipo de muestia®

Mayonesa Prima 32,5+ 0,6

30 89+2

A0 102+ 2

65 101 £1
Alioli Chovi n.d. —

30 1032

50 95 + 4

65 98+ 3

? Gomposicidn: Mayonesa Prima: aceite de girasol 65 %, yema de huevo 8,5 %,
vinagre, azdcar, sal, almiddon de maiz, jugo de liman, sorbato potasico, goma
xantana, P-caroteno, EDTA y antioxidante EHA. Alioli Chovi: aceite veqetal,
huevo, ajo 8 %, sal, limdn y sorbato potasico.

* No detectado.

Como resumen de este Capitulo pedemos concluir que el
método cromatografica con deteccion  guimioluminiscente  aqui
estudiado para la determinacién de DTPA, EDDS, EDTA y NTA
presenta excelentes caracteristicas analiticas. El métedo permite la
determinacion sensible y simultanea de estos APCAs en aguas,
ofreciendo un amplic intervalo de lingalidad, bajos limites de
deteccion, unide a tiempos de analisis cortos. Ademas, el bajo pH de

la fase mdvil reduce drasticamente las interferencias de los iones
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metalicos presentes en las aguas. Con una etapa de
preconcentracion  se  pueden medir facilmente niveles de
concentracion de analito tan bajos como ng I utilizando 250 ml de la
muestra de agua. También el procedimiento ha sido aplicado con

muy buenos resultados al analisis de salsas.

Cuando este método se compara con métodos HPLC que
emplean otros sistemas de deteccian, tales como absorbancia en &l
UV, fluorescencia, ICP y espectromestria de masas, tal como s
indica en la Tabla 4.8 se observa gque nuestro meétodo presenta
como caracteristicas favorables tiempos mas cortos para el analisis
y simplicidad, y la sensibilidad es comparable a la del mas sensible

de los otros métodos presentados en la Tabla 4.9.



Tabla 4.8

Comparacion de algunos metodos de HPLC para la determinacion de APCAs

Heferencia Analito Especie detectada Método  Deteccion Rango lineal {uh)  L.D. {uhd)

{40) EDTA EDTA —Fe{lll) RP uv 1,3 = 2630 7.4

{41) EDTA EDTA —Cu(ll} RP uUv 23,8 — 609

{43) EDTA EDTA —Fe(lll} IC uv 0—1700 0,68

27 EDTA EDTA —Fe[lll} RF MS 3.4x107

{51) EDDS EDDS —FMOC RP Fluorescencia 0,01 =10 0,01

{28) EDTA, DTPA complejo de Fe{lll) RP MS/MS 3.4x10°

{52 EDTA, DTPA complejo de Fe{lll) IC uv 3,4x10°2

{45) EDTA, EDTA, DTPA RF Amperometiia 0—10 0.5

{46) EDTA, DTFA, EGTA, DCTA-Lu(lll}=HQS RF Fluorescencia 0,05 — 10 2.5%10°2
NTA, DCTA

Este EDTA, DTFA, EDDS, RP aL 0,008 — 40 gx10 %

trabajo NTA 8x10

RF: Cromatografia en fase reversa. |C: Cromatografia idnica. FMOC: B-fluorenilmetil cloroformiato. MS: Espectrometria de masas.
QAL: Quimioluminiscencia. HAS: Acido 5-sulfdnico-B-hidroxiquinoleina.
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SEPARACION Y DETERMINACION DE
AMIODARONA Y DESETILAMIODARONA POR
HPLC CON DETECCION QUIMIOLUMINISCENTE

5.1 ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

La amiocdarona, 2-butil-3-benzofuranil-[4-{2-diatilamina}etoxi]-
3.5-diiodofenilcetona, s una droga complsja con caracteristicas
singulares diversas. Qriginalmente su interés estaba relacionado con
su efectividad en los casos de angina de pecho como consecuencia
de que ralentiza la velocidad cardiaca y dilata los vasos sanguineos,
incluyendo las arterias coronarias. En época mas reciente ha sido
reconocida como un potente farmaco antiarritmico con acciones gue
afectan a varias familias diferentes de receptores. La amiodarona ha
sido descrita como un farmaco antiarritmico de la clase lll, pero
realmente sus efectos incluyen miliples mecanismos de accion (1),
Generalmente se la considera como el farmaco de eleccién para el
tratamiento de re-entrada en taquicardias asociadas con el sindrome
Wolf-Parkinson-White {2}. Los datos farmacocinéticos indican que la
amiodarona se distribuye extensamente y se enlaza a los tejidos,

con un tiempo de vida media prolongado {unos 28 dias) {3).

* La bibliografia de este Capitulo se encuentra en la pagina 278,
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El metabolismo de la amiodarona no esta aun completamente
dilucidado. Su principal metabolito a5 la desetilamiocdarona, molécula
resultante de la N-desetilacién catalizada por los enzimas hepaticos
citocromo P450 {4, 5}. Este metabolito es farmacolagicamente activo
y contribuye a los efectos antiarritmices (6). Las estructuras de la

amiodarona y de |la desetilamicdarona se presentan en la Figura 5.1,

T

ICI) :I\ fG?HS 4:
C "‘CHQCHQN""""
ZHE
O CiHg
Amiodarona
f’f ‘\I.
ﬁ l'|. H .ii
C O=CH.CH:N
EHS
9] Cz_Hg

Desatilamiodarona

Figura 5.1. Estructuras de amiodarona y desetilamiodarona.

Los efectos adverscs conccidos de la amicdarona incluyen
hipo- e hipertiroidismo, fibrosis pulmonar, asi como toxicidad cutanea,
neurclégica y gastrointestinal {7-8). Algunos de estos efectos

secundarios estan estrechamente relacicnados, o que sugisre la
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necesidad de aplicar a los padentes las dosis efectivas mas bajas
posibles y realizar un seguimiento consciente del farmaco. De Io
anteriormente expuesto queda patente la necesidad de disponer de
métodos analiticos aplicables al analisis de rutina para la amiodarona y
la desetilamiodarona, que permitan su  cuantficacién  segura,

especifica y sensible.

Se han descritt métodos Utiles para la detemminacion de
amiodarona en preparacionss farmacéuticas gue incluyen las
valoraciones potenciométricas {10}, espectrofotometria {11, 12},
espactroscopia  infraroja (13}, fluorimetria (14}, métodos

electroquimicos {15, 16} y cromatografia liquida {17, 18).

La determinacion de amiodarona y desetilamiodarona en
plasma humano ha sido abordada por HPLC (18-23), por electroforesis
capilar (24}, asi como por cromatografia micelar electrocinética (25},
utilizando en todos los casos la absorbancia en el UV como sistema de
dsteccion. Este tipo de deteccion presenta como defecto su falta de
especificidad. El acoplamiento del HPLC con la espectrometria de
masas {LC-MS) o el tandem LC-MSMS han sido aplicados a la
determinacién especifica y sensible de la amicdarona y de su
metaholito {26, 27).

Dado sl interés creciente que ha despertado la aplicacién de
sistemas de deteccion QL en HPLC, debido a sus excelentes
caracteristicas de sensibilidad y especfficidad, nos propusimos
resolver las mezclas amiodarona‘desstilamiodarona por HPLC
acoplado a un sistema de deteccion fotequimico—quimioluminiscente,
concretaments incorporando el reactivo  Ru{bpy)s™ formade por

fotogeneracién a partir da Ru(bpyk®™ y peroxidisuliato, especie que,
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como se ha expuesto en el anterior Capitulo, nos habia conducido a
excelentes resultados analiticos en la determinacién de Acidos

aminopolicarboxilicos.

52 QUIMICLUMINISCENCIA DEL Rubpy:™ CON LA
AMIODARONA Y LA DESETILAMIODARONA

En una stapa previa a la separacién cromatografica de la
amiodarona y de su metabolito, se investigd el comportamiento de
gstas sustancias cuando en un sistema de flujo se incorporan a un
canal por el que circula Ru{bpy)s™ fotoganarade en las condicicnes ya
optimizadas en trabajos anteriores. Se comprobd que para conseguir
una eficaz emision guimicluminiscente era necesario gue los analitos,
amiodarona y desetilamiodarona, tambign experimentaran un proceso
de fotolisis. En estos estudios previos se utilizé el diagrama FI que se

presentaen la Fig. 5.2.

Inicialmente se empled un sistema Fl reverso para minimizar
el consumo de la disolucion de RU{DPY}32+, de elevado precio. Es
decir, la configuracién Fl consistia en dos corrientes: una de la
muestra schre la que se inyectaba el Rui{bpy)s®* y otra de
peroxidisufata situada al pH seleccionado con ayuda de una
disolucién reguladora. Ambas corientes se mezclaban antes de
alcanzar un fotorreactor construide con PTFE arrollado en espiral
alrededor de una lampara de mercurio tipo lapiz. Sin embargo, el
esqguema de flujo se cambid posteriormente por oo mas conveniente
para el analisis, el presentado en la Fig. 5.2, en el que tanto la muestra
(amiodarona ¢ desetilamiodarcna) come sl reactive Ru{bpy)s®* se

insertan simultaneamente en el sistema con ayuda de dos valvulas
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rotatorias, la muestra sobre una disclucién reguladora vy el Hu{l::»py}f"
sobre la corriente de peroxidisulfato a pH 5,7. Ambas corrientes son
fotolizadas antes de unirse en la célula de quimicluminiscencia para

reaccionar y emitir luz.

Muestra
ﬁ Lampara UY m m
. E T
R, PC
v L ke

Lampara UV Luminémetro
(Vi

R: Residuos

Ru(bpy)s™

Figura 5.2. Esquema F| para la determinacion de amiodarona.

Ya se ha demostrado en estudios previos {(28) que &l
HU{bp‘_\«’}33+ puede reaccionar con una amplia variedad de aminas
alifaticas para generar una luz amarilla-anaranjada con un tiempo de

vida de menos de 1 s Esta quimicluminiscencia es debida,
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probablemente, a que el radical de la amina, formado cuando reduce
al Ru(bpy)s™, reacciona bien con Ru{bpy})s™ o con Ru{bpy):™ adicional
para formar [Ru{bpy)s*]* que emite luz cuande vuelve al estade
fundamental {29}. En este mecanismo esta claro que la amina debe
contener sustituyentes que favorezcan la formacién de radicales
activos; sin embargo, los sustituyentes no deben estabilizar a los
radicales formados, puesto gue en ese caso serian inactivos con el idén
Ru{bpy)s> (30). Esta afirmacién queda svidente cuando se consideran
aminas aromaticas y aminas aromaticas sustituidas en las que el
radical, o carga positiva, puede ser deslocalizado con efectividad y que

no presentan guimicluminiscencia (31},

Nosotros hemos observado gque la amiodarona y la
desetilamiodarona no producen sefial quimicluminiscente en presancia
de Rufbpy)s™, a pesar de que estas sustancias contiensn grupos
funcionales amina secundaria y amina terciaria, respectivaments.
Teniende en cuenta este hecho, decidimos estudiar si cuando estas
moléculas eran sometidas a la accién de la luz UV existia la posibilidad
de un cambio en sus estruchiras moleculares y de que tuviera lugar la
reaccion guimicluminiscente. Efectivaments, se comprobd que las dos
especies foteciradiadas previamente producian una sefial QL muy

intensa con el sistema F{u(bpy}g‘?*.

5.3 DESARRCLLC DEL METODC CRCMATCQGRAFICC

Estos estudios se programarcn teniendo en cuenta ante todo
la necesidad de compatibilizar las condiciones adecuadas para la
separacién cromatografica de la amiodarona y su metabolito y las de

la reaccion quimisluminiscente post-columna. Por ello se realizd una
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optimizacién rigurosa y secuencial en varias etapas, utilizando el

esguema experimental de la Fig. 5.3.

H Muestra

(D Interfase |.......

Bombas
HPLC

: Columna et
Fase mavil .
domyy | EE
R, :
R- :
R: Residuns

Bomba peristaltica

Figura 5.3. Esquema HPLC—L propuesto para la determinacion de amiodarona y

desetilamiodarona.

5.3.1 Optimizacién de las condiciones de reaccion

La generacion del reactivo Ru{bpy};f* se llevd a cabo sobre la

base de estudios previos realizados por nuestre equipo (32, 33). En el



Capiivlo 5 262

procedimiento propuesto, HU{DP}F}32+ y peroxidisulfato circulaban por
canales separados impulsados por la bomba peristalica y emergian

en el fotorreactor L.

La reaccién quimicluminiscente entra el Ru{bpyk™ y la
amicdarona o la desetilamicdarona depende de la fotoconversidn del
analito en el fotoproducto active y su posterior interaccion con el
Ru{bpy}s™. Dos parametros muy importantes afectan al rendimiento da
la reaccion de derivatizacion de estos analitos: por una parte, el tismpo
de irradiacion y, por ofra, el disolvente utilizado. Nuestros estudios en
bafio habian demostrado que la sefal quimicluminiscente aumeantaba
con el tiempo de irradiacion hasta los dos minutos de fotolisis. Este
comportamiento es el gue ocurre cuando se utilizan las mezclas
binarias agua—-metanol y agua—etanol. En presencia de acstona la
quimicluminiscencia aumenta extraordinarnamente, por ello se estudio
la influencia de la concentracién de acetona entre 0,5 ¥y 10 %. Una
concentracion final en acetona del 2 % en la célula de flujo fue la
seleccionada puesto gue era suficiente para alcanzar una eficiencia
conveniente en la fotoderivatizacidn  de ambos  analites; las
concentraciones mayores de acetona provocaban unos elevados

valores del blanco.

A intensidad de irradiacion constante, el tiempo de iluminacién
afecta a la reaccitn fotoguimica y de ahi a la sensibilidad obtenida. El
tiempo de residencia del analito en el fotorreactor L, se puede
seleccionar controlando el caudal de la corriente portadora yio la
longitud del reactor. Una buena sefial QL se obtenia utilizande un
reactor de 100 om y un caudal en la corriente portadora de

2.5 mlmin™.
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La eficiencia de la emision de luz en la reaccion entre el
Fiu{l::»p:q-,f}g3+ y la amiodarona o desetilamiocdarona derivatizadas
fotoquimicamente esta afectada por el pH de manera importante. En la
Figura 5.4 se muestran los valares de quimiocluminiscencia ocbtenidos a
diferentes valores de pH, asi como las sefiales de los blancos
correspondientes a cada pH. Aungue un aumento en el pH provoca un
aumento en la quimioluminiscencia, no es convenignte trabajar a pH
superiores a 7,5 a causa de que en esas condiciones las sefales
debidas al blance también aumentan mucho como resuttado de gue
los iones hidroxilo reducen el F{u(bpy};f* a Hu(bpy}g‘?* con emisian
guimioluminiscente (34). Para conseguir un pH adecuado en la célula
de flujo se hacia circular por el canal Ry una disolucian reguladora
fosfato 50 mid de pH 8.

2000 1
=
E ism
o
[&]
RREN |
% 2
E
E
= Ini] 3
I=
E
= 400
)
o
4 5 8 7 & o
pH

Figura 5.4. Etfecto del pH sobre |2 intensidad de quimioluminiscencia de la

amiodarona {1) y la desetilamiodarona {2). Emisidn del blanco (3).

Condiciones: concentracion de los analitos 1,5x107° M; Ruibpy)s™ 2x10% M.
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El caudal es un parametro de gran importancia para la
deteccion de la emisian de guimicluminiscencia en la célula de flujo.
La influencia del caudal fue estudiada utilizando para mayor sencillez
un sistema de dos bombas peristalticas, eliminando para estas
experiencias la bomba cromatografica del esquema representade en
la Figura 5.3. Si se mantiene constante el tiempo de residencia del
F{u{l:u:;'_u,f}gE+ y del analito en los fotorreactores, la intensidad ds
guimioluminiscencia aumenta cuando lo hace el caudal. Un caudal
global de 6,1 ml min” ha sido el selaccicnado, ya que caudales
mayores producen demasiada presion en los tubos de flujo y en las
conexiones, junto con un gasto excesive de reactivos. Con la finalidad
de asegurar la eficiencia en la fotoconversion de Ru{bpy}f" a
Ru{bpy}s™, el caudal dal compleje de rutanio (I} y dal peroxidisulfato
se fijaron a su valor éptimo, 1,8 ml min™; de ahi que el caudal del
portadar deba ser 2,5 ml min”'. Como para el esquema HPLC-QL la
disolucién reguladora fosfato de pH 8 debia circular a un caudal de
1,7 mmin™, se ha escogido para el eluyente como caudal éptime el de
0.8 ml min™. Cen todos estos valeres para los diferentes caudales es

como se efectuaron las experiencias posteriores.

5.3.2 Optimizacién de las condiciones para la separacion por
HPLC

Teniendo en cuenta el tipo de deteccidon seleccionado,
acoplamientc HPLC con un sistema fotoquimico—quimicluminiscents,
la fase movil gque se utilice no soélo debe ser adecuada para una
buena separacion de los analitos, amiodarona y desetilamiadarona,
sino que tamhbién debe ser compatible con la reaccidn
quimicluminiscente.



Dreterminacion de amiodarona v deseiilamiodarona 265

Varias fases moviles han sido empleadas en diversas
ocasiones para la separacion de estas sustancias utilizando
columnas en fase reversa. En la mayoria de los métodos se trabaja
con una fase mavil en modo isocratico, generalmente acetonitrilo o
metanol cembinadeos con discluciones acuosas de hidroxido amaénico
{35), sulfato amonico (36}, acetato amonico {18), fosfato disodico
{37y v acido acético (38). En ocasiones el ater etilico ha sido
empleado junto con el metanal {19, 20). Nosotros comprobamos que
las mezclas binarias metanol-sulfato amonico acuoso, reguladas a
pH 6,8 eran convenientas para la buena separacion de los citados
analitos v, ademas, eran compatibles con el sistema
quimicluminiscente. A continuacion se realizd un estudio para
establecer la concentracion mas adecuada de la disolucibn de
sulfatc aménico en el rango comprendido entre 10 = 50 mM,
seleccionando trabajar con una disolucion 17 mM para obtener
resultados Gptimos. Otro estudio de interés fue comprobar la
composiciGn mas conveniente de la fase movil comparando los
resultados obtenidos  con  diferentes mezclas  binarias
metanol-sulfato aménico 17 mM. Como consecuencia de las
experiencias realizadas, una compaosicion de metanol-sulfato
amonico de 92:8 fue la seleccionada, ya que conduce a muy buena
resolucién para la amiocdarona y desetilamicdarcna con tiempos
apropiados de analisis. Se ensayaron diferentes caudales de
eluyente (0,6, 0,8, 1,0 ¥ 1,2 ml min™} y se comprobé gue la sefial
aumenta ligeramente cuando lo hace el caudal de la fase movil pero
la separacién es peor. Por tanto, se seleccionaron los caudales de
0.8 ml min” para el eluyente y de 1,7 ml min™ para la disclucién
reguladora fosfato, come un compromiso entre sensibilidad vy

resolucién.
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En la Tabla 5.1 se muestran los valores optimos encontrados

para cada una de las variables estudiadas.

Tabla 5.1
Valores optimos para las variables del sistema HPLC-QL propuesto para la

determinacion de amiodarena y desetilamiodarona

Variable Valor optimo

Cromatografia

Composicion de la fase movil  Metano{NH4):50, 17 mM de pH 6,8

{82:8)
Caudal de la fase movil 0,8 ml min '
Volumen de inyeccion 50l
Sistema de deteccion
Fotorreactores L, {100 cm x 0,5 mm)

L; (200 cm x 8,5 mm)

Canal Ry Risolucion reguladora fosfato 50 mM

de pH 8, acetona 5% (1,7 mlmin ")

Canal B; Feroxidisulfato 1,5 mM y disolucion
reguladora fostato 50 mM de pH 5,7

{1,8 ml min ')

Canal R; Rufbpy)s™" 2 mM (1,8 ml min ')
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5.3.3 Procedimiento experimental

Para la separacion cromatografica se ha utilizado un sistema
instrumental Beckman OCoulter compuesto por un médulo de
disolventes System Gold 125 NM, un detector de diodos en serie
System Gold 168 y una valvula de inyeccién Rheodyne 7725 con un
lazo de 50 pl. La columna analitica utilizada ha sido la Mediterranea
Ciz de Teknokroma, precedida por una guarda-columna de
Teknokroma. La fase movil censistia en una mezcla metanol—-sulfato
amanico 17 mi a pH 6,8, en la proporcion 92:8 y circulaba con un
caudal de 0,8 ml min”. Para detectar la quimicluminiscencia se ha
utilizado un luminémetre Camspec CL-2 con una célula de flujo de
tres puertas, conectado al equipo de HPLC por medic de una
interfase SS5420x. Un ordenador personal IEM con el software
32 Karat {Beckman} se empled para la recogida y el tfratamiento de
datos. Daos bombas peristalticas Gilsan Minipuls-3 se encargaban de

impulsar las corrientes de reactivos,

En el sistema post-columna se incorporarcn  dos
fotorreactores, cada uno consistente en tubos de PTFE {de 0,5 mm
de diametro interno y de longitudes Ly = 100 cm y Lz = 200 cmy)
enrollados alrededor de las lamparas de mercurio de baja presidn
Spectronic, de forma de lapiz (50 mm de longitud x 5 mm de
diametre). Las lamparas de 6 W presentan la principal linea
espectral a 254 nm. Los fotorreactores se alojan en una caja
metalica cubierta con espejos para aumentar el flujo de fotones por

reflexicn.

El eluido de la columna de HPLC s mezclaba con una

disolucién reguladera de fosfato 50 mi de pH 8 conteniendo un 5 %
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de acetona, que fluia cen un caudal de 1,7 ml min™, y era irradiade
con la luz UV al pasar por el fotorreactor Ly; asi los analitos se
transformaban en especias capaces de reaccionar con el Ru{bpy)s™*
para dar gquimicluminiscencia. El efluyente de la fotolisis del reactor L4
se dirigia finalmente a una entrada de la célula de

quimicluminiscencia.

En la Iinea de fotogeneracién de Ru{bpy)s**, s bombsaban a
unos caudales de 1,8 ml min?, en canales independientss,
disoluciones de Ru{bpy)s** 2 mM y de K;S,0s 1,5 mM en diselucion
reguladora fosfato 50 miM de pH 5,7, Ambas cordentes se unian en &l
fotorreactor Ly en el que se fermaba Ru{bpy)s™ que se dirigia hacia la
ofra entrada de la célula de flujo. Asi, la mezcla de las disoluciones
praocedentes de Ly ¥ Ly tiene lugar en el interior de la célula donde s&

obtiene una afta sefal quimicluminiscente.

5.3.4 Lineas de calibrado y caracteristicas analiticas

Cperando en las condiciones experimentales seleccionadas,
recogidas en la Tabla 5.1, y utilizando el sistema presentado en &l
esquema de la Figura 5.3, se construyeron lineas de calibrado
utilizando doce estandares cubriendo todo el rango lineal y
analizando cada punto por triplicado. Se demostré gue existia una
buena linealidad {valores de r > 0,889) entre area de pico y
concentracion, para la amiodarcna y para la desetilamiodarona, tal
como se resume en la Tabla 5.2, en los intervalos de concentracién
comprendidos entre 01 y 50 pg ml” y 05 y 25 pg ml,
respectivamente. Los limites de deteccién y cuantificacién se

calcularon mediante un estudic estadistico, siguiendo el criterio de
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3 vy 10 veces la desviacion estandar de la sefal correspondiente a
diez disclucicnes del blanco dividida por la pendiente de la linga de
calibrado. La desviacion estandar relativa en el mismo dia se calculd
utilizande diez discluciones idénticas conteniende 2 pg mi” de
amiodarona y 10 pg ml' de desetilamiodarona; siempre se
encontraron valores infericres al 0.9 %. La precisian entre dias del
meétodo se estudié analizando una de las muestras anteriores
durante cinco dias consecutivos; cada dia la muestra se inyectaba
tres veces y los valores de RSD para estos ensayos fueron menores

que 1,6 Y.



Tabla 5.2

Caracteristicas analiticas del método HPLC-QL propuesto (obtenidas utilizando discluciones estandares)

Y=A+BC

Limite de Frecision
deteccion

A (107 unidades B (107 unidades (g ml ™)

de area) de area /ug ml ')

Repetitividad Reproducibilidad

Arelo (RSD, %) (ASD, %

Amiodarona 16,0 + 01 00,9986 0,02

Deseatilamicdarona 1.5+ 0:6 286+ 0,05 0.99%2 0. 11 0,8° 1,1°

C: Concentracidn analitca en pg ml™; A: ordenada en el origen de las lineas de calibracion + desviacion estandar; B: pendiente de las
lineas de calibracion + desviacion estandar.

Concentracian de los analitos: {2} 2 pgmi™; (bY 10 pg ml™.
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5.3.5 Aplicaciones

Las caracteristicas del sistema de deteccion
quimicluminiscente propuesto conducen a cromatogramas muy
sencillos cuando se aplica el métedo a la determinacion de
amiodarona y su metabolito en muestras reales. Para evaluar la
aplicabilidad del método aqui aportado se analizaron estos analitos

en suerc humano y en preparados farmacauticos comerciales.

5.3.5.1 Determinacion en suero sanguineo

A las muestras de suero se les adicionaron diferentes
cantidades de ambos analitos {amiocdarona y desetilamiodaranajl
entre 0,5 y 5 pg ml”, concentraciones que, de acuerde con la
bibliografia, corresponden a valores observados en &l plasma

después de una dosis oral de 400 mg de amicdarcna.

El procedimiento a seguir era muy sencillo: 1 ml de la muestra
se colocaba en un tubo de ensayo, afiadiéndole 2 ml de acetanitrilo
para precipitar las proteinas. El tubo se agitaba durante 30 5 y se
mantenia 10 min a temperatura ambiente, centrifugando a
continuacién a 3000 x g durante 2 min. Seguidamente, &l liguido
sobrenadante se transferia a un evaporador a vacio, evaporando
hasta sequedad bajo atmdsfera de nitrogeno. El residuo final se

disolvia en metanol para proceder al analisis.

Experiencias previas confirmaron la linealidad y precision de
los resultados obtenidos para las areas de pico en los ensayos
realizados con muestras de suero reforzadas con amiodarona vy

desetilamicdarona en el amplioc intervaloc de concentraciones
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estudiado. Los coeficientes de correlacion de las rectas de regrasion
fueron de 0,999 o superiores. La precisién del método se calculd
determinando cuatro concentraciones entre 1 y 3 pg ml” en oche
series de muestras independientes y los resultados se presentan en
la Tabla 5.3. Los datos de precision dia a dia en un periodo de cinco

dias de trabajo fueron de RSD < 1,3 % en todos los casos.

Tabla 5.3

Estudios de recuperacion en suero sanguineo

Cantidad Cantidad
Analito anadida encontrada
pgml)  {ugml’)

Hecuperacitn
(%)

Amiodarona

Desetilamiodarona
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Una muestra de suero procedente de un paciente varén que
habia recibido una dosis diaria de 400 mg de amiodarona al menos
durante un mes se analizé repetidamente. Los resultados dieron
como valor medie 1,98 pg ml™ (SD = 0,05; n = ) para la amicdarcna
y 1,52 pg ml™ (SD = 0,07; n = 6) para la desetilamiodarona.

La Figura 5.5 muestra los cromatogramas tipicos para un
blanco de suero y ofra muestra de suero conteniendo los analitos,
utilizando tanto la deteccion fotométrica a 242 nm como la deteccidn
quimicluminiscente. Como puede observarse los cromatogramas
obtenidos con &l sistema de deteccion QL aqui propussto son mas
simples debido a la ausencia de otros picos ¥ como consecuencia

aumenta la selectivid ad del sistema de deteccian.
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Figura 5.5. Cromatogramas de {A) un blancode suero sanguineo humanoy

{B) suero con amiedarona (2 pg mi”) y desetilamiodarona (3 ug mi™ ).

Arriba: deteccidn quimioluminiscente. Abajo: deteccidn fotometrica a 242 nm.

Ficos: (1) desetilamiodarona; (2) amiodarona.
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5.3.5.2 Determinacicn de amiodarona en productos

farmacéuticos

El mismo método HPLC—QL ha sido utilizade para determinar

amindarona en formulaciones farmacéuticas comerciales.

Diez tablstas de amicdarcna se pesaron y pulverizaron. Una
porcion exactamente pesada equivalente a 50 mg de amicdarona
fue disuslta en 50 ml de metanocl y tratada durante 5 min con
ultrasonidos, diluyendo a continuacién hasta 100 ml con metanaol.
Después de filtrar, alicuotas del filtrado fueron posteriormente
diluidas con metanol, de forma gue la concentracién del analito
estuviera en el rango comprendido entre 2 y 10 pg ml’. Los

resultados obtenidos se incluyen tambign en la Tabla 5.4.

Tabla 5.4

Determinacion de amiodarona en formulaciones farmaceéuticas

Amiodarona encontrada

Muestra Contenido

{fabricante)® declarado Método Método de
propuesta”  referencia®

481 +0,68 48504

Trangorex / Ampollas 50 mg ml !
{Sanofi-Synthalabo)

Trangorex / Comprimidos  EREelReatelivisliilslglasltsls! 186 £ 3 187 +2
{Sanofi-Synthelabo)

® Composicidn: Trangorex ampollas (por 3 ml): clorhidrato de amiodarona
180 mg; excipientes: alcohol bencilico, Tween 80 y agua. Trangorex
comprimidos {por comprimideo): clorhidrato de amiocdarona 200 mqg,; excipientes,
lactosa, almiddn, estearato magnésico, povidona y silice coloidal.

" Media de 4 determinaciones + desviacion estandar.
“Método HPLC con deteccidn Y {39).
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Como resumen de las aplicaciones realizadas podemos
afirmar gue el método HPLC—QL propuesto para la determinacion de
amiodarona y desetilamiodarona es sencillo y sensible, permite la
separacion de estos compuestos en menos de nueve minutos y
conduce a excelentas resultades analiticos en muestras de interés
farmaceutico y, lo que es de mayor interés, cuando se aplica a la

evaluacion de estas sustancias en suero sanguineo.

En la Tabla 5.5 se resumen las caracteristicas analiticas de
distintos métodos cromatograficos y electroforéticos encontrados en
la bibliografia para estos analitos, y como pusde chservarse, &l
método propuesto presenta limites de deteccion parecidos a los gue
emplean HPLC, MEKC y CZE con deteccién ultravicleta. La
combinacién HPLC y MS/MS es de mejor sensibilidad pero mucho

mas cara.

La principal ventaja de la derivatizacian post-columna basada
en la irradiacion UV para generar fotoproductos a partir de los

analitos y el complejo activo Hu{bpy}f"

. 85 que los analitos se
separan en suU forma original sin necesidad de una reaccidn de
derivatizacion completa {asumiendo la reproducibilidad) v que los
productos de la fotolisis no necesitan ser estables durante mucho

tiempo.

Ademas, destacamos  nuevamente las  principales
caracteristicas de los cromatogramas obtenidos con el sistema de
deteccion propuesto, qus son la gran estabilidad y baja sefial de la

linea base, asi como la ausencia de picos interferentes.
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Tabla 5.5
Caracteristicas analiticas de algunos métodos de determinacion de

amicdarcna y desetilamiodarona

Rango lineal Limite de deteccidn
fug ml™y fng ml™y

Técnica Detecrcidn

AMIO  DESAMICO AMIO DESAMIO

(199 NP -LC uv 01-5 50
(22) RP-LC uv 0-20 0~ 20 160 160
(39)  RP-LC uv 01-5  01-5 25 25
D9 RP_IE uv 05-3  05-3 50 50
(27)  RP-LG ESIMSMS 005-5 005-5 i 05
(24)  GZE Uy 023-58 019-46 5 49
(25)  MEKG uv 008-20 008-20 46 5,1
Ej}eaju RP -LC o 01-5 05-25 20 110

AMIO = Amiodarona. DESAMIO = Desetilamiodarona. RP-LC = Cromatografia
liquida en fase reversa. NF-LC = Cromatografia liquida en fase normal.
MERG = Cromatografia micelar electrocinetica. GZE = Electroforesis capilar en
zona. UV = Deteccion UY. ESIYMS/MS = Espectrometria de masas en tandem con
ionizacion por electronebulizacidn. QL = Deteccidn quimioluminiscente.
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DETERMINACION DE PESTICIDAS
N-METILCARBAMATOS POR HPLC CON
FOTOLISIS POST-COLUMNA Y DETECCION
QUIMIOLUMINISCENTE

6.1 ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

Los N-metilcarbamates (NMCs) constituyen un importante
grupo de pesticidas ampliamente utilizados en agricultura que se
caracterizan por su relativamente corta persistencia en el meadio
ambiente. Existen en el mercado aproximadamente una treintena de
estos pesticidas asequibles comercialments, sienda los mas
comunes propoxur, carbaril, promecarbk, isoprocarh y bendiocarb.
Sus residuos pueden aparecer en frutas, verduras y aguas
superficiales y, por tanto, existe un posible riesgo para &l
consumidor, potenciado por la alta solubilidad en agua que
presentan algunos de ellos, por ejemplo el propoxur. Por ello, los
valores admitidos de residuos de estos pesticidas estan regulados
por organismes internacionales. Por ejemplo, el European Drinking

Water Directery impone un limite en algunos de 0,1 ngml™.

La cromatografia liquida {HPLC) es la técnica preferida para

evaluar en general los pesticidas N-metilcarbamatos, ya que muchos
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de ellos carecen de la estabilidad témmica necesaria para su
determinacién por cromatografia de gases. Para HPLC no se
requiere en principio ninguna derivatizacion y en las muestras
acuosas se pueden analizar los pesticidas directamente o después
de una preconcentracién, siendo muy adecuado para estos

compuestos aplicar la cromatografia liquida en fase reversa (1-3)*.

En la determinacién de pesticidas NMCs por HPLC el métado
de deteccidbn mas comun, hasta 1890, era la medida de la
ahsorbancia en el ultravioleta {4}. Sin embargo, asta deteccién en &l
ultravioleta estad sujeta a interferencias de sustancias que
acompanen a la muestra y también a problemas de sensibilidad para
algunos compuestos, dos factores que limitaban en parte su utilidad

en el analisis de muestras medioambientales (5).

La hidrélisis post-columna y la derivatizacidn de los NMCs
acoplada con la deteccién fluorescente se ha aplicado para muestras
con matrices complejas tales como plantas, suelos, carnes y también
aguas {6-8). Reacciones post-columna fueron descritas por primera
vez por Moyea y col. {(10), que hidrolizan los NMCs con NaQH a 80 *C
para formar metilamina {MA), proceso seguido por la condensacion
con o-ftalaldehido {CPA} ¥ 2-mercaptoetancl {(MERC} para producir
un compuesto isoindol de slevada fluorescencia. Esta técnica es la
base del EPA Method 531 {11). Modfficacicnes posteriores incluyen
un reactor catalitico en fase sadlida, consistente en una columna de
resina imtercambiadora de aniones mantenida a una temperatura

entre 100y 120 °C (12), un reactor fotolitico en el ultravioleta (13) o

* La bibliografia de este Capitulo se encuentra en |a pagina 333.
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el empleo de sales de amonio cuaternarias {14} para acelerar la

hidrélisis antes de la derivatizacién con OPA-MERC.

Ctras metodologias  utilizadas son HPLC  acoplade a
espectrometria de masas {LC-MS) o el tAndem espectrometria de
masas-masas {LC-MS/MS}, técnicas que se han aplicado a la
identificacion y cuantificacion de NMCs y otros pesticidas polares y
térmicamente labiles {2, 15, 16). La razdn es que el avance en afios
recientes de la LC-MS ha mejorado notablemente la posibilidad de
identificacion y/o confirmacién de estos tipos de compuestos en

conhcentracionas muy bajas (17, 18}).

MNosotros pensamos en separar  los pesticidas
N-metilcarbamatos por HPLC y emplear como sistema de deteccidn
la quimicluminiscencia del rutenio{ll}tris{2,2 "-bipiridilo}, generando la
especie activa HU{bpy}33+ fotoquimicamente, siguiendo la
metadologia introducida en esta seccian de la Tesis y que nos ha
aportado tan buenos resultados analiticos al aplicarla en la
determinacion de otras especies separadas por HPLC. En este case
sera necasario acoplar ese proceso con la fotolisis de los pesticidas
para transformarlos en metilamina, compuesto active frente al
rutenio{lltris{2 2" -bipiridila}.

Los estudios previos necesarios para optimizar las
condicicnes en que los pesticidas N-metilcarbamatos que
pretendiamos separar y determinar {propoxur, carbaril, promecarb,
isoprocarb y bendiocarb) condujeran a una elevada sefial
guimicluminiscente se llevaron a cabo cen el insecticida propoxur,

dque se selacciond como sustancia piloto.
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El  propoxur ({o-isopropiffenil-N-metilcarbamate} es  un
insecticida compatible con la mayoria de los insecticidas vy
fungicidas, excepto los alcalincs. Se utiliza para combatir una
variedad de insectos (hormigas, cucarachas, grillos, moscas y
mosquitos) ¥ puede emplearse para controlar su presencia en
aplicaciones relacionadas con la agricultura, en pargues y jardines

publicos y privados, etc. SU estructura se presenta en la Figura 6.1.

O

0 N
H
YCHS

CH,

FROFOXUR

Figura 6.1. Estructura del pesticida propoxur.

El propoxur se presenta en varios tipes de formulaciones y
productos, incluyendo concentrados para emulsiones, polvos, cebos,
aerosoles, preparados para fumigacian y granulos. Una exposicidn
aguda a este pesticida, por ejemplo por ingestion, produce inhibicion
de la colingsterasa de las células rojas sanguineas y puede conducir
a sintomas colinérgices leves, incluyendo visidn borrosa, nauseas,

vomitos, sudoracion y taquicardia; sin embargo, estos efectos son
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transitorios. Debido a todo lo anteriormente expuesto, su presencia
en aguas y productos vegetales ha de estar controlada y la
introduccion  de métedos sensibles vy selectivos para  su

determinacion esta plenamente justificada.

Los meétodos espectrofotométricos para determinar propoxur
se fundan basicamente en su hidrélisis alcalina seguida del
acoplamientc del derivado fendlico con diferentas agentes de

diazotacién {(19-21) para producir especias fusrtemente coloreadas.

El analisis por inyeccian en flujo también ha sido aplicado en
los ultimos afics para la determinacién de este tipo de pesticidas (22-
24). El propoxur se ha evaluado por procedimientos Fl basados en
su hidralisis y posterior acoplamiento con p-aminofencl formanda un
colorante que permite la medida espectrofotométrica (25-27).
También se ha desarrollade un procedimiento basado en la accion
inhibidaora que el insecticida ejerce sobre la actividad enzimatica de

la colinesterasa {28},

El proposito de nuestras investigaciones, como ya se ha
comentado, es conseguir optimizar en un sistema Fl la
fotocenversién del propoxur en metilamina, que a continuacion
reacciona con rutenio{lllitris{2,2 -bipiridila}, también fotogenerado

‘on-ling”, para provocar su quimicluminiscencia.

La configuracién Fl seleccionada para realizar esos estudios

se muestra en la Figura 6.2.
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Muestra
H Lam para UY M
c, - B
PC
R,
BEP
L
Residuos
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EP E Lampara UV
Rutbpy)s®

Figura €.2. Esquema Fl para |la determinacidn de propoxur.

EF = bomba peristaltica, C, y C:; = agua, R, = disolucidn reguladora fosfato,
R; = peroxidisulfato potasico y disolucian reguladora fosfato; (VI v (V1) = valvulas

de inyeccidn; L, v L; = fotorreactores.

El sistema tiene cuatro canales y trabaja en la forma de zonas
emergentes. Se utilizan dos bombas peristalticas (Gilson Minipuls-3)
para impulsar los reactivos a través del sistema. La muestra y la

disolucian de Ru(bpy)s®*

& inyectan simultAneamente en dos
corrientes portadoras de agua, con la ayuda de dos valvulas de
inyeccion Cmnifit. El portador que contieng la muestra se dirige
hacia el fotorreactor Li, donde tiene lugar la degradacién del

propoxur a metilamina. El otro canal, donde se inyecta Ru{bpy)s©*, se



Dreterminacion de pesiicidas N-metilcarbamaios 2493

une con una corriente de peroxidisulfato antes del fotorreactor Lo
para conseguir la oxidacidn de Hu(bpy);f* a Hu(bpy)f*. La
confluencia de las dos corrientes emergentes de los reactores L y Ls
en el interior de la célula de flujo conduce a una intensa emision
luminocsa. Los fotorreactores, como hemos indicado anteriormente,
se preparan con tubo de PTFE enrollado helicoidalmente alrededor
de una lampara de mercuric cuya principal linea espectral es a
254 nm.

6.2 FOTOLISIS DEL PROPOXUR

Los pesticidas N-meticarbamatos cuando se someten a la
accién de una radiacién luminosa UV de suficiente intensidad
conducen a la formacién de metilamina, segun ha side contrastado
en la bibliografia {13, 15). Este proceso fotoquimico constituye una
gran ventaja si se compara con la hidrélisis alcalina a altas
temperaturas, base del protocole analitico propuesto en el método
EPA {11}. Sin embarga, el rendimiento de la fotodescomposicion es
bajo. Por ello, para acelerar este proceso se ha utilizade la acetona
con muy buenos resultados. La acetona es un excelente
sensibilizadar del estado triplete, que favorece la fotolisis de astos
pesticidas (29, 30}.

Una vez comprobada la fotodescomposician del propoxur,
nuestro objetivo fue estudiar la influencia de las variables gque
afectan a esa conversién fotoguimica del pesticida en metilamina,
con el sistema de inyeccion en flujo ya propuesto, comparando la
altura ds pico registrada con propoxur con la obtenida en las mismas

condicicnes inyectando cantidades equivalentes de metilamina.
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Cuando la altura de pico correspondiente al propoxur fuera idéntica a
la obtenida con metilamina, la eficiencia de la fotoconversién seria
del 100 %%. En todos los estudios de optimizacién, la concentracion

de propoxur fue de 2 pg ml™.

La velecidad de la reaccién aumenta cuando lo hace la
concentracion de acetona en la disolucian de propoxur, tal como se
comprobd realizando un estudic con porcentajes de acetona
comprendidos entre 1 y 20 %. Se selecciond un porcentaje de
acetona del 5 % para estudios posteriores. Este porcentaje era
suficiente para conseguir una eficiencia conveniente en &l proceso
de fotoconversion; mayores concentraciones de acetona conducen a

sefiales del blanco demasiado elevadas .

La influencia del pH se investigé en el intervalo de pH
comprendido entre 2,0 — 7,5 utilizando disoluciones reguladoras
Britton-Robinson.  Valores de pH mas altes no han  sido
considerados, puesto gue los iones hidroxilo pusden reducir al
F{u{hpy)s‘?" cen la consiguiente reaccidn quimicluminiscente (31). Se
comprobd que los mejores resultados se producen trabajando a
pH 6,5; a este pH la fotoconversién es cercana al 100 % y la sefial
del blanco es pequefa. En todos los estudios posteriores se ha
utilizado para controlar el pH una disclucién reguladora fosfato de

pH 6,5 de concentracian 0,05 M.

A intensidad luminosa constante, el tiempo de iluminacion
tiene un efecto decisivo sobre la reaccion fotoquimica qus
experimenta el bolo de muestra en el reactor fotoquimico y, por
tanto, sobre la sensibilidad analitica obtenida. Ese tiempo de fotolisis

se puede controlar a través del caudal del canal donde se inyecta la
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muestra y el de la disolucién reguladora y/o variando la longitud del
reactor. Se ensayaron diferentes tiempos de irradiacion entre 7 y
25 5, comprobandose que para una irradiacion de 9 s ya se consigue
una eficiencia cercana al 100 % para la conversion fotolitica del

propoxur,

La velocidad de la reaccion guimicluminiscente y el tiempo de
raesidencia de la especie emisora de luz en la célula de deteccidn
determina la extensién en qus la quimicluminiscencia depends dal
caudal. La maxima senal guimiocluminiscente se encuentra cuando el

caudal total es de 4,9 ml min™.

La longitud del reactor y los caudales de cada uno de los
canales se ajustaron de nueva, teniendo en cuenta gue los tiempos
de irradiacién para la musstra y el Ru{bpy}s® deben serde 9 sy que
el caudal total éptimo es de 4,9 ml min™". Ademas, las disclucicnes
fotolizadas deben alcanzar &l interior de la célula quimicluminiscente

al mismo tiempo.

El efecto del volumen de muestra inyectada se examino entre
35y 335 l. La altura de pico aumenta cuando lo hace el tamano del
lazo de la valvula de inyeccion hasta un valor de 235 pl, por encima
del cual permanece casi constante. Asi, el volumen de inyeccion
seleccionado para la muestra de propoxur fue ds 235 |l Este mismo
volumen, 235 pl, era el que se inyectaba del reactivo rutenio{ll}-

tris{2,2"-bipiridilo} en el esquema propuesto de zonas emergentes.

Las variables relacionadas con la fotooxidacién del
Ru{bpy)s**, tales come concentracion del reactive y  del
peroxidisulfato, pH del medio, etc., ya han sido optimizadas

anterinrmenta.
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Los valores mas convenientes para todos estos parametros

experimentales se presentan en la Tabla 6.1.

Tabla .1

Condiciones para la determinacién de propoxur por el método Fl propuesto

Canal Variable Valor optimo
C, Caudal {ml min ") 1,4
Volumen de muestia {ul) 235
Fotoireactor Ly (cm) 200
2 Caudal {ml min ) 1,2
Ruibpy)s™
Concentracion (M) 2x10°
Volumen de inyeccion (il 235
Fotorreactor L. (cm) 190
R Disolucion reguladora fosfato
Concentracion (M) 0,05
pH 6.5
Caudal {ml min ') 1,1
R: Peroxidisulfato
Concentracion (M) 1,5%x10 7

Disolucion reguladora fosfato
Concentracion (M) 0,08
pH 5.7

Caudal {ml min ") 1,2
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6.2.1 Determinacion de propoxur

Trahajando con las condicionas experimentales selecciohadas
{Tabla 6.1} y con el montaje Fl propuesto en la Figura 6.2, se
comprobd que existia una relacion lineal entre la senal
guimicluminiscente v la concentracién de propoxur en el intervalo
comprendido entre 0,05y 5 pg ml™.

La recta de regresion obtenida a partir de una serie de diez

experiencias es:
QL=(1448 13} +{(128+x0,6)C r=0,8980

donde QL es la intensidad de quimicluminiscencia ¥y €C &5 la

concentracién expresada en pg ml™

Los limites de deteccion y cuantificacion, calculados como el
valor medio de la sefial del blanco mas tres y diez veces su
desviacién estandar, fueron de 5 ng ml" y 36 ng ml7,

respectivamente.

La repetitividad se evalué con dos concentraciones ds
propoxur, 0,5 y 4 ug ml™, encontrando que las desviacicnes estandar
relativas (para n = 10 en cada concentracién} eran Q0,82 y 0,40 %,
respectivamente. También se estudid la reproducibilidad del método
analizando seis disoluciones de propoxur de idéntica concentracion
(2 pgml™y a le largo da cince dias diferentes. Cada dia se realizaron
tres inyecciones de cada una de las disoluciones y la desviacion
estandar relativa encontrada fue 2,1 %. Finalmente se comprobd la
frecuencia de muestreoc en el meétodo analitico propuesto, que

corresponde a 160 muestras/hora.
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6.2.2 Estudio de interferencias

La influencia de especies extrafas fue estudiada preparando
una serie de discluciones conteniendo 0,4 pg ml”" de propoxur y
concentraciones crecientes del potencial interferente. En la Tabla 6.2
se muestran los resultados encontrados. La tolerancia a cada una de
las especies extranas se tomd como la mayor cantidad que producia

una variacion menor de + 3 % en la senal analitica del propoxur.

Tabla &€.2

Estudio de interferentes en la determinacién FI-QL de propoxur

Maxima relacitn

Especie afadida interferente/analito
tolerada

Br, CI, CO;-, NO;, PO, S0, Na’, K, = 500

hlng.ar‘ Caﬂf‘ ZnErY ‘AI:-I'—

Malatién, metamidofos, Acido dimetilarsinico 200

Paraquat, diguat, nabam, urea, Fe'", Cu*, 100

CD.ET' y Crﬁr

ng‘- Y anr 50.

Chviamente la presencia de aminas interfiere en el método
analitico. Sin embargo, el procedimiento propuesto puade utilizarse
sin ningun problema con muestras en las que las aminas estén
presentes; basta, en estos casos, con realizar dos inyecciones, una

con la lampara apagada y otra con la lampara encendida. El primer
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pico corresponde a la sefal de las aminas, mientras que la senal
correspondiente a la cantidad total de propoxur mas las aminas es la
gque se obtiene cuando se ha preducido la fotolisis. Este método de
sustraccion es valido ya que hemos comprobado que la senal
guimicluminiscente de las aminas permanece constante después de

la irradiacion.

Dados los buenos resultadas encontrados para propoxur, nos
propusimos aplicar el método a la evaluacién de este insecticida en
muestras reales. Sin embargo, teniendo en cuenta los bajos niveles
de concentracion de propoxur gue van a encontrarse en muestras
tales como aguas, verduras y frutas, decidimos realizar un estudio
para extraer el analito y concentrarlo, seleccionando la técnica de
extraccién en fase sdlida (SPE). Precisamente esta téchica ha sido
ampliamente utilizada con pesticidas y con matrices complejas (1.2},
ya que, ademas de concentrar el analito, la extraccion en fase sdlida
evita, en muchos casos, potenciales interferencias de la matriz de la

muestra {efecto "clean-up™}.

6.2.3 Procedimiento de extraccion en fase solida

Una serie de experiencias iniciales se dirigieron a encontrar el
tipo de material adsorbente mas adecuado para la preconcentracion
del propoxur. Los ensayos de adsorcién se realizaron utilizando
cartuchos empagquetados con 500 mg del material adsorbente
estudiado en cada caso. Se hacia pasar a traves del cartucho una
disolucian estandar de propoxur de 2 pg ml’ y se recogian
fraccicnes de 5 ml {fraccién no retenida); simultaneamente, se

tomaba un volumen de la muestra original {fraccion total} y ambas
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fracciones se analizaban por el método propuasto en el sistema Fl y
la diferencia de sefales suministraba la eficiencia de adsorcion del
material utilizado. De los diferentes materiales adsorbentes
ensayados, sblo el carbon activo {EnviCarb) v el octadecilo {DSC-18}

exhiben una eficiencia de adsorcion proxima al 100 %.

Para establecer el volumen adecuado de muestra que puede
pasar y retenerse en la fase sdlida, diferentes volumenes {(hasta un
valor de 500 ml} de una disclucién estandar de propoxur se pasaron
a través de cartuchos conteniendo 500 mg de EnviCarb o de
DSC-18 y alicuotas de los eluidos fueron analizadas en el sistema
F1. En ningdn caso se detectaron senales guimicluminiscentes en la
fraccion no adsorbida; por tanto, un volumen de hasta 500 ml de
muestra puede Utilizarse con ambos tipos de materiales

adsorbentes.

Para seleccionar el eluyente se realizaron experiencias con
varios disolventes organicos de diferente polaridad, entre sllos,
metanol, acetonitrilo y diclorometano, comprobando que la desorcidn
del propoxur retenido en el adsorbente DSC-18 era efactiva con
metanol {eficiencia de elucién 38,2 + 0.8 %), mientras que con &l
EnviCarb los mejores resultados se conseguian trabajando con una

mezcla diclorometano-meatancl {eficiencia de elucién 80,5 £ 0,7 %)

Para aumentar el factor de preconcentracion, se evaporaba a
sequedad el eluido bajo una suave corriente de aire y se reconstituia
¢con agua ultrapura con el 5 % de acetona. Un volumen de 500 pl era
el minimo requerido para reconstituir la muestra antes de inyectarla
en el sistema Fl. Finalmants, se estudié el efecto dsl volumen de

eluyente utilizado, trabajandc con volimenes comprendidos entre
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1y 5 ml La sefial guimicluminiscente aumentaba hasta los 2 mly a
partir de este valor no se& obtenia ningun cambioc en la sefal
guimicluminiscente, ya que el eluido, una vez seco, siempre se
reconstituia en un volumen fijo {500 pl} de agua con el 5 % de
acetona. Los datos presentados en la Tabla 6.3 indican gue se
obtienen buenas recuperaciones utilizande como materiales de
adsorcion tanto DSC-18 camo EnviCarb y como eluyentes metanol o

diclorometano-metanol (80:20, v/v}, respectivamente.

Tabla 63
Recuperacion (%) de propoxur en muestras de agua ultrapura fortificadas

con el pesticida

Eluyente Concentracitn

1ngml’ Zng ml’

EnviCarb DSC-18 EnviCarb DSC-18
Metanol
Acetonitrilo
Diclorometano

Diclorometano—metancl
{80:20, wv)

Yalores determinados para 500 ml de disoluciones estandares conteniendo
propoxur a dos niveles de concentracion.
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6.2.4 Analisis de muestras de agua

Dado que el limite establacido para el propoxur en aguas para
el consumo humano no puede llegar a 0,1 ng ml”, para este tipo de
analisis el paso previo de preconcentracion de las musstras es
imprescindible para alcanzar niveles de sensibilidad por debajo de
los limites legales. Por ello elegimos para estos propositos la
extraccién en fase sdlida con cartuchos de DSG-18 y metancl como
eluyents porgue en estas condicionsas la recuperacion para propoxur
era proxima al 100 %. Es necesario aclarar que el agua residual
sobre el cartucho no se eliminaba a causa de la baja volatilidad del
eluyente. Por ello, en el pretocolo programado para el sistema
automatico de extraccion en fase sélida gque utilizamos, se afadio
una etapa con aire seco antes de la elucién para svitar ese

inconveniente.

El método FI-QL con precancentracion “on-ling” se aplicé a la
determinacion ds propoxur en diferentes tipos de aguas. En la Figura
6.3 se presenta el esquema FI-SPE utilizado para realizar esocs

astudios.

Como hemos dicho, todas las etapas de extraccion se
realizaron automaticamente con el ASPEC XLi {Gilson), que utiliza
presiones positivas para eluir en SPE con la capacidad afiadida de
inyectar las muestras directamente en el sistema Fl. El instrumento
va equipado con dos frascos gue contienen metanol y la mezcla
diclorometanoc—-meatanol {80:20 v/v), respectivamente. Otro frasco de
reserva contiene agua ultrapura. Todo el sistema se controla con un
software {Gilson 735 Sampler) que permite interaccionar con &l

sistema FI.
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Figura €.3. Esquema FI-SPE para la detetminacidn de propoxur.

El procedimiento para el analisis de aguas es el siguiente:

Las muestras de agua se conservaban adicionando acido
acético glaciar para alcanzar un pH 3 con el fin de evitar la posible
degradacién del propoxur y se almacenaban en el refrigerador
{4 “C). Antes de la extraccion, el pH de la muestra se ajustaba a &
con hidréxido sédico 0,1 M. Los cartuchos de octadecilo de 500 mg
de capacidad en un recipiente de 6 ml {Supelco) se acondicionaban
pasando 3 ml de metanol seguidos de 3 ml de agua, separados por

0.5 ml de aire, antes de introducir la muestra. A continuacion se
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pasaban 500 ml de la muestra de agua a través del cartucho a un
caudal de 10 ml min” usando una bomba Gilson 306 que era
controlada por el software del ASPEC. El cartucho se lavaba con el
paso de 1 mlde agua y se secaba con el paso de 10 ml de aire a un
caudal de 5 ml min™ para eliminar las trazas de agua. El propoxur
retenido en la fase sélida se eluia con 2 ml de metanol a 3 ml min™,
sequido de 1 ml de aire. Fl eluido se evaporaba a sequedad a 60 °C
mediante el paso de una corriente de aire durante 10 min. El residuo
se disolvia en 25 gl de acetona seguido de 475 pl de agua ultrapura;
235 |l de la muestra reconstituida se inyectaban, finalmente, en &l

sistema FI.

Ensayos preliminaras con 500 ml de cada una de las
muestras de agua revelaron la ausencia de pesticidas
N-metilcarbamatos en las mismas; por ello, las muestras se
fortificaron con propoxur y se analizaron utilizando el métoda de
adicién estandar. En la Tabla 6.4 se encuentran registradas las
recuperaciones de propoxur obtenidas en diferentes muestras de
agua mineral, agua del grifo, agua de pozo y agua procedents de
riegos a las que se hablan adicionado diferentes cantidades del
insecticida, aplicando el procedimienta Fl propuesto, asi como un

método de referencia cromatografico con deteccién fluorescents

(11},



Tabla 6.4

Recuperacion de propoxur en muestras de agua

e Método FI Método HPLC de referencia {(11)
1y L
g 1) Encontrado® {ug | ")

Tipo de agua

Recuperacion® {%) Encontrado® {pg 1) Recuperacion® (%)

Mineral 0,10 + 0,01 0,10+ 0,0

0,20 0,15 + 0,01 895+ 6 0,20 + 0,01 1005
0,50 0,62 + 0,02 104 + 4 0,51 + 0.1 1022
0,15 0,14 + 0,1 Gt 7 0,156+ 0.0 1007
0,50 0,48 + 0,02 96+ 4 0,49+ 0,01 98+ 2
1,00 0,85 + 0,05 9915 1.01 £ 0,03 1013
0,60 0,48 + 0,03 88 + 6 0,51 + 0,02 102 +4
5,00 5,06 + 0,05 101 £ 1 4,80 + 0,05 898 + 1
10,0 8,8+05 g8+ 5 8902 g4+ 2
1,00 1,02 = 0,01 102 1 0,89+ 0.1 g% + 1
5,00 4,85 + 0,09 97+ 2 4,50+ 0,08 98+ 2
20,0 19,6 + 0,4 g8 + 2 1898+ 0,2 899t 1

® Media de tres determinaciones + desviacion estandar.

b ' f " -
Recuperacion £ desviacion estandar.
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6.2.5 Analisis de propoxur en frutas y verduras

La determinacion de residucs de propoxur en frutas y
verduras para asegurar gue cumplen la normativa de seguridad para
el consumo humano, requiere la homogeneizacién complata de la
muestra para extraer totalmente los residuos del insecticida. Para
seleccionar el disclvente mas adecuado para la extraccién de
propoxur se ensayaron disclventes de diferente polaridad desde el
agua al &ter de petréleo. La estrategia mas efectiva era seleccionar
el disolvente que condujera a una extraccion maxima de analito y
que la co-extraccibn de otras especies fuera minima.  El
diclorometanc se comporté como un excelente disolvente para la
extraccidn de propoxur de frutas y verduras. Los extractos de las
muestras requieran un procedimiento preliminar de limpieza antes de
la determinacion, con el fin de eliminar posibles interferentes. La
etapa de “clean-up” se realizd aplicando la extraccian en fase salida,
utilizando EnviCarb como adsorbente y una mezcla de
diclorometano-metanol (80:20, v/v) comeo eluyente; con este
procedimienta se recuperaba entre el 85 — 93 % de propoxur,
ademas, en ausencia de interferentes. El método Fl propuesto se
aplicd al analisis de muestras de manzana, pera, peping y coles de
Bruselas. Los resultados que se presentan en la Tabla 6.5 muastran
que los residuos de propoxur encontrados con el método aportado
estan en excelente acuerdo con los rasultades obtenidos cuando se

aplica el método de referencia de cromatografia liquida {11},



Tipo de muestra

Manzana

Fepino

Coles de Bruselas

Anadido
{mg kg ")
0,50

0,20
0,80

0,30
0,40

0,60
1,00

Tabla 6.5

Recuperacion de propoxur en frutas y vegetales

Método FI

Encontrado®
(mgkg ")

0,31 £ 0,03
0,46 + 0,08

017 £ 0,02
0,71 £ 0,05

0,27 £ 0,02
0,37 £ 0,02

0,66 + 0,02
0,88 + 0,04

Recuperacion”

(%a)

g2+10

85+ 8
89+ 6

S0+6
8315

Método HPLC de referencia {(11)

Encontiado®
(mg kg ")

0,34+ 0,02
0,48+ 0,1

0,18+ 0,01
0,78+ 0,03

0,28+ 0,1
0,38+ 0,1

0,61+ 0,02
0,896+ 0,02

Recuperacion”

102+ 4
86+ 2

® Media de tres determinaciones + desviacion estandar.

b " f ' -
Recuperacion £ desviacion estandar.
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Las aplicaciones practicas que hemos llevade a cabo nos
confirman la validez del sistema FI-QL propuestc. Como
caracteristicas esenciales del método destacariamos que es simple,
econdmico, sensible (limite de deteccidon = 5 ng ml™) y rapide

{velocidad de muestreo de 160 muestras/horaj.

Los bajos niveles de propoxur permitidos en la legislacién
vigente para aguas y alimentes requieren la utilizacién de muestras
preconcentradas, por lo gue se consiguen excelentes resultados
cuando se acopla la extraccion en fase sdlida como etapa previa,
totalmente automatizada, al proceso de determinacion. Con este tipo
de preconcentracion cuando se tratan “on-line” 500 ml de agua se
puade llegar a limites de deteccién de 5 ng 17, En el caso de los
alimentos se ha llegado a un limite de deteccién aproximadamente

de 10 pg kg™

6.3 SEPARACICN Y DETERMINACIGN DE PESTICIDAS
N-METILCARBAMATOS POR HPLC CON DETECCION
QGUIMIOLUMINISCENTE

Como indicabamos en la introduccian de aste Capitulo, la
meta de nuestro trabajo era separar y cuantificar los NMCs
bendiocarb, carbaril, promecarb, isoprocarb y propoxur en mugstras
reales y, en una fase previa, para optimizar las condiciones que
permitieran la deteccidn quimioluminiscente de los mismos acoplada
a su fotolisis post-columna, se habia seleccionado al propoaxur en un
sistema FIl. En la Figura 6.4 se presentan las estructuras de estos

pesticidas.
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6.3.1 Fotolisis de los pesticidas N-metilcarbamatos

Los cinco pesticidas ensayados somestidos a  fotolisis
producen metilamina. No obstante, el rendimiento encontrado en la
fotodescomposicion depende en gran medida del disolvente
utilizado, lo que sugiere que el entorno del solutc es muy importante
en el mecanismo de fotolisis. Per ello, se estudic la reaccién de
fotolisis en presencia de los disclventes que habitualmente se
utilizan mas en HPLC {agua, acetonitrilo y metanol}. La cantidad de
MA obtenida en la fotolisis de estos pesticidas era siempre mas alta
en agua que en acstonitrilo y metanol. También se realizaron
experiencias utilizandoe mezclas binarias agua-acetonitrilo y agua-
metanol; se comprobé que la fotoconversion de NMC a MA
disminuye cuando aumenta el porcentaje de disolvente organica. Sin
embargo, la presencia de acetona, un excelente sensibilizador del
estado triplete, mejora significativamente la formacién de MA en

todos los casos,

En un sistema FI similar al utilizado para el propoxur {Fig. 6.2}
se ha sstudiado la influencia de las variables que afectan a la
conversion fotoguimica inyectando muestras de 250 pl de cada
pesticida (1x10° M) en la corriente de disolucién reguladora fosfate
{50 mi en dihidrégenocfosfato sédico ajustada a diferentes pH ente
2,0y 7.5). Valores mas altos de pH no se ensayaron ya que el idn
hidroxile puede actuar con el Ru{bpy};"* para dar Ru{bpy}s** v, por
tanto, emitir quimicluminiscencia. La eficiencia de la reaccion
fotoquimica de los pesticidas NMCs aumenta cuando lo hace el pH.
Un pH 6.5 fue considerado adecuado porgue a este valor la
fotoconversién de los pesticidas a MA era alta y la sefial del fondo

haja.
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La velocidad de la reaccidn aumenta con la concentracion de
acetona en la disolucién de pesticida. Diferentes concentraciones
fueron ensayadas, entre 0.5 — 5 %. Al final, una concentracion de
acetona del 2 % {v/v} fue la seleccionada, ya que era suficiente para
encontrar una eficiencia adecuada en la fotogeneracién de
metilamina a partir del pesticida; mayores concentraciones de

acetona producian sefiales del blanco mas altas.

Con una intensidad de irradiacian fija, el tiempo de iluminacién
tiene un efecto decisivo sobre la reaccian fotoquimica. El tiempo de
raesidencia del analito an el fotorreactor Ly puede seleccionarse
controlando el caudal de la corriente portadora y/o la longitud del
reactor. Un tiempo de irradiacian de 9 s era suficiente para encontrar
eficiencias entre el 68 — 98 % en la fotoconversion de los pesticidas
NMC en MA y fue seleccionade como un compromiso entre
sensibilidad y tiempo de analisis. Este tiempo se consiguid utilizando
un reactor de 200 cm de longitud y un caudal de 2,6 ml min™ en la

corriente portadora.

6.3.2 Optimizacién del sistema acoplado HPLC-QL

En las sgparaciones de los pesticidas NMCs  por
cromatografia liguida con deteccién quimicluminiscente se ha de
tener en cuenta que la fase mavil no sblo debe de ser adecuada
para conseguir una buena separacian de los pesticidas, sino gue
también ha de ser compatible con la reaccidn guimicluminiscente.
Varias fases moviles se han propuesto en la bikliografia como Utiles
para la separacién de NMCs con las columnas RP Cig 0 Gy ¥ las

mezclas de metanol o de acetonitrilo con agua han sido las mas
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ampliamente utilizadas. Cuando se ensayaron estas mezclas
binarias en nuestro esquema de deteccidn comprobamos gue la
relacion  sefial/ruido  (S/N} disminuia notablemente cuando
aumentaba la cantidad de disolvente organico. Este problema se
pudo solventar facilmente mediante la oxidacién “on-line” post-

columna del disclvente organico.

De entre todos los oxidantes ensayados ({peraxido de
hidrégeno, bromato, Ce(lV}, pericdato y dicromato} se consiguisron
los mejores resultados con el pericdato potasico, gue conduce a un
aumente significative en la senal QL porque la senal dal blanco se
reduce al mismo nivel que el obtenide con agua, mientras gue la
fotoconversion de NMC a MA también mejora. Por ello, en el sistema
propuesto el eluyente procedente de la columna cromatografica se
une a la corriente de periodato antes de pasar por el fotorreactor L,

segun el esquama presentado en la Figura 6.5.
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Figura €.5. Esquema HPFLC-QL para |a determinacion de N-metilcarbamatos

acoplado a un sistema de extraccion en fase solida.

E, = bomba cromatografica 1, B; = bomba cromatografica 2, G = gradiente;
EF = bomba peristaltica; R, = periodato potasico 1mb, disolucion requladora
fosfato 50 mM de pH 6,5 v acetona 2 % (vv);, B; = peroxidisulfato 1,5 mM y
disolucidn reguladora fosfato 50 mM de pH 5.7; Rz = Hu(bpy}f" 2 mM; Ly y

L; = fotorreactores; V| = valvula de inyeccidn.
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La mezcla acetonitrilo—agua se selecciond como fase movil
mas conveniente porgue conducia a unas separaciones y formas de
pico mejores que las obtenidas cuandc se empleaba la mezcla

metanol-agua.

Las condiciones para la determinacién cromatografica ds
NMCs con deteccion quimicluminiscente se optimizaron con el fin de
obtener la mejor resclucian y limites de deteccidn lo mas bajos
posibles. A continuacion se estudio la influencia de la concentracion
de periodato en el sistema de deteccién post-columna. Cuando la
concentracion de pericdatc se encontraba ean el intervalo
comprendido entre 0.8 y 2 mi la intensidad de guimicluminiscencia
era maxima; concentraciones mayores producian picos mas bajos,
los cuales prasentaban, ademas, poca reproducibilidad. La

concentracion de pericdato seleccionada fue 1 mid.

El efecto de la concentracion de acetona scbre la
guimicluminiscencia se investigd con disolucionas conteniendo entre
0.5 ¥ 5 % de la misma, comparando las relaciones S/N encontradas
en cada caso. La intensidad de QL aumenta cuando lo hace el
porcentaje de acetona en la disolucién que esta siendo bombeada a
través del canal Ry, pero la megjor relacian S/N se conseguia

trabajando con un 2 % de acetona.

La concentracion de acetonitrilo en la fase movil se vario entre
20 y 50 % y se comprobé que con concentracionas de acetanitrilo
superiores al 25 % los picos correspondientes a propoxur y
bendiocarb se solapaban; ademas, el tiempo de retencion del
promecarb era demasiado largo {(aproximadamente 34 min}. Sin

embargo, utilizando elucidén por gradiente se obtenfan buenas
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separaciones, tiempos de analisis adecuados y las maximas sefales
relativas de QL. Por ello, en la aplicacian del método se programé &l
instrumento para que al principio una fase mavil con el 22 % de
acetonitrilo pasara durante 11 minutos para separar propoxur,
bendiocarb y carbaril; a continuacion el eluyents, en un tiempo
aproximado de 0.3 minutos, pasara a tener un 40 % de acetonitrilo y
se mantuviera circulando durante 7 minutos con esta concentracion
para eluir el isoprocarb y el promecarb. La Figura 6.6 muestra un
cromatograma tipico obtenido en estas condiciones a partir de una

disolucion estandar de NMCs.

La velocidad de la reaccion guimicluminiscente y el tiempo de
residencia en la célula de flujo de la especie que emite la luz
determinan la extensian en gue la intensidad de quimicluminiscencia
depende del caudal. La maxima senal guimioluminiscente se obtenia
con un caudal total de 4,8 ml min™. La loangitud de los fotorreactores
y los caudales de la fase maévil v de cada una de las discluciones
que circulan por cada canal del sistema post-columna se ajustaron
teniendo en cuenta que los tiempos de irradiacian debian de ser de
alredader de 9 s para la muestra y el reactive Ru{bpy}s**. Los valores
optimos encontrados para cada parametro se presentan en la
Tabla 6.6.
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Figura &.6. Cromatogramas de una disolucion estandar de NMCs 4«1 0° M.

Arriba: deteccidn quimioluminiscente; abajo: deteccion fotometrica a 210 nm.
Identificacién de picos: {1y propoxur;, {2) bendiocark; (3) carbaril; {4} isoprocarb,

{5} promecarbk. Las condiciones experimentales son las descritas en la Tabla B.5.
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Tabla 6.6
Valores aptimos de las variables del sistema HPLC-QL propuesto para la

determinacion de NMCs

Variable Valor &ptimo

Cromatografia

Composicion de la fase movil  0-11 min acetonitrilo—agua (22:78, vir)

y 11-18 min acetonitrilo—agua (40:60)

Caudal de la fase movil 1,2 ml min’
Volumen de inyeccion 50 ul
Deteccion
Canal R, Feriodato 1 mM, disolucion reguladora

fostato 50 mM de pH 6,5 y acetona 2 %

{1,4 mlmin "

Canal Ra Feroxidisulfato 1,5 mM y disolucion

reguladora fosfatc 50 mM de pH 57

{1,2 ml min )
Canal R, Ruibpy)s™" 2 mM {1,1 ml min "}
Folorreactores L, (200 cm x 0.5 mm)

L; (175 cm x 0,5 mm)
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6.3.3 Procedimiento experimental

El esquema del sistama analitico se ha presentado en la
Figura 6.5. La columna utilizada en el equipc de HPLC es una
Beckman Ultrasphere Cip {5 pm, 45 mm x 4,6 mm}. Las fases
maviles utilizadas han sido mezclas de agua (A} y acetonitrilo {B).
Las condiciones de elucidbn aplicadas fueron: 0-11 minutos de
elucién isocratica con 22 % de B; 11-18 minutos de elucidn
isocratica con 40 % de B y finalmente, reacondicionamientoe de la
columna pasando la mezela de 22 % de B durante 5 min. El caudal
del eluyente era de 1,2 ml min”. Para suministrar los disclventes se
utilizé un madule System Gold 125 NM de Beckman Coulter. Las
muestras se inyectaban manualmente con una valvula Rheodyne
madelo 7725 o automaticamente con el Aspec XLi de Gilson. La
separacion cromatografica de los pesticidas NMCs se realizdé a
temperatura ambiente e inyectando volumenes de muestra de 50 pl
y como detector quimicluminiscente se utilizé un luminémetro

Camspec-CL 2 equipado con una célula de tres puertas.

La deteccidén quimicluminiscente se consigue con un sistema
de flujo, situado después de la columna cromatografica, que
incorpora dos reactores fotoguimicos y dos hombas peristalticas
Gilson Minipuls. Los dos fotorreactores consisten en tubos de PTFE
de 0,5 mm de diametro interno y 200 cm de longitud (L1} ¥ 175 cm
{La} enrollados alrededor de una lampara de mercurio de bhaja
presién {(Spectronic) con forma de lapiz (50 mm de longitud x 5 mm
de diametro}). La lampara funciona con & W de potencia y la principal
linea espectral se centra en 254 nm. Ambos fotorreactores se alojan
en unas cajas metalicas cubiertas con espejos para aumentar el flujo

de fotones por reflexion.
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El eluido procedante de la columna de HPLC se mezcla con la
disolucién oxidante y es irradiado en su paso por el fotorreactor Ly,
donde los NMCs se degradan a MA. La disolucién oxidante era KIC.
1 mM en una disolucion reguladora fosfato 50 mM de pH 6,5,
conteniendo un 2 % de acetona y circulaba con un caudal de
1.4 ml min?. La disolucién procedente de la fotelisis en L, pasa
directamente por una de las entradas de la célula de flujp. Para la

generacién de Ru{bpy)s® *

on-ling” se bombean por dos canales
independientas disclucionas que contienen RU{bp}')32+ 2 mM y
K:S:0z 1,5 mM en disolucian reguladora fosfato 50 mM de pH 5,7
con caudales de 1,1 mimin” y 1,2 ml min™, respectivamente. Ambas
corrientes se unen antes de pasar por el fotorreactor Lz, en el gue se
forma Ru{bpy)s"*, el cual es dirigide hacia otra entrada de la célula
de flujo. Asi la mezcla de la metilamina y el Ru{bpy)s’*
fotogenerados ocurre en la célula de flujo, obteniéndose una alta
sefial gquimioluminiscente. Los datos del detector quimioluminiscente
son almacenados en un ordenador personal equipado con una
interfase Beckman S$S420x y procesados utilizando el software

32 Karat (Beckmany.

6.3.4 Validacion del método

El método HPLC-QL para la determinacion de pesticidas
NMCs ha side validado determinando caracteristicas tales como
linsalidad, repetitividad y precision. Para comprobar la linealidad en
las respuestas guimiocluminiscentes se analizaron una serie de
disoluciones patréon conteniendo cada uno de los pesticidas en &l
intervalo de concentracién entre 0,1 y 25 pg ml” (se utilizaron al

menos diez muestras cubriendo ese intervalo). La relacian entre
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area de pico y concentracion era lineal para todos los pesticidas,
como muestra el hacho de que los coeficientes de regresion fueran
siempre superiores a 0,889, Las ecuaciones correspondientes a las
rectas de regresion, asi como otros parametros caracteristicos, se

presentanen la Tablag.7.

Las desviaciones estandar relativas {(RSD} en un dia,
ensayadas con diez discluciones idénticas de los cuatro pesticidas a
una cencentracién de 5 pg ml”, fusron siempre inferiores a 1,31 %.
Los valores de RSD para los tiempos de retencion en un mismo dia
oscilaban entre 0,05 y 029 % Tamhién se estudid la
reproducibilidad del método analizande muestras conteniendo
15 pg mi" de cada uno de les analites durante 5 dias consecutivos
en los que la musestra se inyectaba tres veces cada dia. En astos
estudios los valores de RSD calculados para las areas de pico vy
tiempos de retencién fuercn menores que 2.8 % y 0,58 %,

respectivamente.



Tabla 6.7

Grificas de calibracion, limites de deteccién y precision del método HPLC—-GL propuesto para la determinacién de NMCs

Y=A+BC Limite oo Frecision {(RSD)

deteccion

A (10* unidades B {10° unidades de
de area) area/jug ml’)

Repetitividad  Reproducibilidad

(%) (%)

NMC {ug ml ")

Propoxur 55130 1,18+ 0,02 0,95951 0,020 0,64% 23"
Bendiocarb 71170 4,05 + 0,06 0,9882 0,004 0,93 AaTe
Carbaril 38130 1,79+ 0,03 0,9585 0,018 0,79 22"
Fromecarb 23210 0,33+ 0,1 0,9880 0,042 1.31% 28"

lsoprocarb 58118 0,37 + 0,01 0,9880 0,040 1,09 2.9

C: Concentracion de analito en pg ml”'; A: ordenada en el origen de |as lineas de calibracion + desviacion estandar; B: pendiente de |as
lineas de calibracion + desviacion estandar. Concentraciones de analitos: {2) 5 pgml™; (B 15 pgml™.
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Aungue las aminas y algunos compueastos teniendo un grupo
amina también producen luminiscencia bajo las condiciones
propuestas en nuestros estudios, asto no constituye ningdn
problema puesto gue eluyen generalmente muy cerca del frente del
disolvente. Si existe algun interferente que coeluye (a
concentraciones menores que 60 veces las de NMC}, este efacto
puede ser obviade comparando la sefial QL que se obtendria con el
mismo sistema HPLC pero con la lampara ultraviolsta del

fotorreactor apagada.

6.3.5 Aplicaciones

Las caracteristicas del sistema de deteccion conducen a
cromatogramas muy sencillos, dtiles para la determinacian de
pesticidas NMCs en mueastras reales. Hamaos comprabado la utilidad
analitica determinande los pesticidas en frutas y distintos tipos de

muestras de agua, incluyendo aguas de bebida.

6.3.5.1 Analisis de muestras de agua

Como antes se ha indicado, la maxima concentracion
individual de pesticidas NMCs en aguas de bebida admitida por el
European Drinking Water Diractory es 0,1 pug I' {32); de ahi que se
requiera una etapa previa de preconcentracibn antes de la
determinacion HPLC-QL en orden a alcanzar la sensibilidad
adecuada por debajo de los limites legales. Nosotros, como hamos
indicado al tratar la determinacién FlI del propoxur, hemos

considerado que la extraccion en fase sdlida era la técnica de
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preconcentracion mas eficaz para todos estos pesticidas, atendiendo

a criterios de simplicidad, rapidez, facil automatizacion y economia.

En el desarrollo de la metodologia a seguir por extraccien en
fase sdlida se investigaron varios parametros experimentales
utilizando agua ultrapura fortficada con los pesticidas seleccionados.
Se comprobd que se obtenian optimos resultados para propoxur,
carbaril, promecarh y bendiocarb cuando la muestra de agua pasaba
a través del cartucho de SPE a 10 ml min”. A caudales por encima
de 20 ml min” era evidente la elucién de los pesticidas propoxur y
bendiocarb, como se& confirmd analizando las muestras de agua
recogidas después de su paso a través del cartucho. Comparando
las capacidades de retencion de diferentes materiales adsorbentes
se llegd a la conclusion de que Unicamente carbdn activo {(EnviCarby)
y octadecilo (DSC-18) exhiben una elevada eficiencia de adsorcian.
El disolvente mas adecuado para la elucién es el acetonitrilo, porque
eluye a todos los analitos del cartucho, es miscible con el agua vy
adecuado para el analisis de los pesticidas por cromatografia liquida

en fase reversa.

La recuperacién de los pesticidas NMCs es constante con
volumenes de muestra que atraviesan el cartucho de extraccion
entre 10 v 500 ml. Cuando un volumen de 500 ml de muesstra de
agua ultrapura fortificada, con 0,5, 2,0 y 10 pg 1" de cada uno de los
N-metilcarbamatos, pasa a través de un cartucho de Gy las
recuperaciones encontradas estan comprendidas entre 99 — 96 %
{RSD = 0,64 %) para el propoxur, 87 — 84 % (RSD = 0,74 %) para
bendiocarb, 99 — 97 % (RSD = 0,49 %) para carbaril y 94 — 91 %
{RSD = 0,81 %) para promecarb, y los limites de dsteccién se

encuentran entre 3,9y 36,7 ng 1. Hay que indicar que en el caso dal
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isoprocarb la extraccion en fase sblida no es eficiente, lo gue
provocaba un notable descenso en la sefal guimioluminiscente. Esta
hecho se atribuyt a la posible descomposicidn de este pesticida en
la fase de evapaoracion en caliente, motivo por el gue en la aplicacion
del método cromatografico a muestras de agua no se incluyé el

isoprocarb.

El  procedimiento experimental a sequir para la
preconcentracién de los pesticidas en muestras de agua es sl

siguiente:

Las muestras de agua recogidas se conservan adicionando
acido acetico para obtener pH 3 con la finalidad de evitar la posible
degradacion de los NMCs y se almacenan en el refrigaracdor a 4 “C.
Posteriormente, se ajusta el pH de la musstra a 6 con disolucién ds
hidréxido sédice 0,1 M antes de su preconcentracion por extraccion
en fase sdlida. Los cartuchos Gy de 500 mg de capacidad con un
depbsito de 6 ml {Supelco; Sigma-Aldrich Quimica} se acondicionan
con 2 ml de acetonitrilo, seguido por 3 ml de agua ultrapura,
separados por Q.5 ml de aire antes de la aplicacién de la muastra. A
continuacién pasan a través del cartucho 500 ml de la muestra a un
caudal de 10 ml min™ utilizande una bomba Gilson 306 controlada
por el software del Aspec XLi. El cartucho se lava con 2 ml de agua
ultrapura y se seca pasande 10 ml de aire a un caudal de 6 ml min”
para eliminar las trazas de agua. El pesticida retenido en el solido se
eluye con 2 ml de acetonitrilo a 3 ml min™ seguide per 6 ml de aire a
& ml min”. El eluido se svapora a sequedad a 75 *C pasando sobre
&l una corriente de aire durante 10 min. El residuc se disuelve

primero con 110 pl de acetonitrilo, seguido por 380 pl de agua
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ultrapura y 50 pl de esta disclucien son inyectados por el equipo

Aspec en el sistema de HPLC.

Teodas las etapas de extraccion se llevaron a cabo
automaticamente con el Aspec XLi, el cual utiliza en la elucidn
presiones positivas para automatizar la SPE, con la ventaja afiadida
de que las muestras pueden inyectarse directamente en el sistema
de HPLC ‘“on-ling”. El software utilizado {735 Sampler de Gilson)

permite el acoplamiento del sistema de extraccién con el HPLC,

6.3.5.1.1 Aplicacién a musstras de agua reales

Siguiendo  los  procedimientos  descritos para  la
preconcentracion y analisis por HPLC de los NMCs, se aplicd el
meétodo a la determinacion de los pesticidas bendiocarb, carbaril,
promecarb y propoxur en muestras de agua de diferente
procedencia. Un ensayo preliminar con 500 ml de cada una de las
aguas reveld que estos pesticidas no estaban presentes en las
muestras {Fig. 6.7 A}. Las muestras se forificaron, entonces, con
dos cantidades diferentes de cada uno de los pesticidas y se
procedid a la preconcentracion por SPE y  separacion
cromatografica. Los resultados encontrados estan recogidos en la
Tabla 6.8, donde se puede comprobar gue se obtienen
recuperaciones de los analitos comprendidas entre el 80y el 102 %.
La Fig. 6.7 B muestra el cromatograma obtenide con un agua
procedente de riego a la que se habian adicionado los cuatro
pesticidas NMCs citados anteriormente, todos ellos a la
concentracion de 5 pg |7, Con fines comparativos, también se han

incluido los cromatogramas obtenidos con deteccidn fotométrica.
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Figura €.7. Cromatogramas de una muestra de agua de riego: (A) sin enriquecer;

(B} enriquecida con 5,0 pg 1.

Arriba: deteccidn quimioluminiscente; abajo: deteccidn fotometrica a 210 nm.

Ficos: (1) propoxur; (2) bendiocark; {3) carbaril; {4} promecarb.



Tipo de agua

Mineral

? Media + desviacion estandar (n = 3.

Festicida

Eendiocarb
Carbaril
Fromecarb
Fropoxur

EBendiocarb
Carbaril
Fromecarb
Fropoxur

Eendiocarb
Carbaril
Fromecarb
Fropoxur

Eendiocarb
Garbaril
Fromecarb
Fropoxur

Tabla 6.8

Anilisis de muestras de agua enriquecidas con NMCs

Afiadido (ug 1M

0,10
010
0,10
010

0,10
010
0,10
010

1,0
1,0
1,0
1,0

1,0
1,0
1,0
1.0

1,0
1,0
1,0
1,0

5,0
5,0
5,0
5,0

5,0
5,0
5,0
5,0

5.0
5.0
5,0
5,0

Encontrado® {ug I}

0,094 + 0,008
0,097 £ 0,002
0,092 + 0,003
0,099 + 0,003

0,098 + 0,004
0,098 + 0,001
0,091 + 0,006
0,098 + 0,002

0,95 + 0,01
0,98 + 0,02
0,90 + 0,03
0,99+ 0,02

0,95+ 0,01
0,97 + 0,03
0,93+ 0,03
1,01 £ 0,04

0,99 + 0,1
0,98 + 0,02
0,94 + 0,03
1,02 £ 0,02

4,81 £ 0,09
4,99 + 0,09
4,64 + 0,06
4,90 + 0,05

4,63 + 0,05
4,91 + 0,05
4,58 + 0,08
4,92 + 0,09

4,90 + 0,05
4,97 + 0,09
4,55+ 0,09
4,83 + 0,08

Recuperacian® (3%)

94 +8
97 £ 2
92 +3
99 +3

o8 £4
98 £ 1
91 6
96 £ 2

95 £ 1
o8 £ 2
90 £3
99 £+ 2

95 £ 1
97 £3
93 £3
101 +4

99 + 1
98 £ 2
84 +3
102+ 2

96 £ 2
100 +2
93 +1
4

893 +1
98 £ 1
92 +2
98 + 2

98 £ 1
99 + 2
91 £2
87 £ 2

" Recuperacidn + desviacion estandar (n = 3).
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6.3.5.2 Analisis de muestras de fruta

En el caso de las frutas la extraccion de los pesticidas implica
una extraccian liguida con diclorometana asistida por ultrasonidos.
Ademas, se recomienda utilizar a continuacion la extraccién en fase
solida, utilizando EnviCark como material adsorbents; asi se
combina una stapa ds limpieza ds la muestra {clean-up step} con
altas recuperaciones {del orden de 93 - 80%) y ausencia de
sustancias coloreadas gue podrian  absorber la  radiacion

gquimicluminiscente.
Al aplicar el método se seguia el siguiente procedimiento:

En unos ensayos previos se comprobd que las frutas
utilizadas {pera y manzana) procedentes del mercado local, no
contenian pesticidas NMCs (Fig. 6.8 A). Para la preparacion de
muestras de fruta enrigueacidas con los pesticidas, se eliminaron las
partes no comestibles y las frutas fueron cortadas en trozos de 1 cm
¥y picadas con un aparato comercial de cocina. Varias porciones de
10 g fueron forificadas con diferentes cantidades {(entre 10 ¥
400 pg kg') de los pesticidas NMCs y, despuds de mantener las
muestras durante 1 hora a temperatura ambiente, se sometiaron a
agitacién con ultrasonidos con 50 ml de diclorometanc durants
15 minutos. La masa homogénea resultante se filtré a través de un
embudo de vidrio sinterizado y el filtrado claro se pasd por un
cartucho EnviCarb {Supelco, 500 mg con dspoésitco de 6 ml). Los
cartuchos de carbén activo se acondicionaron con 5 ml de
diclorometano—-metanol {(80:20 v/v} seguido por 2 ml de meatanal,
separados por 6 ml de aire, antes de la aplicacion de la muestra. Los

pesticidas NMCs retenidos fueron eluidos con 1 ml de metanol a
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3 ml min', seguido de 3 ml de aira, 5 ml de la mezcla
diclorometano—-metanol {80:20) v 3 ml de aire. El eluido se evapord
hasta sequedad a 50 “C por el paso de una corriente de aire durante
diez minutos. El residuo final fue disuelto en 500 pl de una mezcla
acetonitrilo—agua e inyectado en el sistema de HPLC, siguiendo el

mismo procedimiento indicado anteriormente.

Los datos de la Tabla 6.9 muestran que las recuperacionas de
los pesticidas en manzana y pera son independientes del pesticida y
de su concentracion. Los limites de deteccidn encontrados en el

analisis de fruta fueron tan bajos como 0,5 pg kg™

La Fig. 6.8 B muestra el cromatograma obtenido con una
muestra de manzana a la gue se habian adicionado los cuatro

pesticidas, todos ellos a la concentracién de 0,5 mg kg™
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012

011

010

0,02

0,08

Intensidad de quimicluminiscencia ()

0,07

oo B5 5,0 75 10,0 125 15,0 17,5

Tiempe (Min)

15 -

10 7

Absorbancia (mAU)

0 4

0,0 25 50 7.5 100 125 150 17,5

Tiempo (min)

Figura €.8. Cromatogramas de una muestra de manzana: {A) sin enriquecer;

{E) enriquecida con 0,5 mg kg™

Arriba: deteccidn quimioluminiscente; abajo: deteccidn fotometrica a 210 nm.

Ficos: (1) propoxur; (2) bendiocark; {3) carbaril; {4} promecarb.



Tabla 6.9

Anailisis de muestras de fruta enriquecidas con los pesticidas NMCs

Muestia Feslicida ARadido {mg kg ) Encontrado® {mg kg ') Recuperacion® (%)

Manzana Bendiocarb 0,100 0,25 0,084 + 0,009 0,22+ 0,02 84+ 5 55+3
Carbaril 0,100 0,25 0,087 £ 0,008 0,23 £ 0,02 8716 9215
Fromecarb 0,100 0,25 0,083 + 0,006 0,20 + 0,04 8315 807
Propoxur 0,100 0,25 0,089 + 0,008 0,21 + 0,03 8814 8416

Pera Bendiocarb 0,15 0,40 0,13 £ 0,1 0,32 + 0,04 8713 80+8
Carbaril 0,15 0,40 0,13 £ 0,1 0,37 + 0,01 87 t 4 93 +3
Fromecarb 0,15 0,40 0,12 + 0,02 0,34 + 0,02 8019 85+3
Propoxur 0,15 0,40 0,14 £ 0,1 0,35 + 0,05 9315 8815

? Media + desviacitn estandar (n = 3).

b L ' - -
Recuperacion £ desviacion estandar {n = 3).
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Como resumen de los estudios expuestos podemos afirmar
que, una vez optimizadas las condicicnes de fotocenversion de los
pesticidas NMCs a MA vy la fotooxidacion de Ru{bpy)s“* a Ru{bpy)s™*,
se obtiene un método HPLC con deteccidn quimicluminiscente para
la determinacion de pesticidas NMCs que destaca por su alta

sensibilidad y selectividad y gran estabilidad de las sefales.

Comparando con el métedo de HPLC con deteccion UV, la
sensibilidad del método propuesto es mayor y los cromatogramas
son mas simples debido a la presencia de pocos picos, tal como se
ohserva en las Figuras 6.7 y 6.8. El método de HPLC que emplea la
hidrélisis basica post-columna de los pesticidas NMCs para producir
MA, seguido de la reaccién de la MA con el reactive OPA para
formar un derivado iscindol de caracteristicas fluorescentes, muestra
una sensibilidad menor que el método aqui presentadn. Ademas, la
formacion de MA por via fotoquimica es mas sencilla que la hidrdlisis

basica.

Hay que destacar que en el esquama de preconcentracion en
linea propuesto los problemas debidos a pérdidas de analito o de
contaminacian son minimos, ya gue el extracto se puede inyectar

automaticameante en el sistema cromatografico.
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PARTE EXPERIMENTAL

APARATOS

Separacion cromatografica

La separacion de los analitos se ha realizado utilizando un
instrumento de cromatografia liquida de alta resolucion de Beckman
Coulter (Fullerten, CA, USA}, compuesto por un modulo de
disolventes System Gold 125 NM y un detector de dicdos en serie
System Gold 168, conectados a un ordenador personal IBM
provisto del software 32 Karat de Beckman Coulter para el contral
de las bombas, la integracion y cuantificacion. Para la introduccion
manual de las muestras se utilizéd una valvula de inyeccidn

Rheodyne 77251 (Eensheim, Alemania}.

Tipos de columnas utilizadas:

- Columna Ultrasphere GDS (5 um, 4.5 cm x 4,6 mm} de

Beckman Coulter.

- Columna Ultrasphere QDS (5 pm, 25 cm x 4,6 mm} de
Beackman Coulter,
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- Columna Mediterranea Seaq g Gz {5 pm, 15 cm x 4,6 mm} de

Teknokroma {Barcelona, Espafia).

- Columna Tracer Excel 120 Cg {5 pm, 15 cm x 4,6 mm} de

Teknokroma.

- Columna PRP-1 poli{astirenc-divinilbenceno} (5 um, 25 cm x
4,1 mm} de Hamilton {Nevada, USA).

- Columna Discaovery RP Amida G+ {5 pm, 15 cm x 4 mm) dg
Supelco {Bellefonte, PA, USA).

Sistemas de deteccion post-columna

Los componentes utilizados en los distintes esquemas

propuestos para la deteccian fotoguimica—luminiscente son:

Bombas peristalticas Gilson Minipuls 3 (Villiers-le-Eel,

Francia) provistas de tubos de Tygen para bombear las disoluciones.

Valvulas de inyeccion, tubos de PTFE (0.5 mm de diametro
internc} ¥ conectores para analisis por inyeccidn en flujo de la casa
OMNIFIT {Cambridge, Reino Unido).

Minicolumnas adaptables a los esquemas de flujo rellenas con
resinas de intercambio idnico Dowex 50 W X 8 y Dowex 1 X 8
{Fluka; Buchs, Suiza}.

Fusntes de iluminacién y reactores fotoguimicos: para la
fotolisis en la zona ultravicleta se utilizaron lamparas de tipo lapiz
SPECTROLINE modelc 36-380 {4, = 365 nm} y modalo
11SC-1 CP (iem = 254 nm) de SPECTRONICS CORPORATION
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{Westbury, NY, USA}, con una fuente de alimentacion SCT-1A/F,
también de SPECTRONICS CORPORATION. Estas son lamparas
de descarga de vapor de mercuric a baja presion, de 53 cm de
lengitud vy 6 W de potencia y tienen los dos electrados en un mismo
extremo. Se caracterizan por su pequefio tamafio, estabilidad y larga
vida {aprox. 5000 horas} y su carcasa de cuarzo fundido tiene una
excelente transmision en el ultravicleta. L os espectros de emisian de
los dos tipos de lamparas utilizados se presentan en la Figura 1.
Ademas, van cubiertas de un filtro tubular que absorbe la luz visible

y permite la transmision de luz ultravioleta.

Para la construccion del reactor fotoquimico se enrolla un tubo
de PTFE sobre la lampara y de esta forma se consigue una eficaz
iluminacién de la musstra. Tado el conjunto se& aloja en una caja
metalica, disefada por nuestro Equipo de Investigacion, cuyas
paredes interiores estan recubiertas con espejos para aumentar el

flujo luminoso por reflexién.
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Figura 1. Espectros de emisidn de |as [Emparas.

{A): Lampara modelo 115C-1; {B): lampara modelo 36-380.
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Para la deteccion de los analites en el sistema post-columna
se utilizaron los siguientes detectores, conectadas al instrumeanto de
HPLC a través de una interfase S5420x de Beckman:

- Espectrofluorimetro AMINCO-BOWMAN Series 2 (Urbana,
IL, USA), con correccion de espectros, conectade a un ordenador
provisto del software SLM ABZ2 para medidas de fluorescencia,
dotado de una cubeta de flujo HELLMA 176.052 QS (Miillheim,
Alemania) de 25 pl de volumen interno para medidas en analisis por
inyeccidn en flujo {Fig. 2} o de una cubsta FP294 Thermo
Spectreonic de un volumen interno de 8 pl y 10 mm de camino optico

para las medidas cromatograficas.

Figura 2. Célula de flujo para fluorescencia 176.052 QS (Hellmay).

- Luminémetro Camspec CL-2 {Cambridge, Reinc Unido}
conectado al espectrofluorimetro Aminco Bowman Series 2 con la

finalidad de utilizar su software para la adquisicion y contral de
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datos. Este instrumento esta dotado de una célula de flujo de cuarzo
de 60 pl de volumen interno, con tres puertas (dos de entrada y una
de salida) que permiten una mezcla eficaz de reactivos dentro de la
misma, mejorando el rendimiento y eficacia de la senal

guimicluminiscente, cuyo esquema se muestra en la Figura 3.

- Aprox. 3om ————

\ J Aprox. 2 cm

-
==

LI L L
Pt !

Entracias Salida

v
Zona de observacidn del fotomultiplicador

Figura 3. Ezquema de |2 celula de flujo del lumindmetro Camspec CL-2.

- Luminémetro disefiado por nuestro Equipo de Investigacion
y construido por Microbeam {Barcelona, Espafa). El instrumento
esta compuesto basicamente por un tubo fotomultiplicador modelo

814 de Photon Techneology International {Monmouth Junction, NJ,
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USA) y una célula de flujo Hellma 170.700 @S (Figura 4) que consta
de dos ventanas y poses un volumen intermno de 31 gl y un camino
bptico de 05 mm. El instrumentc estd conectado al
espectrofluorimetra Aminco Bowman Series 2 con la finalidad de

utilizar su software para la adquisicion y el tratamiento de los datos.

Figura 4. Célula de flujo para quimioluminiscencia 170.700 QS {Hellma)

Extraccion en fase solida

Cuando se aplico la extraccion en fase sdlida a las muestras se
realizd de forma automatica empleando un equipo ASPEC XLi de
Gilson {Middleton, W, USA), provisto de un brazo robdtico 183 XL,
una bomba 402 SYRINGE PUMP gque consta de dos jeringas de Sy
10 ml para suministrar y dispensar los liguidos del sistema y la
muestra, una bomba externa 306 PUMP de Gilson para dispensar
grandes volumenes de muestra, una valvula de alta presion

Bio-chem INC de tres vias que permite introducir aire comprimido an
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los tubos colectores y ayuda a concentrar las fracciones eluidas, y
una valvula de inyeccion RHEODYNE 7010 para la inyeccion directa
de las muestras en el cromatagrafo. Ademas, el instrumento dispone
de un dispositive de aluminic en el que se situan los tubos
colectores, acoplado a un termostato, que ha sido disefiado por
nuestro Equipo de Investigacion con la finalidad de seleccionar la
temperatura adecuada para eliminar rapidamente los disolventes
organicos de la elucién, y llevar las muestras a sequedad. El
instrumento de SPE esta conectado a un ardenador equipado con el

software 735 Sampler de Gilsan.

Para concentrar y purificar las muestras se utilizaron cartuchos

de extraccion rellenos con diferentes fases sdlidas:

- Cartuchos de gel de silice Spe-ed (500 mg, 6 ml} de Applied
Separations {Allenton, PA, USA).

- Cartuchos de carban activo Supelclean ENVI-Carb {500 mg,
6 ml} de Supelco.

- Cartuchos de C,y Discovery DSC-18 (500 mg, & ml} de

Supeleo.

- Cartuchos de Cg Discovery DSC-8 (500 mg, 6 ml) de

Supelco.

- Cartuchos de Strata-X (200 mg, 3 ml} de Phenomenex
{Torrance, CA, USA).
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Otro equipamiento

Espectrofotometra de doble haz visible-UY UNICAM UV2
{Cambridge, Reino Unido}, conectado a un ordenador provisto del
software vision 3.0, con cubetas de cuarzo de 1 cm de paso ds luz,

para el registro de espectros de absorcion,

Potencicmetrc PRECISA pH 800 (Dietiken, Suiza) con

electrodo de vidrio combinado para medidas de pH.

Bafios de ultrasonidos Bransonic 4 (Danbury, USA) de 14 W
de potencia y Selecta modelo 3000683 (Barcelona, Espana) de
110 W de potancia.

Centrifugas Heraeus Sepatech (Osterode, Alemania) vy

Hettich Zentrifugen (T uttlingen, Alemaniaj}.
Bano termostatico Precis-term {Selecta).
Placa agitadora-calefactora {(Selecta).
Rotavapor Heidolph ¥V2000 {Schwabach, Alemania).

Sistema de purificacion de agua Milli-Q de Millipore Ibérica
{Madrid, Espafia), para la obtancién de agua desmineralizada,

empleada para la preparacion de tedas las disolucicnes acucsas.
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DISCLUCIONES Y REACTIVOS

Todos los reactivos empleados fueron de grado analitico y en
todos los casos se utilizd agua purificada en un sistema Milli-Q
{Millipore Ibérica) para la preparacion de las discluciones. Ademas,
las disoluciones fueron filtradas a través de un filtro de membrana de
Q.45 pm {Millipore}.

Disoluciones de analitns:

Disolucién de filaquinona de 50 pg mi”, preparada disolviendo
el correspondiente productc Sigma (Madrid, Espafia) en metanol.

Esta disolucion se guardé en frasco topacio a 4 °C.

Disolucién de menaquinona-4 de 50 pg mi7, preparada
disolviendo la cantidad apropiada del producto Sigma en metanal.

Esta disolucion se guardé en frasco topacio a 4 “C.

Disslucién de manadiona de 50 pg ml™, preparada diselviendo
la cantidad apropiada de la vitamina {Sigma) en metanol. Esta

disolucion se guardd en frasco topacio a 4 °C.

Disclucién de acido alendrénico de 100 pg ml”, preparada
disolviendo la correspondiente sal sédica (Sigma) en agua bidestilada.

Esta disolucion se guards protegida de la luz a 4 °C.

Disclucién de acido etidrénico de 100 pg ml?, preparada
disolviendo la sal disddica del acido (Sigma) en agua bidestilada. Esta

disolucion se guardsd a 4 °C, preservada de la luz.

Disclucién de acide ibandrénice de 100 pg ml”, preparada

disolviendo la cantidad apropiada de la sal sodica del acido, cedida
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amablemente por Roche Diagnostic GmbH {Mannheim, Alemania}, en
agua bidestilada. Esta disolucién se guardé a 4 *C, preservada de la

luz.

Disolucién de acido risedrénice de 100 pg mi”7, preparada
disolviendo en agua bidestilada la sal sédica del acido, adquirida de
Chemicals-International  {www.chemicals-international.com).  Esta

disolucion se guardsd a 4 °C, preservada de la luz.

Disolucién de tiamina (1:o<1rf_lG M}, preparada disclviendo
clorhidrato de tiamina {Sigma) en agua bidestilada. Esta disolucion se

guardd a 4 *C, praservada de la luz.

Disolucién de moncfosfato de tiamina (1)(10“? M}, preparada
disolviendo la cantidad adecuada del producto Sigma en agua

bidestilada. Esta disolucién se guardé a 4 °C, protegida de la luz.

Disclucién de pirofosfate de tiamina (1x107 M), preparada
disolviendo la cantidad apropiada del producto Sigma en agua

bidestilada. Esta disolucién se guardé a 4 *C, praservada de la luz,

Disolucibn  de  acido  efilendiaminctetraacético  {(EDTA)
1107 M, preparada disolviendo la cantidad adscuada de la sal
disddica (Fluka) en agua bidestilada. Esta disclucién se guardsd en un

recipiente de plastico.

Disolucidn de acido etilenglicol-bis-{2-amino etil
gterptetraacético  (EGTA) 1x10% M, preparada disclviende Ia
correspondiente cantidad de la sal tetrasddica (Sigma} en agua

bidestilada. Esta disolucion se guardd en un recipiente ds plastico.
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Disolucibn  de acido efilentriaminopentaacética  {DTPA)
1x107 M, preparada disclviendo la cantidad adecuada del producto
Fluka en agua bidestilada. Esta disclucion se guardd en un recipiente

de plastico.

Disclucién de acido nitrilotriacético (NTA) 1x107° M, preparada
disolviendo el producto Fluka en agua bidestilada. Esta disolucién se

guarda en un recipiente de plastico.

Disolucién  de  acido 1 .2-diaminociclchexanctetraacético
{DCTA) 1%x10% M, preparada disolviendo el producte Fluka en agua
bidestilada. Esta disolucidn se guardé en un recipiente de plastico.

Disolucién de acido S5 -stilendiamino-N N -disuccinico
{EDDS) 1x10° M, preparada disolviendo la cantidad adecuada del
producto Fluka en agua bidestilada. Esta disolucién se guardé en un

recipiente de plastico.

Disclucién de amiodarcna de 100 pg ml”, preparada
disolviendo la cantidad apropiada de clorhidratc de amicdarona
{Sigma) en metanol. Esta disolucion se guardd en frasco topacio a
4 °C.

Disolucién de desetilamiodarona de 100 pg ml”, preparada
disolviendo la cantidad apropiada del producto suministrado por
Sancfi-Synthelabo (Sisteron, Francia) en metanaol. Esta disolucian se

guardd a 4 “C preservada de la luz.

Disolucién de propoxur de 100 pg ml”" en acetona al 5 %,

preparada disolviendo el producto Riedel-de Haén {Seeslze, Alemania)
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en la cantidad apropiada de acetona y diluyendo con agua bidestilada.

Esta disolucion se guardd a 4 °C, preservada de la luz.

Disclucién de propoxur de 150 pg ml™ en acetenitrilo al 30 %,
preparada disclviendo el producte Riedel-de Haé&n en la cantidad
apropiada de acetonitrilc y diluyendo con agua bidestilada. Esta
disolucion se guards a 4 °C, preservada de la luz.

Disolucién de bendiocarb de 150 pg ml” en acetonitrilo al
30 9%, preparada disclviendo el pesticida (Riedel-de Haén) en la
cantidad apropiada de acetonitrilo y diluyendo con agua bidestilada.

Esta disolucion se guardd a 4 °C, protegida de la luz.

Disclucién de carbaril de 150 pg ml™ en acetonifile al 30 %,
preparada disolviendo el sélido suministrado por Riedel-de Haén en la
cantidad apropiada de acetonitrilo ¥ diluyendo con agua bidestilada.

Esta disolucion se guardé a 4 °C, preservada de la luz.

Disclucién de promeacarb de 150 pg ml™ en acetonitrilo al 30 %,
preparada disclviendo el producte Riedel-de Haé&n en la cantidad
apropiada de acetonitrilc y diluyendo con agua bidestilada. Esta

disolucion se guardsd a 4 “C, protegida de la luz.

Disalucién da isoprocarb da 150 pg ml™ en acetenitrilo al 30 %,
preparada disclviendo el producte Riedel-de Haé&n en la cantidad
apropiada de acetonitrilc y diluyendo con agua bidestilada. Esta

disolucion se guardsd a 4 “C preservada de la luz.

Las disoluciones de trabajo de menor concentracian de estos
compusestos se prepararon diariamente por dilucién conveniente ds la

disolucidn estandar en matraz aforado. En gl caso de disoluciones
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inestables, se conservaron en el refrigerador para minimizar la

degradacian.

Otras disoluciones

Disclucién de fosfate (1x10° M), preparada disolviende
K.HPQO, {Fluka} en agua bidestilada.

Disclucién de metilamina {1x10° M) preparada disclvisnds la
cantidad adecuada del productc Merck {Darmstadt, Alemania) en

agua bidestilada.

Disclucién de peroxidisulfato potasico (5 g I v tetraborato
sadico {19 g I''}, preparada disolviendn los productos Fluka en agua
bidestilada.

Disclucién de tiamina de 1 g |7, preparada disoclviendo
clorhidrato de tiamina {Sigma) en agua bidestilada. Esta disolucién se

guardd a 4 *C, protagida de la luz.

Disolucién de molibdate aménico (3.8 g ') en HNO; 0,5 M,
preparada disclviendo el producto Fluka en la cantidad apropiada de

acido nitrico {(Merck} vy diluyendo con agua bidestilada.

Disolucién de amoniaco 5 M, preparada por dilucién en agua

bidestilada a partir del producto Merck.

Disolucién de clorurc de teftrabutiamonio (TBACI 0,25 M,
preparada disolviendo la cantidad adecuada del producto Fluka en

agua bidestilada.
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Disolucién de luminol 0,01 M, preparada disolviendo el sdlido
{Fluka} en la cantidad adecuada de disoclucion de NaGQH 1 M y

diluyende con agua bidestilada.

Disolucidn de permanganato potasico 0,02 M, preparada
disolviendo el sdélido (Sigma} en agua hirviendo vy filtrando la
disolucion resultante a traves de lana de vidrio. Esta disolucian se

almacend en frasco de color topacio protegida de la luz.

Disolucién de peroxidisulfato potasico 1,5 mM en disolucién
reguladora fosfato 50 mi de pH 5,7, preparada disolviendo el sdlido

{Fluka} en la cantidad adecuada de disolucién reguladora.

Disolucién de Hu(hpy}f" 2 mM, preparada por disolucién de
Ru{bpy):Cla6H:0 {Fluka} en agua bidestilada. Esta disolucion se
almacend protegida de la luz.

Diselucién de acido sulfdrico 0,02 M, preparada por dilucion

del producto Fluka en agua bidestilada.

Disolucién de sulfatc amoénico 17 mM de pH 6,8, preparada
disolviendo el producto Sigma en agua bidestilada y ajustando el pH

a 6.8 condisolucidn de NalCH.

Disolucién de periodato potasico 1 mM  en disolucion
reguladora fosfato 50 mM de pH 6.5 ¥ 2 % de acetona, preparada
disolviendo el sdlido {Prolabo; Barcelona, Espafia) en las cantidades

adecuadas de disolucion reguladora y acetona {Romil}.

Se utilizaron diversas disolucionas reguladoras en amplios

intervalos de pH y concentracion:
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Disoluciones reguladoras acetato de diferente pH. Se
prepararon a partir de acetato sddico 0,1 M {Fluka} y la cantidad
adecuada de acido acético 0,1 M para alcanzar el pH deseado, que

se comprobd con un electrodao de vidrio.

Disoluciones reguladcras fosfato de distintos pH vy
concentraciones. Se prepararcn a partir de acido fosforico {Probus;
Barcelona, Espafa), dihidrogencfosfato sédico  (Fluka) o
hidrégenocfosfato potasice (Fluka) y suficiente cantidad de disclucién
de hidréxido sadico para alcanzar el pH deseado, que se comprobd

con el electrodo de vidrio.

Disoluciones reguladoras Britton-Robinscon de diferentes pH,
preparadas a parir de una disolucién 0.2 M en los acidos barico
{(Sigma} acético (Riedel-de Haen) y fosforico {Probus) a la que se
afiadieron diferentes cantidades de hidrdxido sédico hasta alcanzar

el pH deseado, que se comprobd con el elactrado de vidrio.

Disoluciones reguladeras  beorato de distintos pH vy
concentraciones. Se prepararon a partir de acido boérico (Sigma) y
suficiente cantidad de disoclucion de hidroxido sédico 1 M para

alcanzar el pH deseado, que se comprobé con el electrodo de vidrio.

Disoluciones reguladoras carbonato de diferentes valores de

pH, preparadas a partir de carbonato o bicarbonato sadico (Sigma).

Disoluciones de hidréxido sédico (Sigma) y acido clorhidrico

{Merck) se usaron para ajustar el pH de las disolucionas reguladoras.

Disoluciones de los tensoactivos dodecilsulfato sédice {(Sigmay),
Brij-35 {Sigma}, alcohol pelivinilice {Merck), Triton X-100 (Fluka},
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bromura de cetiltrimetilamonio  {Sigma), bromuro de tetradecil-
trimetilamonio {Sigma} y ciclodaxtrinas (Sigmay}, preparadas a partir de

los correspondientes reactivos por diselucion en agua bidestilada.

Ctras disoluciones de diferentes  sales inorganicas vy

compuestos organicos para el estudio de interferancias.

Distintos disclventes organicos de grado HPLC: acetonitrilo,
metanocl y acetona obtenidas de Romil, y diclorometano, hexano y éter

dietilico obtenidos de Lab-Scan {Dublin, Irlanda).
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1. Se demuestran las ventajas que presenta la hibridacién de
reacciones fotoguimicas y luminiscentes cuando se acoplan como
sistema de deteccidn en cromatografia liguida, aportando métodos
sensibles y especificos para la determinacion de diversas sustancias

de interés biolégico y ambiental.

2. Las vitaminas K, filoguinona (K}, menaguinona {Kz} ¥
menadiona {Ks}, son fotoactivas bajo la accién de la luz ultravioleta.
Nasotros hemos demastrado gque la irradiacian de las vitaminas en
micelas de SDS y en presencia de metanol conduce a la formacién
de las formas hidroguinonas, de alta fluorescencia. El microentormo
creado por el medio micelar estabiliza las formas reducidas de las
vitaminas K con un aumento notable de flucrescencia, 1o que hace
posible trabajar en condiciones aercbias. Estos estudios han
permitide desarrollar un sistema de deteccidn fotoquimico—
fluorescente sencillo, eficiente y reproducible para las vitaminas K,
una vez separadas por cromatografia liguida en fase reversa. El
meétodo ha sido aplicado al analisis de las citadas vitaminas en
muestras reales: productos farmacéuticos, vegetales y leche para
lactantes. En los casos en gue los analitos se encuentran en
concentraciones muy bajas se ha incorporade al esquema analitico

un proceso de extraccion en fase sodlida totalmente automatizado,
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dque permite preconcentrar las muestras antes de su paso por la

columna cromatografica.

3. Se ha conseguido la separacion y determinacion
cromatografica, sensible y segura, de los acidos bisfosfénicos
alendrénico, stidrénico, ibandrénico y risedrénico, especies de gran
interés en el tratamiento de trastornos que afectan al esqueleto. La
deteccion fluorescente se basa en la fotooxidacion de los
bisfosfonatos en presencia de peroxidisulfate bajo la accioén de la luz
ultravioleta. En este proceso se genera fosfato, que en un sistema
dinamico forma el anién fosfomolibdato, capaz de oxidar la tiamina a
tiocroma, muy fluorescente. La separacion cromatografica se lleva a
cabo en una columna C,z en presencia de tetrabutilamonio. El
método ha sido validado y su efectividad se ha comprobado
aplicandolo al analisis de bisfosfonatos en preparados farmacéuticos

comerciales y en orina.

4. La fotolisis de las vitaminas B+, tiamina (T), monocfosfate de
tiamina {TMP} y pircfosfate de tiamina (TDP}, ha sido acoplada al
sistema quimicluminiscente luminal-permanganato en medio basico.
El estudico demuestra que los fotoproductos de las vitaminas B
ejercen un fuerte efecto activador en la emisidn quimicluminiscente.
Este proceso quimicluminiscente inducido fotoguimicaments ha sido
implementado como sistema de deteccién post-columna en la
separacion cromatografica de T, TMP y TDP con axcelentes
resultades, come se ha demostrado cuando ha side contrastado
aplicandolo al analisis de vitaminas B: en muestras reales,

conhcretamente preparados multivitaminicos y alimentos infantilas.
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5. Bn la parte B de la Tesis nuestra atencion se ha centrado
en la fotogeneracian ‘on-ling” de Ru{lllytris{2,2 -bipiridilo} vy su
aplicacién como reactivo guimicluminiscente para la deteccién en
cromatografia liguida. Se han seleccionado diferentes clases de
compuestos para evaluar 5Us posibilidades: acidos
aminopolicarboxilicos, que directamente reaccionan con el
Ru{lllytris{2,2"-bipiridilo} para dar una intensa gquimicluminiscencia;
los antiarritmicos amiocdarcna y su metabolito desetilamiodarona, los
cuales conducen a buenas sefiales quimicluminiscentes cuando
tamhbién sllos se someten a la irradiacian ultravioleta; finalments,
pesticidas N-metilcarbamatos que por fotolisis generan metilamina,
especie capaz de producir emision quimicluminiscente muy intensa
con el Ru{llljtris{2,2 -bipiridilo}, reactivo que a sU vez s5& ha obtenido

per fotolisis en linea.

En la separacion cromatografica de los  Acidos
aminopolicarboxilicos, con el métndo de deteccion
quimicluminiscente mencionado, se han conseguida excelentes
resultados analiticos en las determinaciones de DTPA, EDDS, EDTA
y NTA, haciendo posible su evaluacion en aguas de forma rapida,
con elevada sensibilidad y selectividad. También se ha aplicado el

método al analisis de salsas.

La separacion y determinacion de amiodarcna y su metabolito
desetilamiocdarona con deteccidn fotoquimica—quimicluminiscente ha
permitidoc, como aplicacién mas importante, la svaluacién de astos
analitos en sueroc sanguinec con gran exactitud en sélo nusve
minutos. Bl método es muy sensible y &l sistema de deteccidn

propuesto conduce a unos cromatogramas san Ios gue merace
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destacarse la ausencia de picos interferentes, asi como la gran

gstabilidad y baja sefal de la linga base.

Finalmente, el ultimo Capitulo de |la Tesis se ha dedicado a la
separacion de los pesticidas N-metilcarbamatos, propoxur,
bendiocarb, carbaril, isoprocarb y promecarb, aportando un nusvo
método cromatografico para su separacion con el acoplamiento de
dos reacciones fotoquimicas en el esquema dinamico; por una parte,
la descomposicién de los pesticidas para liberar metilamina, y por
otra, la generacian del reactivo quimioluminiscente
Ru{lllytris{2, 2" -bipiridilo}. Los rasultados de las investigaciones han
permitido introducir un sistema muy eficaz para el analisis de este
tipo de pesticidas en diferentes matrices. Ademas, en aste caso se
ha aumentadc eaxtraordinariamente la sensibilidad dsl méatodo,
mediante la incorporacion al proceso de una etapa de extraccién en
fase sdlida, totalmente automatizada, que hace posible aplicar el
procedimiento al analisis de los citados pesticidas en agua, donde &l

European Drinking Water Directory impene un limite de 0,1 ng ml™,

6. En resumen, podemos afirmar que la hibridacion ds
reacciones fotoquimicas y procesos luminiscentes {concretamente
fluorescencia y quimicluminiscencia) constituye una alternativa
analitica de grandes posibilidades cuando se incorpora como

sistema de deteccién en cromatografia liquida.






