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1- CARACTERISTICASE INTERES DE DERIVADOS DEL INDOL Y DE
AMINASBIOGENICAS.

Derivados del I ndol

Dentro del conjunto de compuestos que son objeto de esta Memoria, algunos de
ellos se encuentran entre las auxinas y compuestos relacionados, mientras que otros son

aminas biogeénicas de gran importancia.

Las auxinas son sustancias que estimulan e aargamiento de coledptilos
decapitados. En €l tallo promueven el aargamiento de las células e influyen sobre la
floracion, fructificacion y dominanciaapical. Su existenciafue demostrada por Went en
1928 [1].

Se admite como estructuracaracteristicadelasauxinaslacorrespondienteal acido
Indol-3-Acético, cuya importancia como hormona del crecimiento fue establecida por
Kogl [2].

En las plantas verdes, e acido Indol-3-Acético derivadel Triptofano, mediante
unaconversion enzimatica en la gue estan implicados otros compuestos inddlicos, como
laTriptaminay el acido Indol-3-Pirdvico, atraves de diferentes procesos, entre los que
se encuentran la transaminacion y descarboxilacion, seguidos de dos pasos posteriores
de oxidacion. Asimismo, puede encontrarse este acido en la orina humana, en cantidades
apreciables, como consecuencia de la degradacion del Triptofano que proviene de las

proteinas.

El aminoacido L-Triptofano seconsideracomo precursor primario del acido Indol-
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3-Acético, ya gque no existe ningln camino para la biosintesis de este &cido a partir del
Indol, que no implique a Triptofano como intermediario [3,4]. Numerosas
investigaciones realizadas en microorganismos y plantas superiores [5-9], han
evidenciado que e Triptofano es e principa intermediario en la ruta biosintética del
&cido Indol -3- Acético (Figura 1).
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Figura 1.- Ruta biosintética del &cido Indol-3-Acético
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Las aminas biogénicas, o de origen natural, han sido objeto de numerosas
investigaciones, sobretodo en el campo de las Neurociencias. El término biogeénicas, ha
sido asociado amenudo aaminas como las Catecolaminasy la Serotonina, aunque, bajo
este nombre, también pueden englobarse muchas otras aminas. El papel de estasaminas
COmo neurotransmisores no esta claro, pero sus concentraciones en el cerebro estan
marcadas por ciertas drogas psicotopicas. Asimismo, las aminas biogénicas han sido

implicadas en gran variedad de desordenes neurolgicos y psiquiatricos [10].

L a Serotonina es una sustanciaampliamente distribuida en el organismo humano,
pudiéndose localizar del orden del 1-2% de la concentracion total de esta amina en
nuestro cerebro. Su importancia radica, por una parte, en sus propiedades
vasoconstrictivas y, por otra, en su papel neurotransmisor y su participacion en gran
numero de funciones fisiologicas y psicol 6gicas, como la emocion, suefio, hambre, sed
y actividad sexual. Asimismo, hasido establecidasuimplicacion en desordenesnerviosos

como migrafas, depresion y esquizofrenia [11-16].

La existencia de la Serotonina es conocida desde hace méas de un siglo y se ha
estudiado en profundidad su distribucion en medios biologicos y sus propiedades
bioquimicas, fisiologicasy farmacol 6gicas[17-18]. Asi, por ggemplo, se han establecido

relaciones entre migrafiay nivel de Serotonina en plasma [15-16].

Por otraparte, se conoce también |aexistenciade Serotoninaen algunosalimentos
de consumo ordinario, aungue es poco conocido el papel que en ellos desempefia esta
amina [19-21]. Segun lateoria mas ampliamente admitida, la Serotonina procede de la
descarboxilacion del aminoacido correspondiente, 5-Hidroxitriptofano[22]. Este proceso
puede tener lugar por accion de microorganismos propios 'y caracteristicos del proceso
de fermentacion y/o maduracion del alimento, o bien debido a proliferaciones
mi crobianas no estrictamente rel acionadas con dichael aboracion [ 20, 23-24], quepodrian
surgir como consecuencia de contaminaciones durante la manipulacion del alimento. En
consecuencia, es posiblerelacionar |a presencia de determinadas aminas con unafaltade

higiene en las operaciones previas 0 posteriores ala comercializacion del producto [22].
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A la ingestion de alimentos que contienen Serotonina se han atribuido los

siguientes efectos [20]:

- Aumento de laexcrecion urinariadel &cido 5-Hidroxi-3-1ndolacético, pudiendo

dar lugar a diagnosticos erréneos de tumores “carcinoides’ y feocromocitoma.
- Trastornos intestinales si laingestion es elevada.
- Fibrosis de endomiocardio, cuando la ingestion es continuada.

- Posiblescrisishipertensivas, si e individuo queingiere Serotoninaestasometido

atratamiento con medicamentos inhibidores de la M onoamino-oxidasa

Entre los derivados del Triptofano con un grupo hidroxi sustituido en posicion 5,
se incluyen compuestos farmacol 6gi camente activos. El Triptofano regulalasintesis de
la Serotoninaen el cerebro, einduce el suefio [25-26]. El 5-Hidroxi-Triptéfano, al igual
gue la Serotonina, es bien conocido como neuroregulador en diversas funciones
fisologicas [27].

En la ruta biosintética de la Serotonina (Figura 2), ésta es metabolizada en €
sistemanervioso central y en el periférico, aacido 5-Hidroxi-3-Indolacético, por medio
de la Monoamino-oxidasa,. Asimismo, es precursora en laformacion de Melatonina, a

través de laN-Acetil-Serotonina, en laglandula pinea y en laretina[28].




HO H

| CH,—CH—NH> CH,—CH,—NH, CH,—CH,—NHCOCHS3
| | - |
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5-Hidroxitript6fano 5-Hidroxi-3-Indol acético Melatonina

Figura 2.- Ruta biosintética de la Serotonina
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Poliaminas

L as Poliaminas son compuestos nitrogenados aliféticos de bajo peso molecular y
de naturaleza policationica. Engloban a un grupo de compuestos como la Putrescina,
Cadaverina, Agmatina u Homoagmatina, que derivan de aminoécidos y se encuentran
ampliamentedistribuidosen lasplantas. Participan en numerosos procesos de crecimiento
y desarrollo de las plantas, entre los que cabe destacar la divison celular, la
diferenciacion de hojas, floresy raices, e desarrollo delaflor y fruto, la senescenciade
organos, etc. [29-31].

Muchas de las funciones desempefiadas por las poliaminas son semejantes a las
gjercidas por las hormonas vegetales, como las auxinas. Ademas, se dispone de datos
sobrelaexistencia de diversasinteracciones entre poliaminasy fitohormonas en algunos

Sistemas vegetales [32].

Sin embargo, estas sustancias solo g ercen su accion a elevadas concentraciones,
y aln no se ha podido aclarar por completo cOmo se desplazan a larga distancia por la
planta, por o que la mayor parte de los autores no las consideran todavia hormonas
vegetales. Se cree que actlan uniéndose al ADN vy estabilizando la molécula contra
situaciones que llevarian a su desnaturalizacion, favoreciendo y acelerando la

transcripcion del ADN.

Con respecto a las auxinas y a otros reguladores del crecimiento, presentan la
ventgja de no ser especificas de las plantas, ya que existen también en otros sistemas
bioldgicos, como los animales o bacterias, en los que se ha demostrado de forma
inequivoca que las poliaminas son compuestos esenciales para su crecimiento y
desarrollo. Probablemente, éste hasido € motivo del gran avance experimentado en este

campo.

Ladiamina Putrescinay latriamina Espermidina se encuentran précticamente en
todos los organismos vivos, por |o que podria decirse que son biol 6gicamente ubicuas.

Los organismos procariotas poseen una mayor concentracion de Putrescina que de
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Espermidina, mientras que los eucariotas, normamente poseen poca Putrescina y
concentraciones altas de Espermidina y Espermina. La diamina Cadaverina, que
normal mente procede de la descarboxilacion del aminoacido Lising, tiene una presencia
mas limitada; sin embargo, su distribucion no ha sido estudiada completamente [33]. En
la naturaleza existen otras poliaminas menos usuaes y de distribucion mucho mas

restringida.

Ademas, en los organismos vivos, |as poliaminas no solo se encuentran en forma
libre, sino también conjugadas como amidas, unidas covalentemente aproteinas, acidos
nuclécos o a componentes celulares solubles, formando compuestos acetilados en las
células animales, o bien cinamoil derivados en las células vegetales [34,35]. Lafuncion
de estos compuestos esta ligada a procesos como |a reproduccion, diferenciacion floral
o la resistencia frente a infecciones viricas [34, 36-37]. En cuanto a su funcién
metabdlica, sehasugerido quepodrian actuar como reservorio de poliaminas, liberandose
més tarde en su forma libre, para realizar sus funciones durante el crecimiento [34];

aunque, tambieén es posible que tengan funciones metabdlicas por si mismas [38-39].

Los precursores primarios para la sintesis de Putrescina en las plantas son los
aminoé&cidos Ornitina 'y Arginina, que pueden interconvertirse mediante el ciclo de la

Ornitina.

Las rutas de biosintesis y degradacion de las poliaminas en plantas estan bien
establecidas, ya que las principales enzimas metabodlicas se han sintetizado a nivel
bioquimico. Sin embargo, se desconocen alin |os mecanismos de regulacion enzimética
anivel molecular. Generamente, se asume que las plantas superiores comparten con las
bacterias, la existencia de dos vias alternativas para las sintesis de Putrescina: Una via
directa, catalizadapor Ornitinadescarboxilasa(ODC) y otravia, indirecta, atravésdeuna

serie de intermediarios, catalizada por Arginina descarboxilasa (ADC).

En las plantas superiores, la Espermidina y Espermina son sintetizadas

generalmente a partir de Putrescina y Metionina, como ocurre también en bacterias,
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levadurasy mamiferos. Para que la Putrescina se convierta en Espermidina, es necesario
anadir ungrupo propilamino, procedente originariamente del aminoacido Metionina, que
es convertido en s-Adenosiimetionina (SAM) y después descarboxilado, en reacciones
catalizadaspor lasenzimas SAM-sintasay SAM-descarboxil asa, respectivamente[ 35, 40-
43).

El metabolismo de las poliaminas esta regulado por diversos tipos de estimulos,

tales como hormonas, luz, temperatura, ritmos cardiacos, estrésy senescencia.

El crecimiento y desarrollo de las plantas esta bgjo el control de ciclos diurnos de
luz y temperatura, y dependen también de los ritmos endogenos circadianos. Este hecho
se explica teniendo en cuenta que las poliaminas pueden actuar como reguladores del
crecimiento y desarrollo. La luz regula el metabolismo de las poliamina en diferentes
plantas y érganos através de la enzima ADC. También latermorregulacion se gjerce a
nivel de esta enzima, aungue tampoco se descarta laposibilidad de que el nivel de SAM

sea factor limitante.

El nivel de Putrescina se ve modificado en plantas sometidas a condiciones de
deficiencia de K* y a otros tipos de estrés, como el osmatico, € acido, las altas
concentraciones de NH,", |a exposicion a contaminantes atmosféricos, tales como SO, 6
Cd?#, vy las bajas temperaturas. Este control de las poliaminas por estrés, se rediza
principalmente a nivel de la amina ADC. Cabe destacar que la respuesta de todas las

plantasfrenteal estrésno essiempreigual [44], produciéndose aumentos o disminuciones

segun la especie.

Aunque estos compuestos se encuentran de forma natural en los sistemas

fisiol 6gicos, pueden producir efectos toxicos cuando se consumen en grandes cantidades.

Entre las aminas biogénicas que con mayor frecuencia se han encontrado en
alimentos destacan la Histamina, Serotonina y Tiramina. También se ha descrito la

presenciade Putrescina, Cadaverina, Triptamina, Espermina, Espermidinay otras.
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L as poliaminas son constituyentes normal es en diferentes alimentos, como queso,
vino, etc. En frutas, se havisto que laconcentracion libre de las aminas decrece durante
su desarrollo y aumenta durante el proceso de maduracion [45-46]. También se ha
encontrado en alimentos envejecidos, podridos o fermentados. Su presencia en grandes

cantidades ha sido asociada con el deterioro de lacomida [47].

La Histamina, por su parte, es bien conocida como agente causante de sintomas
alérgicos, actuando otras aminas como estimuladores de la misma. Asi, la cantidad de
Histamina que puede absorberse en el intestino aumenta de 6 a 10 veces, en presenciade
Putrescinay otras diaminas como la Cadaverinay Espermidina, debido alacompetencia

de éstas por los centros de unién ala mucosa intestinal [48]

Seguln la teoria mas ampliamente admitida, estas aminas procederian de la

descarboxilacin de | os correspondientes aminoacidos, de formamas 0 menos compleja.

La descarboxilacion puede ocurrir por accion de microorganismos propios y
caracteristicos del proceso de fermentacion y/o maduracion, necesarios para la
elaboracion del alimento (quesos, embutidos, vinos, etc), o bien, son debidos a
proliferacionesmicrobianas no esencial menterel acionadas con dichael aboracion. Eneste
ultimo caso, podrian aparecer en los alimentos debido a procesos de contaminacion,
durante la manipulacion del mismo. Por ello, en principio, cabe relacionar lapresencia,
al menos apartir de un cierto nivel, de determinadas aminas, con unafaltade higieneen

|as operaciones relacionadas con la comercializacion del producto.

Asi, e nivel de algunos de estos compuestos se ha empleado como indice de
calidad de determinados productos alimenticios, como &l pescado. Dicho indice (IC), se

establece mediante la expresion:

c - Histamina%Cadaverina%Putrescina
1%Espermina%Espermidina

Los contenidos de Histamina, Cadaverina, Putrescina, Esperminay Espermidina, se




12 Introduccion

expresan en ppm.

Cuanto mayor sea el cociente, tanto mayor serael grado de descomposicion. Ello
seradebido aunosvaloresrel ativamente el evadosde Histamina, Cadaverinay Putrescina,
mientras que los de Esperminay Espermidina, pueden incluso disminuir a avanzar la

descomposicion.

2.- DETERMINACION ANALITICA DE DERIVADOS DEL INDOL Y
AMINASBIOGENICAS.

Derivados del I ndol

Parallevar acabo ladeterminacion de mezclasde derivadosdel Indol y de aminas
biogénicas, esnecesario un paso previo de separacion de |os compuestos que se quieren
determinar, para lo cua suelen usarse técnicas cromatograficas. La cromatografia de
gases esta limitada por |os pasos previos de purificacion, que son largosy complicados.
Lacromatografia en capafina, en sus modalidades ordinariay de ataresolucion, se han
empleado mas con fines preparativos o identificativos, que paralacuantificacion de estas
sutancias. Latécnicamas utilizada actuamente para el andisis de estos compuestos, es

la Cromatografia Liquida de alta Resolucion, en columna.

La deteccion de auxinas y compuestos relacionados después de su
separacion por HPLC se hallevado a cabo aprovechando su fluorescencia natural, por
absorcion de radiacion UV/V [49-50], asi como haciendo uso de deteccion

electroquimica [51-69].

EnlaTablal seresumen agunas de | as determinaciones de estos compuestos por
HPLC, indicando € sistema de deteccion utilizado y el tipo de muestra analizada.

Solamente se hanincluido aquellos compuestos que se estudian en lapresente Memoria.




Introduccion 13

La Cromatografia en Capa Fina se ha empleado para la purificacion rapida del
acido Indol-3-Acético en numerosas muestras [29], asi como para € aislamiento de
compuestos conjugados de este &cido [30-31]. Los respectivos indoles pueden
determinarse por revelado de las placas con € reactivo de van Urk-Salkowski [32],
usando Gel de Silice como soporte [33] o Celulosa [34]. El &cido Indol-3-Acético
también se ha determinado por densitometria UV , después de su separacion en Gel de
Silicey revelado con o-Ftalaldehido [37].

El Triptéfanoy sumetabolito, &l 5- Hidroxi-Triptéfano, han sido determinados en
diferentesmuestras, como en orina, con deteccion por Fosforescenciadespuésde separar
fisicamente la porcion de soporte que contiene el analito [38]. Ambos compuestos,
contenidos en muestras de vinos, se han detectado por Fluorescencia, junto a otros

compuestos, después de revelar las placas con distintos reactivos [39].




Tabla 1.- Determinacion por HPLC de derivados del Indol.

COMPUESTOS DETECCION TIPOS DE MUESTRA REF.

Acido 3-Indolacético Fluorescencia Plantas, raices 70
5-Hidroxi-3-Indolacético Electroquimica Muestras biol6gicas 69
Triptéfano UV [215 nm] Queso 49, 50
5-Hidroxi-3-1ndol acético, Serotonina. Electroquimica Muestras biol6gicas 68
Triptéfano Fluorescencia Alimentos 71
Triptéfano, Serotonina, 5-Hidroxi-3-1ndolacético Fluorescencia Tejidos humanos 72
Serotonina, 5-Hidroxi-3-Indolacético, Electroquimica Muestras biol6gicas 73
5-Hidroxi-3-1ndolacético, Serotonina, Triptoéfano Electroquimica Muestras fisioldgicas 51
5-Hidroxi-3-Indolacético, Serotonina Electroquimica Fluidos del cuerpo humano 52
5-idroxi-3-Indolacético, 3-Indolacético Electroquimica Plasma humano 53
5-Hidroxi-3-1ndolacético, Serotonina Electroquimica Cerebro y Fluido fisiolégico humanos 54
5-Hidroxi-3-1ndolacético, Triptéfano Fluorescencia Muestras fisioldgicas 55
5-Hidroxi-3-Indolacético, Triptéfano Electroquimica Fluido cerebroespinal 56
5-Hidroxi-3-1ndolacético, Triptéfano, Serotonina Electroquimica Cerebro y Tejido de cerebro de rata 57, 64-67
5-Hidroxi-3-1ndolacético, Serotonina Electroquimica Tejido cerebral 56, 59-63
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Poliaminas

La determinacion de aminas biogénicas y, entre ellas las poliaminas, han sido
objeto de numerosos estudios en los Ultimos afios, debido a su importante papel en

diversos sistemas fisiol0gicos animales y vegetales.

Ladeterminacion de estos compuestos requiere en lamayoriadelos casos, del uso
de agentes derivatizantes, cuya eleccion ha de realizarse teniendo en cuenta la técnica
empleada para la separacion. En HPLC se recurre a la espectrofotometria, a la
fluorescencia, a la deteccion electroquimica y, en menor medida, a otros métodos de
deteccion, como |a espectrometria de masas. En CG se emplean como detectores el FID,
TSD, NPD y MS. La determinacion por HPTLC empieza a avanzar con el uso de la
densitometria de absorcion y la fluorescencia, mediante € uso de reactivos de
derivatizacion que den sefid y disminuyan los limites de deteccion. Diferentes reactivos
fluorogénicos han sido utilizados, destacando o-Ftaldehido con 2-Mercaptoetanal,

Fluorescaminay Cloruro de Dansilo.

La derivatizacion con o-Ftaldehido y 2-Mercaptoetanol, convierte las aminas
primarias en compuestos fluorescentes. Esta reaccion es rapida, pero e producto
fluorescente es inestable en medio acuoso, pudiéndose redlizar |a derivatizacion en pre-
0 post-columna. La Fluorescamina cubre un campo de aplicacion similar a o-
Ftalaldehido, aungue con menos ventajas. El Cloruro de Dansilo reacciona con aminas
primariasy secundarias. Puede ser usado en derivatizacion pre-columna, aunque debido
asu propiafluorescencia, los productos fluorescentes de |l os analitos deben ser separados

del exceso de reactivo antes de ser analizados.

EnlaTabla2, se han agrupado algunas determinaciones de aminas biogénicas
por HPLC, incluyendo el agente derivatizante utilizado, € sistema de deteccion y la
naturaleza de la muestra objeto de andlisis. Se observa que, en general, el sistema de
deteccion mas utilizado esla Fluorescencia, seguido de la espectrofotometria UV o con

diodos en filay, en menor medida, la deteccion Electroquimica
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Como se ha dicho para los derivados del Indol, la CG es una técnica menos
empleada que la Cromatografia Liquida de Alta Resolucion. La Tabla 3 retine distintas
determinacionesde poliaminas mediante Cromatografiade Gases. En general, serequiere
la formacion de derivados y, en cuanto a la deteccion, se han utilizado distintos tipos:
NPD, ECD, FID y MS, principamente [ 74-86].

Por ultimo, también la Cromatografia L iquidaen Capa Fina se haempleado en e
analisisde Poliaminas, despuésde su derivatizacion, usando Celulosa[44] o Gel de Silice
[38-39] como fases estacionarias preferidas, con diferentes fases méviles y varios
meétodos de deteccion [36].

Principalmente, la Cromatografia Liguida en Capa Fina se ha empleado parala
determinacion de aminas biogénicas con fines cualitativos, mediante el tratamiento o
revelado delaplacacon diferentesreactivos[43-44, 87-88] 0, en menor proporcion, para
analisiscuantitativo. En este caso, lacuantificacion suel erealizarse mediante separacion
de lamanchadel soportey disolucion del analito para su posterior determinacion, como
en el caso delosdansilderivados[35, 41-42], o por densitometriaen lapropiaplaca[41].
Las muestras analizadas son, preferentemente, alimentos [35, 39-40, 42] y muestras

biologicas [38].




Tabla 2.- Determinacion de poliaminas por HPLC.

COMPUESTOS DETECCION AGENTE DERIVATIZANTE TIPOS DE MUESTRA REFERENCIA
Putrescina UV (340nm) Cloruro de Dansilo Tejidos de tabaco 89
Putrescina, Cadaverina Fluorescencia OPA-Mercaptoetanol Vino 90, 91
Espermidina, Espermina, Putrescina UV (254nm) Cloruro de Benzoilo Vegetales 92, 93
Putrescina, Cadaverina, Espermidina Fluorescencia Cloruro de Dansilo Vino 94
Cadaverina, Putrescina uv Cloruro de Dansilo Alimentos 95-100
Putrescina, Cadaverina, Espermidina, Espermina Fluorescencia Cloruro de Dansilo Muestras bioldgicas 101-102
Putrescina, Cadaverina, Espermidina, Espermina uv OPA-Mercaptoetanol -- 103
Putrescina, Cadaverina, Espermidina, Espermina UV (254 nm) Cloruro de Benzoilo Plantas superiores 104-107
Cadaverina, Putrescina, Espermina, Espermidina Fluorescencia Fluorescamina Cerveza, Mostoy Vino 102
Putrescina, Cadaverina, Espermidina, Espermina Fluorescencia Cloruro de Dansilo Plantas superiores 79, 108, 109
Putrescina, Espermidina, Espermina UV (227nm) Cloruro de Benzoilo Plantas superiores 110
Putrescina, Cadaverina, Espermidina, Espermina Fluorescencia Clorur_o de 9- Vino, Jugo de frutas, Jugos vegetales 111, 112
Fluorenilmetilcloroformato
Putrescina, Cadaverina, Espermina, Espermidina Electroguimica -- Comida para animales 113
Putrescina, Cadaverina, Espermidina, Espermina Diodo-array Cloruro de Dansilo Aceitunas de mesa 114
Putrescina, Cadaverina Visible (546nm) -- Queso, Vino, otros aimentos 72
Putrescina, Cadaverina, Espermidina, Espermina Fluorescencia Cw%ﬁ?&?gﬁgﬁgsgﬁg{fnl' Vino Hs-
Putrescina, Espermidina, Espermina Fluorescencia Cloruro de Dansilo Muestras fisiol 6gicas 118
Putrescina, Cadaverina, UV (260 nm) 2-Hidroxinaftaldehido Tomate 119
Putrescina, Cadaverina, Espermidina, Espermina, Fluorescencia = uoren?ll gwr;ri(ljc?srg%orm o Vino 112
Putrescina, Cadaverina, Espermidina, Espermina Fluorescencia OPA- Mercaptoetanol Plasmay Sangre 74-78,120, 121




Tabla 3.- Determinacién de poliaminas por CG.

COMPUESTOS DETECCION AGENTE DERIVATIZANTE TIPOS DE MUESTRA REFERENCIA
Putrescina, Cadaverina NPD Perfluoropropionilo Atln enlatado, Salmodn, Gambas. 74
Putrescina, Cadaverina, Espermina, Espermidina, NPD Anhidrido Heptafluorobutirico Orina 75
Putrescina, Cadaverina TSD - - 76
Putrescina, Cadaverina, Espermina, Espermidina NPD Metil heptafluorbutiril Fluidos Bioldgicos 77
Putrescina, Cadaverina, Espermina, Espermidina ECD Cloruro de pentafluorobenzoilo Orina 79
Putrescina, Cadaverina, Espermina, Espermidina, FID I sobutiloxicarbonilo Orina 80
Putrescina, Cadaverina, Espermina, Espermidina NPD I sobutiloxicarbonilo Plasma 8l
Putrescina, Cadaverina, Espermina, Espermidina ECD Pentafluoropropionilo Orina 82
Putrescina, Cadaverina, Espermina, Espermidina ECD Anhdrido Heptafluorbutirico Orina 83
Putrescina, Cadaverina, Espermina, Espermidina Extractos de tejidos 78
Putrescina, Cadaverina, Espermina, Espermidina MS -- Orina 84
Putrescina, Cadaverina, Espermina, Espermidina MS Pentafluoropropionilo Orina 85
Putrescina, Cadaverina, Espermina, Espermidina MS Metilheptafluorbutiril Fluido cerebroespinal 86
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3- CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE ALTA RESOLUCION.

Béasicamente, no puede considerarse laHPTLC o Cromatografia en Capa Finade
Alta Resolucién como una técnica nueva, ya que no existen diferencias fundamentales
con la modalidad convencional y los procedimientos son similares. La HPTLC es €
resultado del perfeccionamiento delosdistintoscomponentesdel sistemacromatografico:
Calidad del soporte, consistenciade las capas, equipos paraaplicar las muestras, técnicas

de desarrollo, revelado y sistemas de deteccion.

Ladiferenciafundamental entre ambas técnicas se encuentraen la calidad de los
soportes o sorbentes, en |o que se refiere a purificacion, tamafio reducido de particulas
y distribucion homogénea de las mismas. De todos |os sorbentes, el més utilizado esla

Gel de Silice y en mucha menor proporcion la Celulosa microcristalina.

La HPTLC es una técnicainstrumental muy ligada al uso de capas optimizadas
cinéticamente, preparadas a partir de particulas con una distribucion del tamafio muy
uniforme, que oscilaentre 5y 15 um, frente alos 16-60 um de las capas de TL C, control
preciso sobre las operaciones de aplicacion de muestra, desarrollo del cromatogramay

evaluacion “insitu” del cromatograma, asi como la posibilidad de automatizacion [122].

L as capas utilizadas en HPTL C son mas compactasy, por tanto, su capacidad de
muestraes menor, por 1o que es necesario aplicar volumenesinferiores de muestra. Como
consecuencia disminuye también el diametro inicia y final de las manchas. De esta
forma, se obtienen manchas mas compactas, se consiguen limites de deteccion mejores

y disminuye consi derablemente |a distancia que necesitan | 0s sol utos para ser separados.

S bien la velocidad de la fase movil es menor en HPTLC, debido a pequefio
tamario de las particulas del soporte, lalongitud del lecho cromatogréfico necesariapara
gue se consiga la separacion también es considerablemente menor. Por €llo, €l tiempo

requerido parala separacion es también bastante mas corto.

Laaplicacion de lamuestra es uno de los procesos més criticos en Cromatografia
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en Capa Fina de Alta Resolucion, ya que es € que mas influye en la calidad de la
separacion y en la cuantificacion de la muestra. Para conseguir una resolucion,
reproducibilidad y sensibilidad maximas, e tamario de las manchas aplicadas debe ser
pequeiio (<1mm) y lo més uniforme posible. Se pueden usar aparatos autométicos que
depositan lamuestra mediante microjeringa, alavez que evaporan €l disolvente con una

corriente de gasinerte.

En términos comparativos, puede sefialarse que: el numero de platos tedricos
conseguidos con HPTLC es de unos 5000 frente a los 600 de TLC. Por otra parte, la
mejora en la eficacia da lugar a un menor ensanchamiento de banda y manchas mas
compactas. Por ultimo, lavariacion dela AEPT (Altura Equivalente de Plato Tedrico) a
lo largo del desarrollo cromatografico es mucho menor en HPTLC, unos 12 um, frente
alos30 umdeTLC.

La cromatografia plana ofrece algunas posibilidades Unicas para aumentar tanto
laseparaci dn como ladetecci0n, constituyendo unatécnicaimportante parael analisisde

mezclas complejas, identificacion de componentesy analisis de trazas.

HPTLCy HPLC son técnicas complementarias. Laseparacion tienelugar por los
mi Smos mecani smos de retencion, diferenciandose por su desarrollo cinético, formato de
|lafase estacionaria, y uso del modo de desarrollo en TLC y delaelucion en HPLC para

llevar a cabo la separacion [123].

TL C debe ser considerada para aguell as aplicaciones en |as que deben analizarse
muestras que requieran minima preparacion de la muestra, donde el uso de esta técnica
permite reducir el nimero de pasos de preparacion de lamuestray cuando se requieran
reacciones post-cromatograficas para detectar |os analitos separados. Otra gran ventgja
eslaposibilidad de deteccion off-line, utilizando gran variedad de métodos selectivos de
deteccion, que pueden ser aplicados secuencialmente. Asimismo, |os analitos separados

pueden ser guardados para su posterior cuantificacion.

Una de las razones que hacen preferir la HPLC para € andlisis, es su gran
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capaci dad de separaci On paramuestras que contengan mayor numero de componentes de
los que se pueden resolver por TLC. Por otra parte, existe un gran numero de fases
estacionariasdisponiblesparael desarrollo de métodos. Hay unamplio rango de opciones
de deteccion, y la automatizacion para operaciones sin personal, es normalmente mas
sencilla. Otras razones, tales como la familiaridad, disponibilidad de equipos y la
experiencia, justifica que en muchos casos se utilice HPLC, en determinaciones donde

HPTLC deberia ser |6gicamente la primera opcion [124].

Sin embargo, es méas importante apreciar €l caracter complementario de los
métodos de cromatografia liquida, que excluir un método por el otro para todo tipo de

muestras.

En numerosas aplicaciones [122], |os analitos necesitan un cromaéforo, como es
el caso de &cidos organicos, lipidos, carbohidratos, surfactantes, etc. Lafacilidad de usar
reacciones postcromatograficas para su determinacion, es la razon principal para la
eleccion de TLC.

La posibilidad de analizar muestras con minima influencia de la matriz, es
importante para el andlisis de drogas en fluidos bioldgicos, residuos de pesticidas en
cultivos, drogas veterinarias en productos carnicosy paraverificar productos de plantas
en farmaciay comercio. Laseparacion simultanea de muestras en paralelo esimportante
en estudios de screening y otras aplicaciones, donde un nimero grande de muestras del
mismo tipo tienen que ser analizadas, por ggemplo, en higiene industrial, deteccion de
drogas de abuso en fluidos bioldgicos y analisis regulatorio. También se han encontrado
ventgjas economicas del uso de TLC para la investigacion preliminar de residuos de
sulfonamida en muestras de carne, con confirmacién por HPLC, en comparacién con €

uso exclusivo del método de multiresiduos de HPLC [125].

Un hecho caracteristico de las separaciones por TLC, empleando un desarrollo
simple, controlado por flujo capilar, eslaproduccion de una serie de zonas con un ancho
de banda gque crece aproximadamente de forma proporcional aladistanciade migracion.

La distancia de migracion viene dada por las fuerzas de capilaridad envueltas en el
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transporte de lafase movil através dela capadefase estacionariay, aciertadistanciade
la posicion de entrada del disolvente, éstas fuerzas se vuelven demasiado débiles para
mantener una velocidad apropiada de la fase movil. Asi, resulta que la capacidad de
Separacion en estos experimentos esta limitada, en primer lugar, por €l aumento de las
dimensiones del ancho de banda en la direccion de lamigracion y, en dltimo lugar, por

ladistanciatotal de migracion.

L osmétodos multidimensional es, usados paramejorar |acapacidad de separacion
en cromatografia plana, consisten normalmente en desarrollos unidimensionaes
multiplesy bidimensionales, [levados a cabo bajo condiciones de capilaridad controlada

oflujoforzado delafase movil, gradientesdelafase movil y sistemas de automatizacion.

Por otraparte, el uso deflujo controlado capilarmente, acoplado al mecanismo de
desarrollos muiltiples, produce también un aumento significativo en la capacidad de
separacion deunafasedada. Aunque estemétodo esmasfacil deusar experimental mente,

también requiere tiempos mayores que los desarrollos que emplean flujo forzado [125-

127].

Todos los desarrollos unidimensional es multiples emplean técnicas sucesivas de
desarrollo repetido delafase estacionariaen lamismadireccion, eliminando lafase movil
entre desarrollos y retornando la placa seca a la cubeta, haciendo llegar siempre el
disolvente alamismadistancia. Lamejor solucion para separar |0os componentes de una
mezclaen unaplaca, no suele ser & uso de unadistanciade migracion fijaen desarrollos
multiples, generalmente se aumenta dicha distancia para evitar en los Ultimos pasos del
desarrollo evitar queloscomponentes menosretenidosmigren con el frentedel disolvente
[128-130], en los ultimos pasos del desarrollo. Este desarrollo incremental multiple
proporciona una mejor separacion, ya que minimiza las zonas de ensanchamiento y
aumenta las separaciones de la zona centro, por migracion de los componentes de la
mezcla una distanciamayor, mientras se mantiene una velocidad de lafase movil mayor
gue la obtenida en cromatografia multiple, con migracion a distancia fija. Este tipo de

cromatografiaestil paralaseparacion de mezclasde un amplio rango depolaridad [ 126,
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131].

Sin embargo, no todos los compuestos pueden ser separados por desarrollo
multiple [126, 127]. Asi, los compuestos con presion de vapor significativa, pueden ser
perdidosen lossucesivos pasosde evaporacion del disolvente. Ciertosdisolventesdebaja
volatilidad y/o ata polaridad, como el &cido Aceético o la Trietilamina, no deben usarse
como fases moviles, debido ala dificultad para eliminarlos del soporte mediante vacio
0 por evaporacion aflujo forzado, entre los distintos desarrollos. Ademas, |os residuos
del disolvente que quedan después de las distintas fases de secado, pueden modificar la
selectividad de las fases moviles usadas en pasos sucesivos, dando lugar a separaciones
irreproducibles. Las impurezas del disolvente pueden ser |a fuente de picos fantasma o
de lineas base irregulares en el analisis por densitometria. El Cloruro de Dansilo, por
giemplo, se hidrolizaen las placas de Gel de Silice asu formaécida. Dichahidrélisis es
lenta e incompleta, dando lugar a multiples picos en e cromatograma a intervalos

uniformes, que se corresponden con € nimero de desarrollos.

Sistemas de deteccion

Unavez separados |os componentes de unamezcla, serequiereladeteccion delas
sustancias individuales, ya sea para su identificacion, para la confirmacion de la

estructura de un compuesto o para su cuantificacion.

Como ya se indico, €l andlisis por TLC tiene la ventaja de que pueden eluirse
simultaneamente varias placas para su evaluacion posterior, permitiendo un andlisis
previo de la determinacion cualitativa. Asimismo, puede centrarse €l andisis en una
sustancia concreta, sin tener que esperar a la elucion de otras sustancias extrafias de la
columna, como en cromatografia liquida en columna. Pero, ademés, se tiene la
posibilidad de observar lapresenciade sustancias extraias que se perderian en su elucion

por una columna cromatografica.

Laselectividad y laeficaciacromatograficaen TL C no se ven comprometidas por

la necesidad de un detector, sino que la separacion puede ser almacenada en la propia
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placa para su evaluacion posterior. En este sentido, la separacion y la determinacion

pueden llevarse a cabo en sitios diferentes [132].

Numerosas técnicas de deteccion se han usado, acopladas a TLC, para la

determinacion de gran nimero de compuestos.

L adeterminacion cuantitativadelos solutosseparadosmedianteHPTL C serealiza
sobre la placa por densitometria, midiendo la radiacion absorbida o la fluorescencia
emitida. El uso de potentes fibras dpticas ha supuesto un gran avance en este campo. En
densitometria de absorcion, las manchas se cuantifican mediante un haz de radiacion
monocromatica que se hace pasar por unarendija, que seleccionael diametro del haz, de
formaque seaigua a de la mancha més grande. Laradiacion reflejada o dispersada se
detecta utilizando un fotomultiplicador que dara sefial maxima en las zonas de la placa
gue no contengan solutos absorbentes, mientras que la manchas absorbentes produciran
una disminucion de la radiacion reflgjada, que dependera de sus concentraciones. La
medida de fluorescencia mejora el limite de deteccion, el rango de linealidad y la
selectividad, por |0 que aveces serecurre alaformacion de derivados fluorescentes para

optimizar la cuantificacion.

La espectroscopia de Fluorescencia es bastante empleada como técnica de
deteccion cuantitativaen TLC. Comparadacon ladeteccionen el UV/V, lafluorescencia
es mucho més sensible, dando limites de deteccion en el rango de picogramos [133].
Ofrece también mayor selectividad debido ala utilizacion de dos longitudes de onda (de

excitacion y emision) y a que los compuestos no fluorescentes no son detectados.

El acoplamiento TLC-M Shasido usadadeformaconsiderable, conlaelucion del
analito en e soporte y posterior introduccion del material aislado en la camara de
ionizacion del espectrometro. Pero, a pesar de su efectividad, presenta ciertos
inconvenientes, entrelos que hay que destacar el tiempo que consumey laposibilidad de
introduccion de contaminantes en el proceso de separacion por parte del soporte, asi

como posibles pérdidas durante la manipulacion [134-135].
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El uso delaEspectroscopialnfrarrojacon Transformadade Fourier (IR-TF) como
técnica de deteccion, aporta la gran capacidad discriminatoria de este método, que lo
convierte en unapoderosa herramientadeidentificacion de compuestos. Aun cuando no
se tengan espectros de referencia de los compuestos, se puede obtener una valiosa
informacion sobre la estructura molecular de los analitos. Los compuestos pueden ser
analizados directamente sobre la placa [136-141], o que da lugar a la aparicion de
interferencias espectrales debidas a la fase estacionaria [140]. Asimismo, se pueden
extraer los analitos de la placay redisolver en un disolvente que no de sefid en € IR,
previamente a andlisis [138-139, 142-145].

L a Espectroscopia Raman puede ser también un método Gtil paralaidentificacion
de compuestos separadospor TL C. Lasbandas Raman derivan delosmodosdevibracion
fundamental es de la mol écula, dando un espectro Unico que permite laidentificacion del
analito. Al igua que en IR, se puede obtener informacion estructural del compuesto

usando las frecuencias de los grupos funcionales [146].

4.- FLUORESCENCIA SOBRE SUPERFICIES SOLIDAS.

El andlisis fluorescente sobre superficies solidas consiste en la medida de
fluorescenciade compuestosadsorbidosen materia essolidos. Unagran variedad deestos
materiales se han empleado en andlisis, tales como Gel de Silice, Oxido de Aluminio,
papel defiltro, Celulosa, etc. Diferentestipos de papel defiltro han sido utilizados como
sustrato [147].

Unadiferenciafundamental entrelafluorescenciaendisoluciony lafluorescencia
en superficies solidasesque, en estaultima, |os compuestos fluorescentes son adsorbidos
en pequefias particulas del material solido, y esto trae consigo la dispersion tanto de la
radiacion procedente de lafuente como de laradiacion luminiscente. Laradiacion puede

ser reflgjada del material solido o transmitida através del mismo.

Generamente, en andlisis de fluorescencia sobre superficies sdlidas, unafraccion
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de la muestra penetra dentro de la matriz del solido, y lafluorescencia de la muestra es

excitada en la superficie y dentro de la matriz del sdlido.

Wendlandt y Hecht [128] estudian las diferencias entre reflexion especular y
reflexion difusa, conceptosimportantesen analisisfluorescente sobre superficiessolidas.
La reflexion especular ocurre desde una superficie muy lisa y es descrita por las
ecuaciones de Fresnel. La reflexion difusa resulta de la penetracion de la radiacion
incidente en el interior del material sdlido y ocurre unadispersion multiple enloslimites
de las particulas individuales. La reflexion difusaideal es definida por la condicion de
gue la distribucion angular de la radiacion reflgjada es independiente del angulo de

incidencia[129]. Variasteorias han sido desarrolladas paradescribir lareflexion difusa

Lafluorescencia sobre superficies solidas es unatécnicamuy sensibley selectiva
parael analisistrazade compuestosorganicos[130]. Limitesde detecci On de nanogramos
son facilmente obtenidos, y en muchos casos se pueden al canzar limites de deteccion del
orden de picogramos. Pequefias cantidades de muestra, del orden de 1 pl 0 menos, son
empleadas para andlisis por fluorescencia sobre superficies solidas, caracteristica muy

Importante cuando son usados material es toxicos o biol ogicos.

El andlisisfluorescente sobre superficies solidas haencontrado amplia aplicacion
en diferentes campos. Asi se han desarrollado diferentes métodos para €l analisis
cuantitativo y cualitativo de una gran variedad de contaminantes,por medida de la
fluorescencia de los compuestos directamente sobre la superficie solida. Sawiscki y
colaboradores [148 ] fueron los pioneros en €l desarrollo y aplicacion de estatécnicaen

el andlisis de contaminantes atmosféricos.

Asimismo, la fluorescencia sobre superficies solidas ha sido aplicada para la
deteccion, identificacion y cuantificacion de Hidrocarburos Arométicos Policiclicos en
muestrasde agua[149-150]. Hurtubise[151 ] desarroll6 un método paraladeterminacion
de Benzo(a)pireno, en muestras de agua, después de su extraccion y separacion de
cromatoplacas de Celulosa acetilada y deteccion fluorescente, alcanzando limites de
deteccion de 0.08 ppb.
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La TLC con deteccion fluorescente se ha aplicado también a la deteccion de

compuestos del petréleo, asi como en &l andlisis de aceites [152-154 ].

También lafluorescencia sobre superficies solidas ha sido aplicada extensamente
a anadisisdealimentos, destacando ladeterminaci on de compuestosfendlicos|155-156],
Histamina[157-158 ], N-nitrosaminas [159-160 ], etc. Asimismo, numerosos pesticidas
se han analizado por la medida de fluorescencia sobre cromatoplacas de TLC. En la
bibliografia se encuentran algunas revisiones bibliogréficas [161-162] dedicadas a la
utilizaciondeladerivatizacion fluorimétricaparael andlisisderesiduosde pesticidas. Por
ultimo, otros campos de aplicacion de las medidas de fluorescencia sobre superficies
solidas han sido laindustria farmaceéutica, en Bioguimica, Medicinay Quimica Clinica
[163].

El gran desarrollo en lainstrumentacién analitica en Cromatografia en Capa Fina
[164-165], y concretamente |a aplicacion de sensores con fibra Optica, que permiten la
medida de fluorescencia en puntos alejados de la fuente de excitacion y deteccion, ha
supuesto un gran desarrollo en las medidas de fluorescencia sobre superficies solidas de

compuestos previamente separados haciendo uso de TLC o HPTLC [131, 166-170].




Objetivos
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Losderivadosdel Indol estudiadosen lapresente Memoria: &cido Indol-3-Acético,
Triptofano, 5-Hidroxitriptéfano y Serotonina, son compuestos que forman parte de
NUMerosos e importantes procesos bioquimicos, relacionados con aspectos fisiol 6gicos
y neurologicosdelosseresvivosy, entre ellos, |as personas. Por su parte, las poliaminas:
Putrescina, Cadaverina, Espermidinay Espermina, también son sustancias biogeénicas,
estrechamente vincul adas a transformaci ones que ocurren en alimentos de origen animal
y vegetal, incluidas la fermentacion, maduracion, putrefaccion, elaboracion y
conservacion de los mismos. La estructura de los dos grupos de compuestos estudiados
se muestraen las Figuras 1y 2, respectivamente.

: .CH,CH(NH,)COOH HO. : .CH,CHoNH»
N N

H H
Triptoéfano Serotonina
CH,COOH HO CH,COOH
QL o
' '
Acido Indol-3-Acético 5-Hidroxi-3-Indolacético

Figura 1.- Estructura de derivados del Indol.
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H N/\/\/NH2 Putrescina
2

HzN\/\/\/NHz Cadaverina

H

| o
N NH, Espermidina
HZN/\/\/ \/\/
i
TV V2 N2 Espermina
|

H

Figura 2.- Estructura de poliaminas.

Conocido € interés de ambostipos de productosy algunas caracteristicas delos mismos,

como las siguientes:

- Losderivadosdel Indol citados presentan fluorescencia nativa. Sin embargo,
las poliaminas no lo hacen, pero habitualmente se determinan haciendo uso
de las medidas de fluorescencia después de la formacion de derivados,

reacciones que presentan como principal inconveniente su lentitud.

- Habituamente dichos productos se determinan haciendo uso de métodos
analiticosque requieren de operacionesprevias de separaci On de componentes

gue dificultan o interfieren en la etapa de medida.

Se definio como objetivo central de la Tesis, €l desarrollo de metodologias para

el andlisis de los compuestos citados, en muestras reales, que, ademas de presentar
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suficiente sensibilidad y sel ectividad, permitan obtener resultados fiablesy correctos, en

el menor tiempo posible.

Para alcanzar dicho objetivo global, se propusieron algunos objetivos parciales,

entre los que destacan los siguientes:

S Simplificacion del tratamiento previo delasmuestras o delas etapas de clean-
up, introduciendo como técnicade separacion laCromatografiaen CapaFina
convenciona (TLC) o de Alta Resolucion (HPTLC), en sustitucion de otras
técni cas cromatograficas habitual mente utilizadas como las de HPLC, con la
ventagjaadicional de poder tratar simultaneamente varias muestras o, deforma

conjunta, muestrasy patrones.

S Emplear como método de deteccion la fluorescencia convencional, con €l
empleo de unafibra Optica acoplada a un espectrofluorimetro, con objeto de
aprovechar, por una parte, las ventgjas de sensibilidad y selectividad que
ofrece latécnicay, por otra parte, poder efectuar las medidas directamente

sobre la fase estacionaria en que se han efectuado |as separaciones.

S Megorar la cinética de formacion de los derivados fluorescentes de las

poliaminas, empleando, entre otras, la radiacion de microondas.

S Megjorar la sefial fluorescente obtenida sobre el soporte solido, mediante la
incorporacion directa de surfactantes, capaces de formar sistemas micelares,

al soporte 0 alafase movil utilizada en la separacion.

Los resultados obtenidos en el trabajo realizado alo largo del desarrollo de estos
objetivos, seincluyen en los siete capitulos que conforman la presente Memoria, cuyos

contenidos se resumen a continuaci on:

S En e Capitulo Il se estudia e comportamiento fluorescente de los cuatro
derivados del Indol, en diferentes fases solidas, escogidas entre las

comunmente empl eadasen medidasdefluorescenciasobre superficiessolidas.
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Asimismo, se establece un nuevo método paralaseparacion y cuantificacion
de los mismos, mediante la medida de su fluorescencia natural sobre soporte

de celulosa

En e Capitulo Il se hace uso de la radiacion de microondas, con objeto de
disminuir el tiempo dereaccion enlaformacion dederivadosfluorescentesde
las poliaminas. Putrescina, Cadaverina, Espermidina y Espermina, con
Cloruro de Dansilo. Por otra parte, se establece un método para la
determinacion de derivados dansilados de poliaminas por Cromatografia

Liquida de Alta Resolucion.

En el Capitulo 1V seestudiael comportamiento fluorescente de |os derivados
dansilados de las poliaminas, en diferentes soportes solidos, y se desarrolla
un nuevo método paraladeterminacion de dichos derivados, haciendo uso de
la Cromatografia en Capa Fina de Alta Resolucion, sobre soporte de Gel

Silice.

El Capitulo V describe el efecto de la adicion de surfactantes no ionicos ala
fase movil, en la separacion y cuantificacion de |os derivados dansilados de

poliaminas HPTLC con deteccion fluorescente.

En e Capitulo VI selleva a cabo la determinacion de poliaminas dansiladas
en muestrasde cervezay se estudian |correlaciones entre aminas, asi como las
posibles agrupaciones entre las muestras, haciendo uso del andisis

multivariante.

En & ultimo capitulo se estudia la relacion existente entre la sefial
fluorescente medida sobre superficies solidas y las concentraciones de
fluoréforo, y se establecen las principales caracteristicas quimiométricas
relacionadas con los métodos de andlisis por HPTLC con deteccion

fluorescente.




Capitulo 1
PARTE EXPERIMENTAL
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.1.-APARATOSUTILIZADOS

Espectrofluorimetro

Las medidas de fluorescencia y |os espectros de excitacion y emision, sobre los
distintos soportes y en disolucion, se realizaron con un espectrometro de luminescencia
Perkin -Elmer LS-50, equipado con una lampara pulsante de Xenon, y conectado via
interfase RS232C aun ordenador Epson PCAX2e. El control del aparato sellevaacabo

mediante el software “Fluorescence Data Manager”.

Paralas medidas en disolucion se utilizaron células de cuarzo de 1 cm de paso de
luz, termostatizadas a 25+0.1°C con un termostato-criostato Selecta Frigitherm S 382.

Lector de placas

Para el andlisis por fluorescencia sobre superficies solidas, el espectrometro de
|umi nescencia puede acoplarse a un accesorio mediante una fibra optica bifurcada, que
permite transmitir la radiacion de fluorescencia emitida por una sustancia depositada
sobre la superficie, cuando es excitada a una determinada longitud de onda. La placa
puede ser leida en las direcciones X e Y, paralalocalizacion y/o cuantificacion de los
analitos, mediante dos motores de paso independientes, que permiten el movimiento de
la fibra Optica en ambas direcciones. El accesorio es controlado a través del mismo
programa que el espectrofluorimetro, permitiendo repetir las lecturas comenzando en

diferentes puntosdeloseges X e Y.
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Horno de Microondas

Ladansilacion de las poliaminas se realizo con un microondas CEM (Matthews,
NC, USA) MDS 2000. El aparato puede proporcionar hasta unos 630 W (100%) de
potenciade energiamicroondas, aunafrecuenciade 2450 Mhz, y permite el seguimiento
de las condiciones de reaccion por medio de la medida en continuo de la presion en un
recipiente de control. El sistematiene capacidad para el almacenamiento de métodos de
trabajo y de datos, pudiendo acoplarse a una impresora para la exportacion de datos,

durante o después de realizada la reaccion.

L os recipientes usados para la dansilacion en microondas son vasos de digestion
CEM PFA Teflon. Los vasos son disefiados para andlisis de ata pureza y pueden

soportar temperaturas de 200 °C y presiones de 13.6 bar.

| nyector automatico

Enlosestudiosrealizados en fase solida, lasmuestrasfueron depositadas sobrelos
distintos soportes por la técnica del spray-on, usando un aparato Linomat IV Camag
(Muttenz, Switzerland) controlado por microprocesador, que permite el almacenamiento
en memoria de hasta 10 programas. El dispositivo permite controlar la posicion, €
volumen, tamafio y velocidad de deposicion de la sustancia a inyectar, mientras una

corriente de nitrogeno evapora el disolvente.

Se puede manipular manualmente o programar la posicion exacta para la
colocacion de la gota, en placas cuyo tamario puede alcanzar hasta 200 mm, fijando la
distancia entre gotas sobre e soporte (1-190 mm). La inyeccion se realiza con jeringas
cuyo volumen puede ser gjustado con exactitud entre 1y 100 pl. Lavelocidad con que
se depositala muestra puede ser controlada (4-12 sg/pl) para obtener mayor precisiony
sensibilidad. El ancho de banda de la gota que se deposita en |a placa puede ser variado

entre 0y 190 mm.
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Cromatografo liquido

El equipo de HPLC est4 constituido por un sistema de distribucion multi-
disolvente Waters (Milford, MA, USA) modelo 600, equipado con un inyector de
muestras U6K , un detector espectrofotométrico WatersLambda-Max 481 L C delongitud
de onda variable y un integrador Waters modelo 740. La columna analitica es
puBondapack Cg, 10 um, 125D (30 cm x 3.9 mm) con una precolumna puBondapack C,g,

ambas suministradas por Waters.

Otros instrumentos;
- Centrifugadora Ultra-Turrax.

- Las medidas de pH se realizaron con un Potenciometro digital Radiometer

PHM 84, equipado con un electrodo doble de vidrio-calomelanos saturado.

|.2.-REACTIVOSY DISOLUCIONES.
|.2.1.- Reactivos:

- El &cido Indol-3-Acético, e 5-Hidroxitriptofano y e Sulfato de Serotonina
Creatinina fueron suministrados por Aldrich Chemical Company, Inc. (Beerse,
Belgium). El D-Triptéfano utilizado se adquirié a Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, USA)

- Hidrocloruro de Putrescina, Dihidrocloruro de Cadaverina, Trihidrocloruro de
Espermidina, Tetrahidrocloruro de Espermina y Cloruro de Dansilo fueron

suministrados por Aldrich Chemical Company, Inc (Beerse, Belgium).
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- Polioxietilen-10-lauril éter (POLE), polioxietilen-20-estearil éter (Brij 78) y
Triton X-100 fueron adquiridos a Sigma Chemical Co.

- Acido Perclorico (70% , D=1.54 g ml*) Merck (Darmstadt, Germany), calidad

reactivo analitico.

- Cloroformo (99% ,D=1.48 g ml™*) PRS de Panreac (Barcel ona, Esparia), calidad
ACS.

- Metanol (99.8% , D=0.79 g ml*) y Amoniaco (25% , D=0.91 g ml?),

suministrado por Merck (Darmstadt, Germany), calidad reactivo analitico.

- Trietilamina (TEA) de Fluka (Buchs, Switzerland), calidad reactivo analitico.
- Acetonitrilo,de grado HPLC (Merck).

- Agua purificada mediante un sistema Milli-Q (Millipore, Bedford. MA. USA).
- Acetona, calidad reactivo analitico (Merck).

Todoslosreactivos utilizados se empl earon sin ningun tipo de purificacion previa.

Lassuperficies solidasusadasen lasexperiencias con Cromatografiaen CapaFina

son placas 10x10 mm, de 0.1 mm de grosor, con las siguientes fases estacionarias:
Celulosa, Gel de Silice (HPTLC) y Silice modificada quimicamente C18, de Merck.
Asimismo, se empled papel de filtro Whatman-41 y papeles para Cromatografia de
Intercambio 16nico de fosfato de celulosa (P81) y Dietilaminoetil celulosa (DES81),

suministrados también por Whatman (Whatman I nternational Ltd., Maidstone, England).

L os soportes no contienen indicador de fluorescenciay se activaron antes de su

uso, bajo lamparade IR.
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|.2.2.-Disoluciones:

- Disoluciones de acido Indol-3-Acético, Triptofano, 5-Hidroxitriptéfano y
Serotonina. Se prepararon por pesada directa de 100 mg de cada producto y
posterior disolucion con Metanol:Agua (60:40) (v:v) en un matraz aforado de 100
ml. Lasdisoluciones se conservan protegidas delaluz mediante papel deauminio

para evitar descomposiciones fotoquimicas.

- Disoluciones de Putrescina, Cadaverina, Espermidina y Espermina. Se
prepararon por pesadadirectade 100 mg del clorhidrato de cadaaminay posterior
disolucion con écido perclérico a 5% en un matraz aforado de 100 ml. Las

disoluciones son protegidas de la luz con papel de auminio.

- Lasdisoluciones menos concentradas delosderivadosdel Indol y laspoliaminas
se prepararon por diluciones exactas de las anteriores con los disolventes
adecuados.

- Cloruro de Dansilo. Se prepar6 por pesada directa del producto y posterior

disolucion en acetona para obtener una concentracion de 5 mg/ml.

- Reguladora Boérax- NaOH pH=9.5. Se prepar6 Borax 0.025 M por pesada
directade 1.257 g de Na,B,0O, . 10 H,0y disolucion en 250 ml de agua destilada.
Este volumen fue mezclado con 92 ml de NaOH 0.1M (1 gen 250 ml ) y enrasado
a 500 ml con agua destilada.

|.3.- PROCEDIMIENTOS
Determinacion deacido I ndol-3-Acético, Triptofano, 5-Hidroxitriptofanoy Serotonina:

Paraladeterminacion del acido Indol-3-Acético, Triptofano, 5-Hidroxitriptofano
y Serotonina se emplean disoluciones de 10 ng/pul en Metanol:Agua (60:40) (v-v),

preparadas por dilucion a partir de las disolucionesiniciales de 1 mg/ml, y se depositan
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volumenescomprendidosentre 1y 10 pl sobrefaseestacionariade Celul osa, previamente

activada

L os compuestos se eluyen con Cloroformo:Metanol:Amoniaco (12:7:1) (v:v:v),
hasta que € disolvente alcanza unadistancia, de aproximadamente 8 cm, desde la parte

inferior de laplaca.

Sobrelas placas, unavez secas, selocalizan |os compuestos con el lector de placas
y sereadlizan |os espectrosy las medidas de fluorescenciaa8,.= 280 nm y 8,,= 347 nm.
Las medidas de intensidad de fluorescencia, como altura de pico, son corregidas con la
sefia del blanco, que corresponde ala sefial emitida por lafase estacionaria, después de

efectuada la elucion, alas longitudes de onda indicadas.

Procedimiento para la determinacion de acido Indol-3-Aceético, Triptofano, 5-

Hidroxitriptofano y Serotonina en suero:

Una alicuota de 1 ml de suero es tratada con 100 ul de acido perclérico (70%),
para su desproteinizacion y, posteriormente, se centrifuga a unavelocidad de 3000 rpm,
durante 5min. A 400 pl deladisolucion de sobrenadante seleafiaden 32 pil dedisolucion
gue contiene 40 ng/ul de cada uno de los indolesy se diluye a doble de volumen con
Metanol:Agua (60:40) (v:v). Los derivados indolicos se determinan en las mismas

condiciones que en el apartado anterior, a partir de 1-2 pl de suero enriquecido.

Dansilacion convencional:

Se mezclan 2 ml de unadisolucion de aminas, con unaconcentracion de 1 mg/ml,
con 2 ml de disolucion saturada de Bicarbonato de sodio y 3 ml de disolucién de Cloruro
de Dansilo en Acetona, aunaconcentracion de 5 mg/ml. Ladisolucion resultante se agita

durante un minuto y se deja reaccionar toda la noche, en la oscuridad. Terminada la
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reaccion, se extraen las aminas dansiladas con dos porciones de tolueno de 2 ml, agitando
1 min en cada extraccion. El extracto en tolueno se separa después de cada extraccion y

se diluye con el mismo disolvente a 10 ml, en matraz aforado.

Dansilacion de poliaminas en microondas:

Parallevar a cabo lareaccion de derivatizacion de las poliaminas con Cloruro de
Dansilo se parte de una disolucion, similar a la utilizada en el apartado anterior, que
contiene: Disolucion de las aminas, Bicarbonato de sodio saturado y Cloruro de Dansilo
en Acetona. Se agitala mezcla durante 1 minuto en el propio recipiente de microondas,
secierrael vaso y seintroduce en el microondas. La reaccion de dansilacion sellevaa
cabo utilizando un 40% de potencia (252 W) durante 5 min, manteniendo una presion
maximade 3.4 bar (50 psi) en €l interior del reactor. El recipiente sedgjaenfriar antesde
su apertura y se transfiere la mezcla a un tubo de extraccion, en el que se realizan dos
extracciones con porciones de 2 ml de tolueno, agitando 1 min cada vez. El extracto es
separado despuésde cadapasoy diluido con Tolueno a10 ml, en matraz aforado. De esta

forma, se obtienen disoluciones de 50 ng/ul de las aminas dansiladas.

Extraccion de poliaminas en tejidos de plantas:

Las muestras fueron sometidas a diferentes tratamientos para la adicion de
inhibidores de la biosintesis de poliaminas. La extraccion de tegjidos se llevo a cabo
mediantelahomogei nizacion en Ultra-Turrax arazon de 100 mg de peso fresco detejidos
de fruto de platano (Musa acuminata Colla AAA cv. Dwarf cavendish) cultivados “in
vitro” en un medio de Murashigey Skoog's[171], por cadaml de &cido perclorico a 5%.
Después de 1 hora sobre hielo, los extractos fueron centrifugados durante 20 min a
27000g. Ladeterminacion de las aminas presentes en las muestras, se realizo por HPLC

o por HPTLC, siguiendo los procedimientos descritos en otros apartados.
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Determinacion de poliaminas por HPLC:

L osextractos dansilados se separaron mediante unacolumnacon fase estacionaria
C18, usando un gradiente de acetonitrilo y agua, en un tiempo total de 30 min. La
separacion comienza con un 30% de Acetonitrilo, se mantiene 8 min y luego se
incrementa lineal mente durante 5 min hasta alcanzar el 90% del mismo disolvente. Se
mantiene esta composicion durante 7 min y, finalmente, se rebga nuevamente el
porcentaje de Acetonitrilo hasta el 60%, de formalineal, en 10 min. La velocidad de
flujo durante e andlisis se mantiene a 1.4 ml/min. Las disoluciones a inyectar se
preparan, por dilucion con Acetonitrilo, a partir del extracto dansilado, cuya

concentracion es de 50 ng/pl.

Determinacion de poliaminas por HPTLC en ausencia de surfactante:

V olimenes comprendidos entre 1y 10 ul de extracto dansilado se aplicaron sobre
fase estacionaria de Gel de Silice a una velocidad de 10 sg/ul. Las placas fueron
desarrolladascon Cloroformo: Trietilamina(2:1) (v:v), hastaqueel disolventealcanzauna

distancia de unos 8 cm, medidos desde el origen.

Antesde su analisis, lasplacas se secan a airelibre. Los analitos son localizados
con el lector de placas y sobre ellos se realizan los correspondientes espectros de
excitaciony emision, asi como las medidas deintensidad de fluorescenciaa8,.= 338 nm
Y 84n= 502 nm, utilizando rendijas de 10 nm. Como blanco para la correccion de la
intensidad de fluorescencia se empled la sefid correspondiente a soporte, después de
efectuar la elucion, a las longitudes de onda de excitacion y emision empleadas en la
medida del analito.

Determinacion de poliaminas por HPTLC en presencia de surfactante:
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Para la determinacion de poliaminas en presencia de surfactante, se afadio ala
fase movil, constituida por Cloroformo:TEA (2:1) (v:v), un 5% de POLE y se llevd a
cabo la elucion de volumenes comprendidos entre 1y 10 pl del extracto dansilado, de
igual formaalautilizada paraladeterminacion ef ectuada en ausenciade surfactante. Las

sustancias se cuantifican a 8,,,= 338 nmy 8,,= 502 nm, utilizando rendijas de 5 nm.

Determinacion de poliaminas en muestras de cerveza:

La cerveza es desgasificada mediante agitacion magnética. Posteriormente, se
tomaron 2 ml de muestra y se dansilaron siguiendo € procedimiento descrito
anteriormente. El andlisisdel extracto dansilado sellevo acabo por HPLC o por HPTLC,

de forma andloga a la descrita para los patrones.

|.4.- OPTIMIZACION DE LOS SISTEMASDE DETECCION E INYECCION

Lavariabilidad de las medidas realizadas en Cromatografia Plana con deteccion
fluorescente, depende de tres factores principal es relacionados con la reproducibilidad
de:

- Lainyeccion de las muestras.

- Las condiciones cromatogréaficas.

- Las medidas.

Por |o tanto, se hace necesario optimizar |os sistemas de inyeccion de la muestra
y de la medida de la fluorescencia emitida por los analitos, después de ser separados
cromatograficamente. Con tal finalidad se utilizo, como referencia, una disolucion del

derivado dansilado de Espermidina, en Tolueno, y placas de Gel de Silice de HPTLC.

|.4.1.- Inyeccion dela muestra
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Sehallevado acabo laoptimizacion delosparametros control ablescon el inyector
utilizado y que pueden influir en la aplicacion de la gota sobre el soporte solido. Tales
parametros son: el volumen depositado, la velocidad de deposicion de la muestra, el

tamanio y laposicion de la gota.

Parainvestigar lainfluenciadel volumen de muestra aplicado en laintensidad de
la radiacion emitida, se depositaron volumenes comprendidos entre 1 y 14 pl, de la
disolucion de control, de forma que la cantidad de derivado dansilado (50 ng), y la

velocidad de deposicion (10 sg/ul) permanecian constantes.

L os resultados se muestran en la Figural.1, en la que podemos observar que no
existen diferenciasimportantesen laintensidad de laradiacion emitida, paralosdistintos

volumenes inyectados.

En otro grupo de experiencias, se investigo la influencia de la velocidad de
deposicion de lagota, encontrandose unavel ocidad optimade 10 sg/ul. Por unaparte, la
deposicion es mejor cuanto mayor es el tiempo invertido en e proceso; pero debe
optimizarse, porque el empleo de tiempos de inyeccion demasiado largos hace aumentar
el tiempo de andlisis y no conducen a intensidades de fluorescencia significativamente

mayores.

Conobjeto de alcanzar buenaseficacias, el tamario de gotase hasel eccionado para
gue sealo menor posibley, a mismo tiempo, tenga un areamayor que el campo de vista
del haz dedeteccion delafibraoptica. Ladistanciaentre gotas se hafijado normalmente

en 9 mm.
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Figural.1l.- Variacion delaintensidad de fluorescencia con e volumen
demuestraaplicado. 8,,.= 338 nm, 8,,,= 505 nm. Rendijas: 10

nm.

|.4.2.- Sistema de deteccion

Ahora bien, la luz que incide sobre la superficie de una placa de TLC es
transmitida y dispersada por dicha superficie. La muestra fluorescente retenida en la
superficie solida emite difusamente la luminescencia, en respuesta a la excitacion,
comportandose asi como una fuente de luz secundaria. La luz que alcanza el detector
consiste en una sefial de fondo y sobrepuesta alamisma, laemision de fluorescenciade
los componentes de la muestra. De estaforma, |a habilidad del sistema para detectar y
medir la emision correspondiente a de la muestra, esta limitada por |as magnitudes de
la sefial defondoy €l ruido.
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La sensibilidad de un sensor de fibra Optica para la radiacion fluorescente, esta
directamente relacionada con la eficacia en |a captura de la sefial Optica. Durante dicha
captura se producen pérdidas de la sefial, porque los fotones emitidos irradian en todas
las direccionesy €l rayo es dispersado, de tal manera que solo una pequefia fraccion de
la emision total entra en la segunda fibra. La captura de la luz emitida es mas eficaz
cuanto mas pequefia es la distancia desde el final de la segunda fibra hasta la placay
cuando € érea de la gota depositada en la placa es mayor que el campo de enfoque del

haz de deteccion de lafibra

Influencia del ancho de rendijas en la captura de la sefial

Con objeto de mejorar la eficacia en las determinaciones de fluorescencia sobre
superficies solidas, utilizando un sensor de fibra optica, se ha estudiado lainfluenciadel
ancho de lasrendijas de excitacion y emision en laintensidad de la radiacion emitida.
Se ha medido experimentalmente la intensidad de fluorescencia del derivado dansilado
de una de las aminas estudiadas, la Espermidina, utilizando diferentes rendijas de
excitacion y emision. Para ello, se depositan sobre una placa de Gel de Silice 50 ng de
Espermidinay se leelaradiacion emitida. Se mantienen fijas las rendijas de excitacion

y se varian las de emision, repitiendo el proceso para diferentes rendijas de excitacion.

Como puede observarse en la Figura 1.2, la modificacion de las rendijas de
excitacion no conduce a variaciones significativas de laintensidad de fluorescencia. Por
el contrario, segun lacitada Figurase produce un incremento importante de laintensidad
de la radiacion emitida, cuando se aumentan las rendijas de emision, similar para las

distintas rendijas de excitacion.

Por otra parte, la sefia correspondiente a blanco también aumenta con €
incremento de las rendijas de emision.  Sin embargo, este aumento es proporcional al

aumento de la sefial emitida por el compuesto estudiado.
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Figura |.2.-
Infl
uenciade las rendijas de excitacion y emision en laintensidad de fluorescencia.
Ancho de larendijade excitacion: (1) 2.5 nm, (2) 5 nm, (3) 10 nmy (4) 15 nm

No se han estudiado |as variaciones sufridas en laemision para anchos de rendija
superiores alos 15 nm, ya que € pequefio diametro de la fibra optica limita el uso de

rendijas superiores a este valor.

El uso de una rendija de excitacion menor que la de emision, significaria que €
diametro del rayo enfocado hacialaplacaseriainferior a diametro del extremo colector
de lafibra, de tal manera que la mayor parte de la emision procedente de la placa se

perderia, sin ser captada por e extremo de lafibra Optica.
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11.1.- INTRODUCCION.

L os compuestos denominados genéricamente como derivados del Indol, engloban
unagran cantidad de sustancias que intervienen en procesos i mportantes que ocurren en

el mundo animal y vegetal.

Para realizar € estudio incluido a continuacion, se han seleccionado cuatro
derivadosdel Indol: &cido Indol-3-Acético, Triptofano, 5- Hidroxitriptofanoy Serotonina
gue, ademés de su interés especifico, se encuentran interrelacionados en la naturaleza.
Asi, como se comento enlalntroduccion, € Triptéfano esel precursor primario del acido
Indol-3-Acético en algunasrutas biosintéticas. Por otraparte, resultaevidentelarelacion
entre el 5-Hidroxitriptofano, y su producto de descarboxilacion, la Serotonina, con los

dos derivados anteriores.

Se conoce la presencia de algunos o todos estos derivados en muestras de distinto
tipo, que van desde alimentos de diferente naturaleza a fluidos fisiologicos, tejidos
vegetalesy animales, etc. A su vez, esreconocida su participacion en procesos naturales
relacionados con el crecimiento de plantas o su floracion, asi como en desordenes
neurol 6gicosy psiquicos, y en otros muchos. De aqui €l interés de disponer de métodos
analiticos répidos y fiables para la determinacion de derivados del Indol en muestras

naturales.

Ental sentido, puede aprovecharse el hecho de que lamodificacion del entorno en
gue se encuentra una sustancia, puede afectar profundamente a los espectros de
fluorescencia de las moléculas poliatdmicas. De aqui, que una estrategia para provocar
cambios en la sensibilidad de las determinaciones espectrofluorimeétricas, consista en

seleccionar un medio adecuado pararealizar lasmedidas. Asi, |0s procesos fluorescentes
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pueden ser considerablemente diferentes, con relacion a los observados en disolucion,
cuando las mol écul as capaces de emitir radiacion por dichaviason retenidas, adsorbidas

0 enlazadas quimicamente a matrices solidas.

En Cromatografia en Capa Fina con deteccion fluorescente, el soporte sdlido, a
tiempo que constituye la fase estacionaria, es €l medio en e cua los solutos son
reteni dos después de realizada |a separacion. Consecuentemente, la seleccion de lafase
estacionaria debe hacerse teniendo en cuenta sus propiedades cromatograficas y su

posible influencia en |as caracteristicas espectrofluorimétricas de los analitos.

En este Capitul o, se propone un nuevo método de andlisis, basado en lautilizacion
de la fluorescencia natural que presentan los derivados del Indol, y la capacidad de la
Cromatografia en Capa Fina para separar analitos. El &cido Indol-3-Acético, €
Triptofano, la Serotoninay €l 5-Hidroxitriptéfano se separan por TLC y se cuantifican
directamenteenlasplacas, por medidadelafluorescenciaemitida, mediantelautilizacion

de un sistema de fibra 6ptica conectada a un Espectrofluorimetro convencional.

I1.2.- CARACTERISTICAS ESPECTROFLUORIMETRICAS DE LOS
DERIVADOSDEL INDOL.

Se ha estudiado el comportamiento fluorescente de cuatro derivados del indol:
Acido Indol-3-Acético, Triptéfano, 5-Hidroxitriptofano y Serotonina, en diferentes
medios o fases solidas. Los soportes ensayados fueron: Celulosa, papel Whatman-41,
papel constituido por celulosas modificadas, como el DE-81y P-81, Gel de Silicey
alquilsilice C-18. Los espectros de fluorescencia de las diferentes sustancias se han
realizado directamente después de depositar | os respectivos derivados sobre | os soportes,
sin previa elucion. Las Figuras 11.1 a [1.6, muestran los espectros de emision de los

derivados inddlicos citados, a las respectivas longitudes de onda de excitacion maxima,
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en los diferentes soportes solidos utilizados. Las principales caracteristicas

espectrofluorimétricas observadas se agrupan en laTablall.1.

En general, las longitudes de onda de excitacion son similares para todos los
compuestos estudiados, en los diferentes medios, presentando val ores que oscilan entre
276y 280 nm. Estas pequefias variaciones que, en ningun caso sobrepasan el ancho de

rendija utilizado, pueden estar asociadas a causas instrumental es.

En cuanto alas longitudes de onda de emision, en algunos casos se encuentran
mayoresdiferencias. Asi sucede con el &cido Indol-3-Acético, que presenta8,,, extremas
de 335 nm en los soportes de C-18 y DE-81, y de 364 nm cuando se encuentra retenido
en celulosa P-81. Para los otros derivados, |os valores de las longitudes de onda de
emision presentan oscilaciones menores. 334-337 nm para la Serotonina, 334-350 nm

parael Triptofano y 335-338 nm para el 5-Hidroxitriptéfano.

Sin embargo, las intensidades de fluorescencia emitidas por estos compuestos
dependen en gran medida de la superficie solida usada. Los valores de laintensidad de
fluorescencia emitida corregidos (I;), mediante la sustraccién en cada caso de la sefial
emitida por larespectiva superficie, se agrupan en laTablall.l. En general, los menores
valores de intensidad corresponden a é&cido Indol-3-Acético. Con respecto a la
natural eza de |os soportes, |os diferentes tipos de papel proporcionan, en la mayoria de

los casos, las mayores intensidades de fluorescencia.

Con fines comparativos, hemos realizado los espectros de disoluciones de los
derivados en estudio, usando un medio Metanol:agua (60:40) (viv) a pH = 2. Sus
caracteristicas espectrofluorimétricas se encuentran en la Tabla |1.1 y los espectros de
emision, alalongitud de onda de méxima excitacion, se muestran en laFigurall.7. Al
comparar los resultados obtenidos a emplear disoluciones acuo-metandlicas y los
obtenidos cuando los compuestos se encuentran retenidos en superficies solidas, se

observaque no existen diferencias significativas enlos maximos de excitaciony emision.

Por su parte, las intensidades halladas en disolucion no se pueden comparar con
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las encontradas en los soportes solidos, pero es de destacar que no existen grandes
diferencias entre la fluorescencia emitida por las disoluciones acuo-metandlicas de los

distintos compuestos estudiados.
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Figurall.l.-

Espectros de emision de 40 ng de cada uno de |os derivados
del Indol sobre unafase estacionaria de papel Whatman-41,
alas8,.indicadasenlaTablall.l. (1) 5-Hidroxitriptéfano,
(2) Serotonina, (3) Triptofano y (4) acido Indol-3-Acetico.
Rendijas: 5 nm
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Espectros de emision de los derivados del Indol sobre una

fase estacionariade Celulosa, alas8,, . indicadasen laTabla
[1.1. (1) 500 ng de acido Indol-3-Acetico, (2) 60 ng de 5-
Hidroxitriptofano, (3) 60 ng de Triptofano y (4) 60 ng de
Serotonina.

Rendijas: 5 nm
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Figurall.3.- Espectros de emision de cada uno de los derivados del Indol
sobre una fase estacionaria de Gel de Silice, a las 8,
indicadas en la Tabla 11.1. (1) 400 ng de &cido Indol-3-
Acético, (2) 40 ng de Serotonina, (3) 40 ng de 5-
Hidroxitriptofano y (4) 40 ng de Triptéfano.

Rendijas: 5 nm
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Figurall.4.- Espectros de emision de 40 ng de cada uno de |os derivados
del Indol sobre una fase estacionaria P-81, a las 8,
indicadas en la Tabla I1.1. (1) 5-Hidroxitriptéfano, (2)
Triptofano, (3) Serotoninay (4) &cido Indol-3-Acético.

Rendijas: 5 nm
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Figurall.5.- Espectros de emision de 40 ng de cada uno de |os derivados
del Indol sobre una fase estacionaria DE-81, a las 8,
indicadasen laTablall.l1. (1) Triptofano, (2) Serotonina, (3)
5-Hidroxitriptéfano y (4) acido Indol-3-Acético.

Rendijas: 5 nm
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Figurall.6.- Espectros de emision de 40 ng de cada uno de |os derivados
del Indol sobre una fase estacionaria de C-18, a las 8,
indicadas en la Tabla I1.1. (1) 5-Hidroxitriptofano (2)
Serotonina, (3) Triptéfano y (4) acido Indol-3-Acético.

Rendijas: 5 nm
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Figurall.7.- Espectros de emision de disoluciones acuo-metandlicas
(60:40), a pH=2, de los derivados del Indol, a las 8,
indicadas en la Tabla 11.1. (1) 180 ppb de acido Indol-3-
Acético, (2) 198 ppb de Serotonina, (3) 198 ppb de
Triptofano y (4) 180 ppb de 5-Hidroxitriptéfano.

Rendijas: 5 nm




Tablall.l.- Caracteristicas espectrofluorimétricas de los derivados del Indol, en medio acuoso (22 ppm), y en
diferentes superficies solidas (40 ng). Rendijas 5 nm.

Serotonina Triptéfano Ac. Indol-3-Acético 5-Hidroxitriptéfano

Soporte 8o/ Bem I 8o/ Bem I 8o/ Bem If 8/ Bem If
Disolucion acuosa pH=2 276/337 134 270/350 171 275/359 175 274/336 118
Papel Whatman-41 277/337 392 278/346 334 278/361 20 278/337 464
Placa de Celulosa 276/347 10 278/350 21 280/358 15 278/337 41
Placa de Gel de Silice 278/336 46 278/338 15 275/348! 10 278/337 30
Papel P-81 278/336 210 279/344 210 278/364 8 277/338 264
Papel DE-81 278/336 212 279/344 252 279/335 23 277/337 172
Placade C-18 277/334 118 277/334 212 277/335 8 276/335 127

1 C,aa = 400 ng, Rendijas 10 nm.
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11.3.- SEPARACIONES CROMATOGRAFICAS.

Cuando las diferentes fases solidas empleadas para estudiar e comportamiento
fluorescente de los derivados del Indol, son utilizadas como fases estacionarias parala
separacion cromatogréfica de dichos compuestos, 10s mejores resultados, en cuanto a
eficacia y resolucion, se obtienen con Celulosa y Gel de Silice. Sin embargo, al
considerar la intensidad de la fluorescencia emitida por los derivados del Indol, se
observa que en la Ultima de | as fases estacionarias, se obtienen sensibilidadesinferiores

alas que se encuentran al emplear Celulosa, excepto en el caso de la Serotonina.

En atencion alo expuesto, fue seleccionada la Celulosa como fase estacionaria
para la separacion y cuantificacion de la Serotonina, &cido Indol-3-Acético, 5-

Hidroxitriptofano y Triptofano, por TLC.

En cuanto a la fase movil, se han propuesto diferentes sistemas para eluir
compuestos como |os estudiados en este trabgjo. Entre ellos, y teniendo en cuenta los
resultados obtenidos por otros autores [10, 172], se ha ensayado €l comportamiento de
los siguientes eluyentes:

1. Etanol (95%) - Amoniaco(25%) (6:1) (v:v)

2. n-Butanol - Acido Acético - Agua (12:5:2) (v:v:v)

3. Isopropanol - Amoniaco (25%) (4:1) (v:v)

4. Cloroformo - Metanol - Amoniaco(25%) (12:7:1) (v:v:v)

En la Tabla 11.2 se han agrupado los valores de R; obtenidos al eluir los
compuestos citados, utilizando Celulosa como fase estacionariay cada una de las fase

moviles relacionadas.

Como indice para establecer |a calidad de la separacion conseguida, entre
compuestos que el uyen de forma consecutiva, se hautilizado la Resolucion, definida por

la expresion:
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. 2(P, & P)
(W, % W,)

en las que P,y P, representan las distancias recorridas por los analitos, expresadas en
mm, medidas desde el punto de aplicacion, mientras que por W,y W, serepresentan |os
anchos de banda a media altura. En la Tabla 1.3 se encuentran |os resultados obtenidos
a medir los valores de R, para cada par de compuestos, eluidos sobre Celulosa,

utilizando las fase moviles antes mencionadas.

Los resultados obtenidos muestran que, para € conjunto de los analitos
considerados, las mejores resoluciones corresponden, en general, a la fase movil
Cloroformo:Metanol Amoniaco (12:7:1), excepto en el caso del par Triptéfano / 5-
Hidroxitriptofano, aunque el valor correspondiente a mismo es suficientemente el evado.
Asimismo, los valores de R; obtenidos al emplear dicha fase movil, resultan
especia mente adecuados con fines analiticos. La Figura 1.8 muestra un cromatograma

representativo.

Tablall.2.- Vaores de R; de los derivados del Indol para los distintos sistemas de
elucion indicados. Fase estacionaria: Celulosa.

Vaoresde R,
Eluyente
5-Hidroxitript6fano ~ Tript6fano &c. Indol-3-Acético  Serotonina
1 0.05 0.51 0.68 0.95
2 0.03 0.39 0.65 0.90
3 0.03 0.29 0.40 0.66
4 0.015 0.19 0.37 0.85

Tablall.3.- Resoluciones obtenidos para los derivados inddlicos, utilizando los
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distintos sistemas de elucion empleados. Fase estacionaria: Celulosa.

Vaoresde R,
Fluyente S-Hidroxitriptofano- Triptofano-ic. Indol-3- 414613 Acético-Serotonina
Triptéfano Acético
1 3.33 1.10 1.44
2 1.75 1.33 117
3 2.00 0.60 1.10
4 1.85 1.50 2.30

A modo de resumen, en laTablall.4 se recogen las propiedades cromatograficas
maés significativas de los derivados del Indol investigados, sobre una fase estacionaria
de Celulosay con el sistema de elucion seleccionado. Para estudiar 1a reproducibilidad
de los valores de R; se redlizaron siete cromatogramas en las mismas condiciones
experimental es. L osval oresencontrados, asi como sus desviaciones estandar, serecogen
enlaTablall.4. Como puede observarse, aparte delosvaloresdeR; y R, yacomentados,
las incertidumbres halladas paralos valores de R;, para un nivel de confianza del 95%,

afectan como maximo en +£0.03 mm.
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Figurall.8.- Cromatograma de una mezcla de 100 ng de cada uno de los
derivadosdel Indal. (1) 5-Hidroxitriptéfano, (2) Triptéfano,
(3) &cidoIndol-3-Acéticoy (4) Serotonina. Faseestacionaria:
Celulosa. Elucion con  Cloroformo:Metanol:Amoniaco
(12:7:1). 8,280 nm, 8,,= 347 nm Rendijas:5 nm
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Tablall.4.- Caracteristicas cromatogréficas de los derivados del indol,
usando como fase estacionaria Celulosay, como fase movil
Cloroformo-Metanol-Amoniaco (12:7:1).

Compuesto Rf £ 1 C.V. (%) Rs
5-Hidroxitriptéfano 0.015+ 7-10* 5.52

1.85
Triptéfano 0.193 + 0.015 9.53 15
Ac Indol-3-Acético 0.370 £ 0.028 8.16 ’3
Serotonina 0.846 + 0.013 1.90

I1.4- RELACION SENAL/RUIDO.

Entrelosaspectos negativosasociadosalautilizacion demedidasdefluorescencia
sobre soportes solidos para realizar determinaciones analiticas, se encuentra el que las
sefial es puedan verse fuertemente condicionadas por lasefial defondo, asi como lafalta

de reproducibilidad que puede afectar alas medidas.

Laradiacion quellegaal detector, estaformadapor lasumadelasintensidadesde
fluorescencia debidas ala emision del propio soportey de los analitos a determinar. En
consecuencia, la deteccion se halla limitada por la magnitud de la sefial de interés
analitico y por el ruido de fondo. Dicha sefia de fondo es normalmente incrementada
por la gran cantidad de radiacion dispersada. Ademas, el uso de una fibra Optica para
transportar la radiacion, permite que cierta cantidad de luz proveniente del entorno se
sume a la intensidad de fluorescencia emitida por el analito, aumentando la sefia de

fondo.

Para evaluar larelacion sefia/ruido para cada uno de los compuestos estudiados,
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una vez eluida la mezcla sobre el soporte, se ha hecho uso de la siguiente expresion
[173]:

E
SN * >

2 2
(Fs % F)Y?

enlaque E, eslaseial analiticaobtenidaal restar |a sefial correspondientea blanco de
lasefial total paracada sustancia, mientrasqueF.y F,, son lasdesviaciones estandar de
la sefial analiticay del blanco, respectivamente.

Contal finalidad, se han realizado al menos siete cromatogramas de disoluciones
de cada uno de los analitos, conteniendo 40 ng de los mismos, eluidos con lafase movil
seleccionada. Las intensidades de fluorescencia obtenidas, a las longitudes de onda de
excitacion y emision maximas, asi como las correspondientes a los respectivos blancos

serecogen enlaTablall.5.

Los valores de la relacion sefial/ruido, tal como se muestran en la Tabla |1.6,

oscilan entre 5.2 y 10.2, correspondiendo la maxima relacion a la Serotonina.




Tablall.5.- Intensidades de fluorescenciade los derivados del Indol sobre un soporte de Celulosa. Fase movil: Cloroformo: Metanol:
Amoniaco (12:7:1). C,,i.: 40 ng. Rendijas: 5 nm.
NUmero de Experiencia/ I
COMPUESTO
1 2 3 4 5 6 7 8

5-Hidroxitript6fano ~ 83.17(56.39) 8244 (50.33)  79.49(50.33) 79.73(50.33) 83.79(50.33) 8354 (47.00) 79.29(50.33)  77.29 (50.33)
AcIndol-3-Acético  7214(46.98) 7258(46.98) 67.6(46.98)  717(46.98)  685(46.98) 69.93(46.98) 73.28(40.33)  72.36(50.33)
Tript6fano 65.27 (47.90)  68.42 (50.60) 68.19(50.22) 67.14(50.42) 60.26 (51.80) 69.45(51.95) 65.97 (51.51)  65.97 (50.20)
Serotonina 65.91 (47.90)  66.70 (4850) 67.80(52.83) 64.65(44.90) 6591 (47.00) 65.93(46.83) 67.11(49.90) 65.13 (48.37)

* Entre paréntesis se indican las intensidades de fluorescencia correspondientes a los blancos.
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Tablall.6.- Relacion sefia/ruido para la deteccion de 40 ng de cada uno de
los derivados inddlicos. Rendijas. 5 nm. Fase estacionaria:
Celulosa. Fase movil: Cloroformo: Metanol: Amoniaco (12:7:1).

Sefidl es medidas Desviaciones estandar Relacidn
Compuesto SN
E, E, S S
Serotonina 50.33 30.76 243 1.78 10.2
Triptéfano 50.99 15.61 2.89 0.72 5.2
Ac Indol-3-Acético 47.82 23.19 2.08 1.55 8.9
5-Hidroxitriptéfano 48.37 18.06 1.09 2.37 6.8

11.5.- CARACTERISTICASANALITICAS.

Con objeto de establecer |a viabilidad de la determinacion de los derivados
inddlicos cons derados, mediante Cromatografiaen Capa Finacon deteccion fluorescente,

se han realizado un conjunto de experiencias que se comentan a continuacion.

En primer lugar, se han registrado las respectivas curvas analiticas utilizando
disoluciones de cadauno delos derivados con concentracionesinferioresa 100 ng. Para
ello se depositaron en placas de celul osa desactivada, diferentes concentraciones de una
mezclade los cuatro analitosy se eluyeron con Cloroformo:Metanol:Amoniaco (12:7:1)
(v:v:v). A lasefial obtenida paracadamancha, registradacomo alturade pico, seleresto
lasefial correspondiente al soportey se representaron las intensidades de fluorescencia
obtenidas frente ala cantidad de derivado inyectado. L os resultados muestran que existe

unarelacion lineal entre ambos parametros.

El gjuste por minimos cuadrados de la recta correspondiente y e tratamiento
estadistico de los datos conduce a los resultados mostrados en la Tabla I1.7. Los
coeficientes de correlacion encontrados en todos |os casos son superiores a 0.997 vy el
analisis de varianza nos permite afirmar que, en todos |os casos, mas de un 99.5% delos

datos pueden ser explicados por e método propuesto, con un nivel de confianzadel 95%.

El estudio de precision y exactitud de las medidas, segin e método propuesto,
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se realizO con una serie de siete muestras que contenian 40 ng de cada uno de los
derivados inddlicos. Los parametros obtenidos a realizar la evaluacion estadistica se
muestran en la Tablall.8.

L os coeficientes de variaci On observados son rel ativamente pequefios, excepto en
el caso del Triptéfano y su derivado, € 5-Hidroxitriptofano, cuyos valores muestran

mayor dispersion.

Tomando un nivel de confianzadel 95% y 8 grados de libertad parala Serotonina
y el Triptéfano, y 7 para el acido Indol-3-Acético y el 5-Hidroxitriptofano, los valores
paralat de Student indican, que el método propuesto para la determinacion de los

derivados inddlicos, es correcto y suficientemente preciso.

Asimismo, se han determinado |os limites de deteccion del método, de acuerdo
con la expresion propuesta por la lTUPAC [174]. Como se muestra en la Tabla 11.9,
dichosvalores oscilan entre 16.39 ng parael 5-Hidroxitriptéfanoy 22.50 ng parael &cido
Indol-3-Acetico.

Los limites de deteccion son superiores a los encontrados en la bibliografia para
la determinacion de estos compuestos por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
[175]. Sin embargo, los limites de deteccion del acido Indol-3-Acético descritos parala
cuantificacion por TLC usando OPA como agente derivatizante, son del orden de dos

veces superiores a |os obtenidos por el método que aqui se propone [176].

Para estudiar la aplicabilidad del método, se han preparado muestras sintéticas a
las que se han afadido mezclas que contenian 40 y 80 ng de cada uno de los cuatro
derivados inddlicos, y se han hallado los porcentgjes de recuperacion para cada uno de
estos compuestos. Paralas dos cantidades estudiadas, |os val ores obtenidos se muestran
enlaTablall.9 y oscilan entreel 87y 119 %.




Tablall.7.- Parametros analiticos de las rectas de calibracion.

Serotonina Triptofano Ac. Indol-3-Acél
Analisis de Regresion
Ordenada en el Origen

Vaor estimado 49.73 51.78 44.40

Desviacion estandar 0.276 0.742 0.793
Pendiente

Vaor estimado 0.255 0.424 0411

Desviacion estandar 0.006 0.015 0.016
Coeficiente de Correlacion 0.999 0.998 0.998
Error de laEstima 0.356 0.957 1.024
Andlisisde Varianza

F 2054 784 643

100-R? 99.8 99.6 99.5
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Tablall. 8. Parametros estadisticos representativos de los métodos analiticos.
Muestras con 40 ng para cada uno de los analitos.

Compuestos analizados

Perametros Serotonina Triptofan A%ngggs' 5-Hidroxitript6fano

0] 39.22 40.76 40.88 38.38

S 1.15 2.86 2.14 2.42

S. 0.38 0.95 0.76 0.86
CV 291 6.96 5.23 6.35
E(%) 241 5.27 4.40 5.30
tao 2.306 2.306 2.365 2.365

L 0.676 0.266 0.411 0.668
e 2.028 0.797 1.163 1.883
LD(ng) 19.56 19.32 22.50 16.39

Tablall.9.- Recuperacion delosderivados del Indol en muestras sintéticas.

Cantidades de derivado (ng)
Compuesto R(%)
Anadida Hallada
Serotonina 40 42.17 105.40
80 75.12 106.10
Triptéfano 40 41.42 103.55
80 78.18 97.72
Ac. Indol-3-Acético 40 47.87 119.67
80 88.75 110.94
5-Hidroxitriptéfano 40 40.50 101.25

80 69.80 87.25
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11.6.- DETERMINACIONDE LOSCOMPUESTOSINDOLICOSEN SUERO DE
RATA.

El método analitico puesto a punto, ha sido aplicado a la determinacion de los
derivados inddlicos en muestras de suero de rata. Después de someter las muestras a
tratamiento previo indicado en la Parte Experimental [177], & suero fue enriquecido por
laadicion de disoluciones que contenian diferentes cantidades de cada uno de los cuatro
analitos. En la TablaI1.10 se recogen |los porcentajes de recuperacion obtenidos. Los
valores hallados, que varian entre el 94.30 y 107.21%, pueden considerarse aceptables.
LaFiguraIl.9 muestra un cromatograma representativo.

L aSerotoninano hapodido determinarse conjuntamente conlosotrosindoles. Sin
embargo, se han cal culado recuperaciones para este compuesto en una muestra de suero
ala que sblo se ha afadido Serotonina. Como puede observarse en la Tabla 11.10 los

valores son comparables a los determinados para |os demas indoles.

El método descrito permite la determinacion conjunta de |os derivados inddlicos

en estudio, excepto la Serotonina, que solo puede determinarse individualmente.
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Tablall.10.- Recuperaciones delos derivadosinddlicos en muestras de suero derata.

Cantidades (ng)
Compuesto R(%)
Afiadidas Halladas

Serotonina 50 48.50 97.20
100 107.2 107.21

Triptofano 40 39.60 99.00

80 78.79 98.49
Ac. Indol-3-Acético 40 42.31 105.78
80 75.44 94.30

5-Hidroxitriptéfano 40 38.44 96.10

80 78.44 98.05
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Figurall.9.- Cromatograma de unamuestrade suero enriguecidacon 50
ng de derivados indolicos. (1) 5-Hidroxitriptéfano, (2)
Triptéfano vy (3) acido Indol-3-Acético. Fase estacionaria
Celulosa. Elucion con  Cloroformo:Metanol:Amoniaco
(12:7:1) (v:viv). 8,.=280nm, 8,,=347 nm Rendijas:5 nm
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111.1.- INTRODUCCION.

Mas que | as aplicaciones espectroscopicas, han sido otras aplicaciones préacticas
las que han contribuido apopularizar el empleo delaradiacion por microondas. EI campo
en que este tipo de radiacion ha conocido un mayor desarrollo hasido, sin lugar adudas,

su empleo en operaciones de secado y calentamiento.

Cuando laradiacion de microondas atraviesaunamuestra, su energiaesabsorbida
por la muestra con una velocidad que depende de su factor de disipacion. El factor de
disipacion (tag *) es el cociente entre el factor de pérdida dieléctricade lamuestra (, )

y su constante dieléctrica (, ), por lo que

siendo la constante diel éctrica unamedida de |a capacidad de |a muestra para obstruir €
paso de las microondas, mientras que €l factor de pérdida representa una medida de su

capacidad para disipar dicha energia.

La disipacion de la energia de las microondas en una muestra, condiciona su
penetracion. Este aspecto depende también de la frecuencia de la radiacion, de manera
gue lapenetracion es proporciona alainversadelaraiz cuadradadelafrecuenciadelas

ondas.

La disipacion de energia en una muestra es la causa de su calentamiento y
basi camente se produce por dos mecanismos, conduccion ionicay rotacion dipolar que,

en lamayoria de los casos, tienen lugar conjuntamente.

Laconduccionionicaserefiere alamigracion delosiones disueltos en el campo
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electromagnético aplicado, y supone una disipacion de energia, en forma de calor,

correspondiente a un valor dei-R?, debido alaresistencia a flujo de losiones.

La conduccion ionica depende de la naturalezay movilidad delosionesy de su
concentracion en ladisolucion. Ademas, |adisipacion de laradiacion de microondas por
este mecanismo aumenta con la temperatura, por 1o que, en la etapa fina de
calentamiento de muestras en disolucién, este es el mecanismo que controlalos procesos
de digestion.

Es bien sabido que son las moléculas polares |as que mejor absorben laradiacion
de microondas. Un estudio de la regresion entre el )T que experimentan pequefios
volumenes de diferentes disolventes, en un horno de microondas, y su constante
dieléctrica, harevelado la existencia de un coeficiente de correlacion lineal de 0.92, por
lo que la constante di el éctrica de un disol vente puede considerarse un buen estimador de

su capacidad para absorber |aradiacion de microondas.

El otro mecanismo que provoca el calentamiento de las muestras en horno de
microondas eslarotacion dipolar. Este proceso se debe al alineamiento, debido al campo
eléctrico creado, de las moléculas que poseen un momento dipolar permanente o

inducido.

Al aplicar la radiacion de microondas a una muestra que contiene moléculas
dipolares, estastienden aorientarse en el campo electromagneético creado, provocandose
unaorganizacion del sistema pero, a aumentar latemperatura se desordena, regresando
aladgituacioninicial, con laconsiguiente liberacion de energiatérmica. El calentamiento
asi producido no se transmite desde una fuente externa hasta la muestra, sino que se

generaen ellamisma.

La eficacia del mecanismo de rotacion dipolar, en cuanto a calentamiento de las
muestras, depende de las caracteristicas de las moléculas que lasintegran, en especial de
su tiempo de relgjacion dieléctrica que, a su vez, depende de la temperatura y la

viscosidad.
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Hasta ahora, sblo hemos hablado del efecto de la frecuencia de las microondas
sobre el calentamiento de las muestras. Ademas, es necesario afiadir que, para una
frecuenciadada, el calentamiento de las muestras aumentacon lapotenciaaplicaday con

el tiempo de irradiacion, y decrece con lamasa[178-179].

De todo o anteriormente expuesto sobre &l fundamento de la interaccion de la
radiacion de microondas con la materia, se desprende que |os sistemas quimicos en los
gue el horno de microondas puede aportar ventajas sustanciales, viene descrito por los
siguientes aspectos:

- Naturaleza polar de las muestras o del medio de reaccion.

- Procesos que requieran un calentamiento.

- Procesos en los que los productos de reaccion no se descompongan con el

aumento de temperatura, 10 que podria provocar su degradacion por falta de un

control estricto de las condiciones de reaccion o digestion. Esto, sin embargo, no

afecta a aguellos componentes que pueden desprenderse en forma gaseosa a

temperaturas comprendidas entre 100 y 200 °C, pues podrian retenerse en €

sistema de reaccion, utilizando un reactor hermético a presion.

En los dltimos afios, ha despertado un gran interés la utilizacién de microondas en
Quimica Analitica [180]. A continuacion se incluyen algunas de las aplicaciones mas

relevantes.

Digestion en microondas para analisis elemental.

La mineralizacion de muestras asistida por microondas, para analisis elemental,
ha Ilegado a establecerse como una técnica rutinaria y bien desarrollada. Desde |os
primeros experimentos |levados a cabo por Samra, en 1975 [181], se hainvestigado la
aplicacion de la energia de microondas para la digestion écida de una gran variedad de
matrices: biol 6gicas, geol gicas, metdli cas, medioambiental es, etc, [ 180, 182-183] , antes
deladeterminacién detodaclase de elementospor Espectrometriade Absorcion Atomica
[184-186] o ICP [187-192]. Todos los autores destacan la mayor velocidad de la
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digestion asistida por microondas, asi como el aumento en la precision, especialmente

cuando se utilizan recipientes de mineralizacion cerrados.

Extraccion asistida por microondas.

Laextraccion asistida por microondas de analitos organicos en diferentestipos de
matrices, ha sido ampliamente investigada recientemente. Algunas de sus ventgjas se
resumen a continuacion:

-Requiere mucho menor volumen de disolvente organico. Puede ser
alrededor de un 10% del necesario para la extraccion Soxhlet o por
ultrasonidos;

-Reduce € tiempo de extraccion, y

-Es posible la extraccion simultanea de multiples muestras.

Asi, laextraccion asistidapor microondas, hasido propuestacomo unaalternativa
a la extraccion Soxhlet, al empleo de ultrasonidos y a la extraccion de fluidos
supercriticos, paralaextracci on de compuestos organi coscomo hidrocarburosaromaticos
policiclicos, pesticidas, fenoles, PCBs, etc, contenidos en diferentes matrices solidas
[193-199].

Pueden citarse otrasaplicacionesdelautilizacionesdelaradiacion de microondas
en Quimica Analitica. Entre ellas pueden citarse la preconcentracion, la desorcion de

solidosy la aceleracion de reacciones. A esta Ultima dedicaremos el siguiente apartado.

Reacciones en hornos de microondas.

Las mismas ventajas que se obtienen en la disolucion de muestras con el empleo
de microondas, podrian obtenerse en otros procesos que vinieran gobernados por una
etapa térmica, siempre y cuando tuvieran lugar en un medio lo suficientemente polar
como para absorber la radiacion de microondas por alguno de los dos mecanismos

basicos:. larotacion dipolar y laconduccion ionica. En consecuencia, cualquier reaccion
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entre dos compuestos que de lugar a un determinado producto, podria acelerarse y
mejorar su rendimiento, siemprey cuando el producto de reaccion seaestable frenteala
radiacion de microondas y |os compuestos reactivos absorbieran lamismacon unacierta

eficacia.

Hasta 1986 no se habia propuesto el empleo de los hornos de microondas para
acelerar reacciones en € laboratorio [200-201]. Sin embargo, la posibilidad de
automatizacion y dellevar acabo numerosas reaccionesalavez, enlamismacavidad de
microondas, hahecho que el nimero de reacciones organi cas acel eradas por radiacion de
microondas haya aumentado, fundamentalmente en lo que a sintesis organica se refiere
[202]. En la Tabla Il1.1 se recogen algunos eemplos representativos, en los que se

observan aumentos de velocidad de reaccion de hasta 1240 veces.

Desde  punto devistaanalitico, son relativamente escasos|ostrabajosenlosque
sedescribe el empleo deloshornos de microondas paraacel erar reaccionesorganicas. En
tal sentido, destaca la hidrdlisis del Paracetamol [203], del Formetanato [204] y de
benzodiacepinas a benzofenonas [205], asi como la saponificacion de lavitamina A a
Retinol [206].

En este Capitulo seincluye el estudio de la dansilacion de diferentes poliaminas,
haciendo uso de la radiacion de microondas para acelerar la reaccion, asi como la
separacion delosderivados dansilados haciendo uso delaCromatografiaLiquidade Alta

Resolucion.




Tablalll.1.- Comparacion de tiempos de reaccion y rendimientos parareacciones

representativas, usando procedimiento clasico o laradiacion por microondas.

Tiempo de reaccion

Rendimiento (%)

Compuesto sintetizado

Clasico Microondas Clésico Microondas
Hidrdlisis de Benzamida a &cido Benzoico 1h 10 min 90 99
Oxidacion de Tolueno a &cido Benzoico 25 min 5min 40 40
Esterificacion de acido Benzoico 8h 5min 74 76
Reaccion S2 de 4-cianofenoxido con Cloruro de Benzilo 12 h 35 65 65
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I11.2.- DANSILACION DE POLIAMINAS ASISTIDA POR MICROONDAS.

Ladansilacion convencional de poliaminas esta basada en lareaccion directacon
Cloruro de Dansilo, en presencia de una alta concentracion de Bicarbonato, segun la
reaccion que aparecedescritaenlaFiguralll.l. Lostiemposrequeridos parallevar acabo
ladansilacion oscilan, entre 12 horas atemperaturaambientey 60 minutosa37-45°C. En
laTablalll.2 se han recogido los diferentestiemposy temperaturas utilizadas parallevar

a cabo ladansilacion de distintas poliaminas en diferentes tipos de muestras.

N(CHg)> N(CHg)2
ak
OO +  HN . . OO +  HC
Ro ,R1
SOCI SO,— N
\R,

Figuralll.l.- Reaccion del Cloruro de Dansilo con aminas.

Como acabamos de comentar, muchas reacciones organicas son aceleradas

drasticamente cuando se someten alaradiacion de microondas.

Conlamismafinalidad, se estudiaacontinuacion lainfluenciade dicharadiacion
en algunos aspectos relacionados con los procesos implicados en la reaccion de

dansilacion, con especial énfasis en la potencia empleaday €l tiempo de reaccion.

Paraestabl ecer |aeficaciadelareaccion, secomparan | osresultados obtenidoscon
la utilizacion de la radiacion de microondas, con los correspondientes a la dansilacion
efectuada por un método convencional contrastado. En ambos casos, la cuantificacion de
las poliaminas dansiladas se realiza por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion,

siguiendo e procedimiento descrito en el apartado I11.4 de este Capitulo.




Tablalll.2.- Tiemposy temperaturas empleadas parala dansilacion de poliaminas.

Poliaminas Tipo de muestra T (°C) t(min) Ref.
Triptamina, Putrescina, Cadaverina, Histamina, Tiramina, Espermidina Vino 45 60 82
Triptamina, Putrescina, Cadaverina, Histamina, Tiramina, Espermidina Queso, Atdn 37 60 190
Putrescina, Cadaverina, Histamina, Espermidina Salmén, Ostras, Gambas  TA* >600 84
Putrescina, Cadaverina, Histamina, Tiramina, Espermidina, Espermina Queso 39-40 60 83
Putrescina, Cadaverina, Histamina, Espermidina, Espermina Atln TA* >600 86
Histamina, Tiramina, Putrescina Mosto, Vino 40 30 191
Putrescina, Cadaverina, Histamina Comidas proteicas 60 60 192
Putrescina, Cadaverina, Espermidina, Espermina Tejidos de plantas 60 60 96
Putrescina, Cadaverina, Tiramina, Espermidina, Espermina - TA* >900 193
Histamina Suero de rata 45 35 194
Putrescina, Cadaverina, Tiramina, Espermidina, Espermina, Histamina Tejidos de plantas TA* 900 97
Tiramina, Putrescina, Cadaverina, Histamina, Tiramina, Espermidina Aceituna 35 120 102
Triptamina, Putrescina, Cadaverina, Histamina, Tiramina, Espermidina Sardina TA* >600 184

* TA: Temperatura ambiente.
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[11.2.1.- Influencia de las variables experimentales.

Ademas de la eleccion del disolvente, los parametros que controlan la velocidad
de calentamiento en un horno de microondas son: |a potencia aplicada, la cantidad de
muestray el volumen del reactor. V ariables que tendran que optimizarse paraobtener |os

maximos rendimientos de reaccion en el menor tiempo posible.

La potencia aplicada modifica drasticamente la temperatura y la presion que
alcanzan los disolventes en |os reactores. Debido ala eficaciaen el calentamiento dela
mezcla de reaccion, a aumentar la potencia se obtiene, en la mayoria de los casos, una

aceleracion de las reacciones.

Con objeto de comparar |os resultados obtenidos por el método propuesto, conlos
obtenidos llevando a cabo una dansilacion convencional, se mantuvieron constantes en
todas las experiencias e volumen del reactor, la cantidad y naturaleza de las muestras.
De aqui, que las variables a considerar en |os estudios que se comentan a continuacion
son: lapotencia de laradiacion aplicada, lapresion en el interior del reactor y el tiempo

de reaccion.

Lapresion y latemperatura que se alcanzan en €l interior de |os reactores, estén
intimamente rel acionadas con |as variables potenciay tiempo. Con el equipo utilizado es
posible aplicar una potencia maxima de 630 W, y permite establecer larelacion entre
lapresion en el interior del reactor y el tiempo necesario paraconseguirla, acadapotencia
seleccionada, asi como la maxima presion que queremos alcanzar, dentro del limite de
250 psi impuesto por |os recipientes de reaccion y las membranas de seguridad. En la
Figuralll.2, serepresenta, para una presion maximade 200 psi, la presion alcanzada en
el interior del reactor, en funcién del tiempo, para distintas potencias. A partir de la
misma se deduce, que cuanto mayor es la potencia empleada, mayor eslapresion que se
alcanza en €l interior del reactor en un tiempo determinado. Asimismo, se observa que
el tiempo necesario para alcanzar una presion, varia considerablemente con la potencia

suministrada por el equipo de microondas.
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Losresultados agrupados en laFiguralll.3, muestran ladependenciadelapresion
en € interior de los reactores con el tiempo, para una potencia de microondas constante

(40%), y presiones maximas de 50 psi y 100 psi.

250
3
200 .
. 2
g 150 -
c A
o A
8 100 - 1
D‘ A
50 ~
0 T T |
Figura 0 > 10 15 20 1.2
Varia Tiempo (min) cién
de la presio

n con el tiempo adiferentes niveles de potencia, para una presion maximade 200 psi. (1)
20%, (2) 40% y (3) 60% de potencia.
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Figuralll.3.- Variacion de la presion con € tiempo, parapresiones
maximas de 50y 100 psi. Potencia aplicada= 40% (252 W).

Debido alaeficaciaen el calentamiento de la mezcla de reaccion, al aumentar la
potencia se obtiene, en la mayoria de los casos, una aceleracion de las reacciones. Los
estudios Ilevados a cabo con diferentes poliaminas muestran, que la eficacia de la
dansilacion aumenta a medida que aumentala potenciaaplicada. Sin embargo, atiempos
de reaccion iguales 0 mayores de 5 min y para potencias elevadas, superiores a 60%,
deben producirse procesos secundarios que afectan a la estabilidad de los derivados
dansiladosy, en consecuencia, se reducen |os porcentajes de recuperacion. En laFigura
[11.4, se muestran los resultados obtenidos para la dansilacion de la Putrescina a
potencias del 20%, 40% y 60%, correspondientesa 126 W, 252 W'y 378 W, fijando una

presion maximade 13,6 bar (200 psi).
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Figura [1.4.-

Efecto
delapotenciadelaradiacion en laeficaciadeladansilacion dela Putrescina (70 pg/ml).
(1) 20%, (2) 40% Yy (3) 60%. Prsima = 200 psi

Se ha comprobado que para potencias del 40%, la dansilacion de las poliaminas
tienen lugar con atos rendimientos, y en tiempo relativamente cortos, cuando la presion
maxima es alrededor de 50 psi. El uso de presiones menores conduce a tiempos de
dansilacion muy largos, mientras que presiones mayores proporcionan baas
recuperaciones, posiblemente por degradacion de los derivados dansilados a las
temperaturas alcanzadas en € interior de los reactores, como se comento anteriormente.
EnlaTablalll.3 se muestran los resultados encontrados para presiones maximas de 100
y 50 psi, asi como las presiones alcanzadas en el interior de los reactores a distintos
tiempos y las recuperaciones para los tiempos indicados. L os resultados confirman las

pequeias recuperaciones que se obtienen a presiones elevadas. Sin embargo, para
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presiones maximas de 50 psi y después de 4 minutos, tiempo requerido para alcanzar

dichapresion, larecuperacion esdel 100%.

Tablalll.3.- Eficacia de la dansilacion de Putrescina para distintas

presiones y tiempos. Potencia aplicada 40% (252 W).

Presiones (psi) Tiempo (min)  Recuperacion (%)
méxima  alcanzada
100 100 12 25
100 100 8 25
100 80 4 80
50 50 4 100

Con objeto de comprobar como variala eficacia de la dansilacion con €l tiempo,
para una presion maxima de 50 psi, y una potencia aplicada del 40%, se determinaron
recuperaciones de cada una de las poliaminas para distintos tiempos de reaccion. En la
Figuralll.5 se representan las variaciones de presion en €l interior del reactor, asi como
las recuperaciones en funcion del tiempo, para la Putrescina. En la Tablalll.4 se han

agrupado las recuperaciones obtenidas, en funcion del tiempo de reaccion.

LaFiguralll.5 muestra que son necesarios arededor de 2 minutos para a canzar
unapresion de 50 psi con una potenciadel 40%. En lamisma Figura se muestraque bajo
tales condiciones, la eficacia alcanzada en la dansilacion de la Putrescina es
aproximadamente del 90%. Para incrementar este porcentgje, podemos aumentar la
potenciay/olapresion, con el consiguienteriesgo de degradacion del producto dansilado.
En tal situacion, nosotros hemos optado por aumentar el tiempo de reaccion, después de
alcanzar lapresion de 50 psi en € interior del reactor. Asi, con tiempos adicionales de 2

a3 minutos, unavez alcanzadala presion maxima, se obtienen resultados comparables
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alos que se alcanzan atemperatura ambiente con tiempos de reaccion de 12 horas.

Tablalll.4.- Efecto del tiempo en la eficacia dela
dansilacion de Putrescina (70 pg/ml), parauna
potencia aplicada del 40% (252W) y una

presion maxima de 50 psi.

Tiempo (min) % Recuperacion
15 74.48
82.50
89.08
96.86
100.93
100.46

o 01~ WD

Se han llevado a cabo experiencias con otras potencias, manteniendo la presion
maxima en el interior del reactor a un valor de 50 psi. La Tabla I11.5 muestra las
recuperaciones obtenidas a mantener lairradiacion durante 1 y 3 minutos adicionales,
después de alcanzar la presion maximade 50 psi en €l interior del reactor. Se observa
gue, paralas potencias estudiadas, dichos tiempos permiten dansilaciones cuantitativas.
Los tiempos totales necesarios oscilan entre 10.5 y 4 minutos, para potencias
comprendidas entre el 20y & 60% (126 Wy 378 W).

Con objeto de intentar establecer alternativas experimentales, se han realizado
experiencias en las que se fija la presion maxima a 50 psi y se aplican diferentes
potencias. Lasvariacionesdelaspresionesen el interior del reactor, adiferentestiempos,

se han agrupado en la Figura 111.6. Puede observarse que a disminuir la potencia, se
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alargan considerablemente |os tiempos necesarios para alcanzar 10os 50 psi, o no llega a

conseguirse la presion maxima, como sucede a aplicar una potencia del 10%.

60 110
1 + 105
50 -
+ 100
. 40 - 195 &
g - 90 ?5
S 30- @
T +8 &
S g
20 T80 &
+75
10 -
+ 70
O T T T T T T T T 65
0O 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Tiempo (min)
F
iguralll.5.- (1) Variacion de lapresion en € interior del reactor con el
tiempo de reaccion. (2) Efecto del tiempo de digestion en la
eficacia de la dansilacion. Presion méxima 50psi, Potencia
aplicada del 40% (252W), C,ina = 70 pg/ml.
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Figuralll.6.- Dansilacion de la Putrescinapara distintas potencias.
Variacion de lapresion en €l interior del reactor con
el tiempo de reaccion, manteniendo la presion
maxima a 50 psi. Potencias: (1) 10%, (2) 20%, (3)
30%, (4) 40% vy (5) 60%.

Con objeto de comprobar que la eficacia de la dansilacion era independiente de
la cantidad de amina en el medio de reaccion, se llevaron a cabo dansilaciones en
disoluciones que contenian 18 y 36 ng de cada una de las poliaminas estudiadas:
Putrescina, Cadaverina, Espermidinay Espermina. Las recuperacionesobtenidasoscilan
entre 95.55% y 101.78%.

Asi mismo, |as dansilaciones de muestras que contienen | as cuatro poliaminas en
diferentes proporciones, muestran buenas recuperaciones. L os resultados encontrados se

resumen enlas TablasIl1.6 y 111.7.
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Tablalll.5.- Eficaciade ladansilacion de la Putrescina (70 pg/ml) para

diferentes potencias aplicadas y tiempos de reaccion.

Potencia Tiempos (min) Recuperacion
(%) t o (%)
20 1 8.5 99.06
3 10.5 97.78
30 1 4.5 95.62
3 6.5 98.72
60 1 97.84
3 4 101.94

Tablalll.6. Recuperaciones de poliaminas despuésdela

dansilacion asistida por microondas, seguin el método

propuesto.
o Amina afiadida (pg/ml)
Poliaminas
18 36
Putrescina 101 96
Cadaverina 99 96
Espermidina 98 100

Espermina 102 100
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Tablalll.7.- Recuperacionesdepoliaminasen muestras con
diferentes proporciones de las mismas,
después de su dansilacion asistida por
microondas. Las muestras contienen 12.5 6 50

ng de cada una de | as poliaminas.

Putrescina:Cadaverina: Recuperaciones (%)
EspermidinaEspermina

Putrescina Cadaverina Espermidina  Espermina

4:4:4:1 97 99 92 99
4:4:1:4 99 100 88 88
4:1:4:4 95 98 88 88
1:4:4:4 108 90 88 88

Unade las ventgjas de llevar a cabo lareaccion bgjo laaccion de laradiacion de
microondas, es la posibilidad de efectuar varias dansilaciones a mismo tiempo.
Manteniendo las condiciones experimentales antes establecidas. 40% de potencia
aplicaday 50 psi de presion maxima, se haprocedido adansilar varias muestrasdeforma
simultanea. En este caso, €l tiempo de reaccion debe ser prolongado 10 minutos con 6
reactores y hasta 25 minutos con 10 reactores. Para acortar estos tiempos, puede
recurrirse a empleo de potencias mayores, |o cual permite alcanzar la presion maxima

en menor tiempo.

LaFiguralll.7 muestralavariacion delapresion en el interior delosreactores, en

funcion del tiempo, cuando se utilizan conjuntamente 2, 6 0 10 reactores.
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Figuralll.7.- Variacion de la presion en €l interior de los reactores, en
funcion del tiempo de reaccion, cuando se emplean varios

reactores. (1) 2 reactores; (2) 6 reactoresy (3) 10 reactores.

[11.2.2.- Calidad delosresultados.

Ademas de comprobar la eficacia del proceso de dansilacion de poliaminas,
haciendo uso de radiaciones de microondas, hemos querido establecer lafiabilidad delos
resultados obtenidos. Para ello, se han comparado |os resultados halllados, en cuanto a
precision y exactitud, con e método propuesto y con el empleado por diversos autores,

basado en la reaccion a temperatura ambiente durante 12 horas.
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Con tal finalidad, se han dansilado 6 muestras, conteniendo 50 ng de cada una de
las poliaminas, empleando ambos métodos. L os resultados obtenidos se han agrupado en
laTablalll.8.

Laaplicacion delapruebaF (F= S,%/S,?), paraun nivel de significacion del 5%, nos
indicaque no hay diferencias significativas entrelasvarianzas delosdos métodos, puesto
gue Feycuam (1.22) €s menor que Fip .00 (5.820), para 6 grados de libertad y una prueba

de dos colas.

Puesto que los métodos presentan desviaciones estdndar que no son
significativamente diferentes, se puede cal cular una estimaci on deladesviacion estandar

conjunta a partir de las desviaciones estandar individual es, utilizandose la ecuacion:

g2 (n&1) ¥ % (n&1) S
(n,%n.&2)

El t..ua0 VENdradado por:
(X,8X,)
S /(In%1/n,)

dondet tiene (n,+n,-2) grados de libertad.

Por otraparte, el valor det ., ( 0.17), paraunadesviacion estandar conjunta de
2.00, esmenor que et (2.23) paral0 gradosdelibertad y un nivel designificacion
del 5%, lo queindicaqueno existen diferenciassignificativasentrelasmediasaritméticas
delosdos métodos. Por consiguiente, puede decirse que el método propuesto no presenta

errores sistematicos.

Por otra parte, puesto que € valor de F .0 € menor que e valor de Fupyan
(4.284) para 6 grados de libertad y una prueba de una cola, podemos afirmar que la

precision de ladansilacion llevadaacabo en microondas, es considerablemente superior
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gue la dansilacion a temperatura ambiente.

Tablalll.8. Comparacion entrelos métodos de dansilacion propuestoy

convencional.
Tipo de dansilacion
microondas Temperatura ambiente, toda la noche
52.6 47.2
47.0 52.05
48.4 46.4
47.7 49.9
47.2 50.0
51.05 48.2
0] 48.99 48.96
2.1 1.9

111.3.- DANSILACION DE POLIAMINAS EN MUESTRAS REALES.

Es frecuente la necesidad de determinar poliaminas en muestras complegjasy, en
concreto, en matrices vegetales de diferente tipo. En la mayoria de los casos, €
procedimiento analitico incluyelaformaci én de derivados dansiladosy su determinacion
por HPLC.

Con objeto de comprobar la aplicabilidad del método de dansilacion establecido a
muestras reales, se ha escogido un material biol6gico, tejido de fruto de banana (Musa

acuminata Colla AAA cv. Dwarf cavendish), cultivado "in vitro" bajo un medio de
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Murashige and Skoog's [167] Yy sujeto a diferentes tratamientos, con o sin reguladores
del crecimiento o en presenciade inhibidores de la biosintesis de poliaminas. En cuanto
a la determinacion de las poliaminas contenidas en estas muestras, se ha empleado un

método, con el uso de HPLC, que se comenta en el apartado siguiente.

LaTablall1.9 recoge los resultados hallados a utilizar el método convencional,
basado en ladansilacion alo largo detodalanochey el método propuesto. L osresultados
muestran gque existe una concordancia considerable entre ambos. Debe destacarse que
debido a los bajos valores en las concentraciones de Cadaverina y Espermina en las
muestras estudiadas, se hace necesario llevar a cabo su determinacion por el método de

|as adiciones estandar.

Asimismo, enlasFiguras|il.8y I11.9 semuestran dos cromatogramas de unamisma
muestra, dansiladapor ambos métodos, atemperaturaambientey en microondas. Excepto
en el tamarfio de los picos, ligeramente superiores en el cromatograma correspondiente a

la dansilacion por microondas, |os resultados son similares.

Tablalll.9.- Concentracion (Lg/g depeso fresco) depoliaminasen tejidos

de plantas.
Muestra | Muestra ll
DAM DTN DAM DTN
Putrescina 157 149 215 212
Cadaverina 2.8 3.2 7.7 10.3
Espermidina 90 83 87 90
Espermina 12 16 9.9 9.3

DAM: Dansilacion asistida por microondas

DTA: Dansilacion atemperatura ambiente.
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I11.4. DETERMINACION DE DERIVADOS DANSILADOS DE POLIAMINAS
POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION.

Tradicionalmente la determinacion de poliaminas se ha llevado a cabo utilizando
diferentes métodos cromatogréficos, tales como la Cromatografia en Capa Fina [207-
209], Cromatografia de Gases [210-212] y Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
[72, 102, 110, 113].

Con objeto de poder validar el método propuesto en esta Memoria para la
determinacion de poliaminas, se ha puesto a punto un nuevo método para la

determinacion de estos compuestos por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion.

Las poliaminas son dificiles de analizar por técnicas cromatograficas simples,
debido a su diversidad estructural y por carecer de un cromoforo comun fécilmente
detectable. En general, es frecuente el andlisis de derivados de dichas aminas, siendo

uno de los agentes derivatizantes mas comunes el Cloruro de Dansilo [213-215)].

[11.4.1.- Caracteristicas cromatogr aficas

Diferentesmezclasdedisolventesy programas de gradientes seprobaron conel fin
de reducir el tiempo de anadlisis y obtener una buena resolucion para las poliaminas
estudiadas. Se obtuvieron buenos resultados usando como fase movil una mezcla de
Acetonitrilo y Agua en proporciones variables. El gradiente empleado se indicaen la

Tablall1.10, y en laFiguraIl1.10, se muestra un cromatograma representativo.

Para comprobar la reproducibilidad del detector en la medida de los tiempos de
retencion de las diferentes poliaminas en estudio, se inyectaron diez muestras iguales,
conteniendo cada una 50 ng de los distintos derivados dansilados. Como puede verseen

laTablalll.11, los valores obtenidos, que presentan coeficientes de variacion del orden
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de +0.54% , muestran una gran reproducibilidad.

Por otra parte, para comprobar lareproducibilidad del sistema de deteccion en las
medidas de cantidades de amina, se realizaron inyecciones de 10 pl de cada disolucion
patron. El valor medio de las areas obtenidas es €l valor que se ha tomado como
referencia. A partir del mismo se obtienelaconcentracion de cadaamina, por aplicacion

de la siguiente expresion:
C =C, (Area/Area)

enlaqueC, y Area son laconcentracion calculaday el &reacorrespondiente aunaamina
determinadaen lainyeccioni,y C,y Areap son los valores medios de la concentracion
y del &reaparacadapatron de amina. L osresultados obtenidos se encuentran en laTabla
[11.12. Las desviaciones estandar relativas cal culadas para las concentraciones, oscilan

entre 3.14 y 4.32%, parala Espermidinay Espermina, respectivamente.

Tablalll.10.-Programa de elucion en HPLC para andlisis de poliaminas.

Tiempo (minutos) Agua (%) Acetonitrilo (%)
Inicial 40 60
8.0 40 60
13.0 10 90
20.0 10 90

30.0 40 60
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Tablalll.11.- Reproducibilidad del sistemacromatografico enrelaciona

los tiempos de retencion.

Amina (ts £9)° CV (%)
Putrescina 12.99 0.07 0.54
Cadaverina 15.04 0.06 0.39
Espermidina 2146 0.04 0.19
Espermina 24.74 0.05 0.20

" Tiempo de retencién medio + Desviacion Estandar

Tablalll.12.- Reproducibilidad de la respuesta del detector a laconcentracion de

aminas.
Amina Concentracion (ng)
C, C, C, C, Ce Cq S CV (%)
Putrescina 46.32 50.66 51.47 49.37 51.40 50.29 1.92 3.85
Cadaverina 48.19 51.90 53.83 51.23 54.28 51.57 2.18 4.21
Espermidina 47.92 51.76 52.90 51.25 51.70 52.18 1.61 3.14
Espermina 47.43 50.37 53.75 50.68 52.77 51.71 2.21 4.32

I11.4.2.- Caracteristicas analiticas.

En las determinaciones analiticas realizadas por cromatografialiquida, al igual que
las realizadas por cualquier otro método analitico, deben determinarse |os parametros de
calidad que caracterizan a método, entre estos parametros podemos destacar los

siguientes:
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-Fiabilidad del método para la identificacion de los compuestos, intimamente
relacionado con la selectividad de la deteccion y de la invariabilidad de las
condiciones cromatograficas.

-Laprecision de las determinaciones

-Repetibilidad delas determinaciones analiticas, desde el momento deiniciarsela
preparacion de las muestras.

-Rango de linealidad

-Limite de deteccion

Con objeto de determinar dichos parametros sellevaron acabo lasexperienciasque

se describen a continuacion.

Rectas de calibrado.

Las rectas de calibrado se establecieron preparando una serie de mezclas que
contenian cantidades diferentes de poliaminas, comprendidas entre 0 y 60 ng, inyectando
10 pl decadaunadeellasen el cromatografo liquido y [levando acabo dosréplicas. Las

condiciones cromatograficas utilizadas son las descritas anteriormente.

Los datos correspondiente a las curvas de calibrado se encuentran en la Tabla
[11.13. A partir de los mismos se ha establecido el rango de linealidad obtenido en la
determinacion de cada amina, la recta de calibrado correspondiente, asi como los
respectivos coeficientes deregresion, llevandose a cabo |a correspondiente validacion de

laregresion lineal, utilizando ANOVA.

Precision

Para evaluar la precision del método propuesto, se preparo una serie de 6 muestras

conteniendo las aminas seleccionadas, con una concentracion de 50 ng de derivado
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dansilado, que se encuentra dentro del rango lineal de concentraciones para la
determinacion. Los diferentes parametros estadisticos calculados se encuentran en la
Tablalll.13, observandose que |os resultados muestran que, para un nivel de confianza

del 95% (t=2.571), el método puede considerarse correcto y sin error sistemético.

Limite de deteccion.

Existen diferentes métodos para calcular e limite de deteccion, la ITUPAC
recomienda tres veces la desviacion estandar de la sefial analitica correspondiente a
blanco, dividida por la pendiente de la curva de calibracion. En aquellas técnicas
analiticas donde no es posible llevar a cabo la determinacion de un blanco, como es €
caso gue nos ocupa, unaestimaci on aproximadadel limite de deteccion, puede calcularse

através delaecuacion [216]:
LD+ 33 | (082)
b n&l

donde S,y representa la desviacion estandar del gjuste de la recta de calibracion, b la
pendiente de dicha rectay n el nimero de patrones utilizados para obtener |a recta de

calibracion.

L osresultados obtenidos se encuentran en laTablall1.14, pudiendo observarse que
los valores deloslimites de deteccion, expresados como ng de aminalibre, oscilan entre

1.74y 0.35 ng parala Esperminay Cadaverina, respectivamente.




Tablall1.13.- Parametros analiticos de las rectas de calibracion.

Anadlisisde Regresion
Ordenadaen € Origen
Valor estimado-10°
Desviacion estandar-107
Pendiente
Valor estimado-10°
Desviacion estandar-107
Coeficiente de Correlacion
Andlisisde Varianza
F de lafaltade gjuste
100-R?

Putrescina Cadaverina  Espermidina Espermina
-20.7 -16.6 -18.1 -20.4
10.1 8.0 7.2 8.2

5.7 52 4.8 4.0
0.2 0.2 0.2 0.2
0.998 0.999 0.999 0.998
0.492 0.368 0.408 0.605
98.32 99.31 99.32 98.74
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Tablalll.14.- Pardametros de calidad del método.

Poliaminas
Pardmetros
Putrescina Cadaverina Espermidina  Espermina
0 49.92 51.83 51.32 51.11
S 1.79 2.07 153 1.98
CV (%) 3.58 3.99 2.98 3.88
Error(%) 3.76 4.19 3.13 4.08
texp 0.04 0.88 0.86 0.56
t;xp 0.11 2.17 2.11 1.38
LD(ng) 1.65 0.35 1.14 1.74
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IV.1.- INTRODUCCION.

Parallevar a cabo la determinacion de mezclas de aminas biogénicasy, entre ellas
las poliaminas, es necesario un paso previo de separacion de los compuestos que se
quieren determinar, usando normal mente técnicas cromatogréficas. La cromatografia de
gases esta limitada por los pasos de prepurificacion, que son largos 'y complicados. La
Cromatografia en Capa Fina ha sido utilizada muchas veces, preferentemente con fines
preparativos o identificativos, més que para la cuantificacion de estas sustancias. Sin
embargo, los avances llevados a cabo en este campo permiten la determinacion, [legando
alimites de deteccion comparables a los obtenidos por HPLC. Esta Ultimatécnicaes la

maés utilizada actualmente en € andlisis de estos compuestos.

La determinacion de estos compuestos, tal como hemos comentado, requiere el
uso de agentes derivatizantes. Su eleccion depende de la técnica empleada para su

separacion.

El objetivo de este Capitulo es la puesta a punto de un nuevo método para la
separacion y cuantificacion de los derivados dansilados de las siguientes poliaminas:
Putrescina, Cadaverina, Espermidinay Espermina, haciendo uso de la Cromatografia en
Capa Fina de Alta Resolucion (HPTLC) y en e empleo, como detector, de un
espectrofluorimetro convencional, equipado con una fibra ptica que permite la medida
directa en las placas. Los derivados se han obtenido mediante el método descrito en la
Parte Experimental, utilizando Cloruro de Dansilo como agente derivatizante, con la
ayuda de un horno de microondas. Las condiciones Optimas pararedlizar la

asi como la eficacia de la misma, se han establecido en e Capitulo anterior.
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IV.2.- CARACTERISTICAS ESPECTROFLUORIMETRICAS DE LOS
DERIVADOS DANSILADOS DE POLIAMINAS.

Las poliaminas Putrescina, Cadaverina, Espermidina y Espermina carecen de
fluorescencia natural. En consecuencia, es necesario recurrir alaformacion de derivados
para su determinacién por técnicas espectrofluorimétricas. Como se ha comentado

anteriormente, se ha utilizado Cloruro de Dansilo como agente derivatizante.

Teniendo en cuenta que la fluorescencia emitida por un fluoréforo depende en
gran medida de la naturaleza del medio, se han estudiado las caracteristicas
espectrofluorimétricas de los cuatro derivados dansilados sobre distintas superficies
Solidas y en medio acuoso. Las superficies slidas ensayadas han sido: papel Whatman-41
y papel de celulosa modificada, como DE-81, P-81y placas de Celulosa, Gel de Silicey

Silice modificado quimicamente, C-18.

Los espectros de fluorescencia, asi como las medidas de intensidad de
fluorescencia se han realizado a partir de los derivados dansilados depositados en el
soporte escogido, sin previaelucién. Las Figuras V.1 alV.6, muestran |os espectros de
emision de cada uno de los derivados dansilados, a las longitudes de onda de excitacion
maximas, en los diferentes soportes solidos utilizados. Los vaores de las longitudes de
onda de excitacién y emision méximas, asi como las intensidades de fluorescencia,
después de ser corregidas con la fluorescencia debida al soporte, se recogen en la Tabla
V.1

Puede observarse que la intensidad de fluorescencia emitida depende en gran
medida de la naturaleza del soporte. De acuerdo con los resultados obtenidos, los
derivados estudiados muestran unaintensidad de fluorescencia similar en los soportes de
C-18y de Gel de Silice. También son comparables entre si |os resultados obtenidos en los
distintos tipos de papd y en las placas de Celulosa. Sin embargo, las intensidades de
fluorescencia en estos Ultimos son hasta tres veces superiores a las obtenidas en los otros

dos soportes.
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FiguralV.1.- Espectros de emision de cada una de las poliaminas
dansiladas sobre soporte de papel Whatman-41. (1)
Cadaverina, (2) Espermidina, (3) Espermina y (4)
Putrescina. Cantidad de amina: 1 ug
8ec= 340 nm  Rendijas: (10,5) nm
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FiguralV.2.- Espectros de emision de cada una de las poliaminas
dansiladas sobre soporte de Celulosa. (1) Espermidina(2)
Espermina, (3) Cadaverina y (4) Putrescina. Cantidad de
amina: 1 pg. 8,.=340 nm Rendijas: (10,5) nm
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FiguralV.3- Espectros de emision de cada una de las poliaminas
dansiladas sobre soporte de papel P-81. (1) Cadaverina, (2)
Espermidina, (3) Espermina y (4) Putrescina. Cantidad de
amina: 1 pg. 8,.=340 nm Rendijas: (10,5) nm
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FiguralV.4.- Espectros de emision de cada una de las poliaminas
dansiladas sobre soporte de papel DE-81. (1) Espermina,
(2) Espermidina, (3) Cadaverina y (4) Putrescina. Cantidad
deamina: 1 pug. 8,.=340nm Rendijas: (10, 5) nm
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FiguralV.5.- Espectros de emision de cada una de las poliaminas
dansiladas sobre soporte de silice modificada C-18. (1)
Espermidina, (2) Espermina, (3) Cadaverina y (4)
Putrescina. Cantidad de amina: 1 ug
8ec= 340 nm  Rendijas: (10, 5) nm
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FiguralV.6.- Espectros de emision de cada una de las poliaminas
dansiladas sobre soporte de Gel de Silice. (1) Espermina,
(2) Espermidina, (3) Cadaverina y (4) Putrescina. Cantidad
deamina: 1 pug. 8,.=340nm Rendijas: (10, 5) nm




TablalV.1.- Caracteristicas espectrofluorimétricas de los derivados dansilados de poliaminas en diferentes superficies solidas. Camina = 40 NgQ.

Rendijas 10 nm.

Putrescina Cadaverina Espermidina Espermina

Soporte Eexc/€em I*F Boxel Eem |l Boce/ Eom |+ Boce/ Eom I*F
Papel Whatman-41 340/497 144 340/494 322 340/494 344 340/496 346
Placa de Celulosa 340/497 94 340/491 284 340/494 321 340/493 296
Papel P-81 340/497 162 340/497 319 340/494 315 340/497 291
Papel DE-81 340/497 148 340/488 326 340/494 370 340/493 363
Pacade C-18 340/486 35 340/485 46 340/485 77 340/486,497 76
Placa de Gel de Silice 340/497 25 340/495 86 340/504 92 340/502 105

I*,F = | corregida con €l soporte
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En cuanto al comportamiento de las poliaminas, los resultados indican que, en
genera, e derivado dansilado de la Putrescina es el que presenta menor intensidad de
fluorescencia en todos los soportes estudiados, mientras que los derivados de las otras
poliaminas, muestran un comportamiento similar entre si, con sensbilidades

considerablemente superiores alos de la Putrescina.

En lo que se refiere a las longitudes de onda de excitacién y emisién, no se
observan diferencias significativas entre |os derivados dansilados, en |os distintos soportes
estudiados. Asi, mientras que lalongitud de onda de excitacion no variani con €l tipo de
soporte ni de andlito, la de emisién presenta un desplazamiento
nm, Unicamente en e caso del soporte de C-18. Asimismo, es en este soporte, en € que,

en general, los distintos derivados presentan menor intensidad de fluorescencia.

Parallevar a cabo e estudio del comportamiento de |os derivados dansilados en
disolucion, se efectlia una extraccion de los mismos con HCIO, (70 %) a 1% de Tolueno,
medio en € que se encuentran dichos derivados, después de haber llevado a cabo la
dansilacién, tal como se describe en la Parte Experimental. Una aicuota del extracto
acuoso se trata con disolucion reguladora Borax-NaOH y se diluye para obtener la

concentracion de amina dansilada deseada (0.4 ig/ ml).

En medio acuoso, |os derivados dansilados presentan un maximo de excitacion a
338 nm y lalongitud de onda de emisién es también practicamente invariable para los
cuatro derivados estudiados: 490 nm parala Putrescinay Cadaverina, y 492 nm parala
Espermidinay Espermina. La Figura V.7 , muestra |os correspondientes espectros de

emision.

Si comparamos & comportamiento de los derivados dansilados de | as poliaminas
consideradas en medio acuoso y sobre superficies sdlidas, podemos observar que no
existen diferencias significativas entre los maximos de excitacion y emision. En lo que
respecta a la intensidad de fluorescencia emitida, con la excepcidn de la Espermina, en
medio acuoso, es la Putrescina la que presenta menor intensidad de fluorescencia, tanto

en medio acuoso como sobre las superficies slidas estudiadas.
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FiguralV.7.- Espectros de emision en disolucion de cada una delas
poliaminasdansiladas. (1) Espermidina, (2) Cadaverina, (3)
Putrescina y (4) Espermina. Cantidad de amina: 0.4 pg/ml.

8ec=338nm Rendijas.5 nm
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1V.3.- SEPARACIONES CROMATOGRAFICAS.

Con objeto de llevar a cabo la separacion de los derivados dansilados de las
poliaminas Putrescina, Cadaverina, Espermidina y Espermina, se ensayaron diferentes

sistemas de elucion y distintas fases estacionarias.

Las primeras experiencias redlizados, pusieron de manifiesto la escasa
reproducibilidad que suministraban |as fases estacionarias constituidas por papel. Por ta
motivo, se opté por emplear como soportes: placas de Celulosa, Gel de Silicey C-18. Con
cada uno de ellos se probaron diferentes fases moviles. Teniendo en cuenta los resultados
encontrados por otros autores [217, 218], se ensayaron las mezclas. Tolueno: Trietilamina,
Cloroformo:Acetato de Butilo, Tolueno:Etanol, Tolueno:Cloroformo  y

Cloroformo: Trietilamina, optimizando en cada caso la proporcion de los disolventes.

Las mejores separaciones, en cuanto a resolucion y eficacia, se han obtenido
usando Gel de Silice como fase estacionaria y Cloroformo:Trietilamina (TEA) en la

proporcion 2:1 (v:v) como fase movil.

De acuerdo con los resultados obtenidos y tratando de obtener un método
anadlitico aplicable a la cuantificacion de varias poliaminas, se ha sacrificado la mayor
sens bilidad a canzada cuando se emplea Celulosa como fase estacionaria, en favor de una

mejor separacion. Un cromatograma representativo se encuentraen la FiguralV.8.

Una vez seleccionadas las fases movil y estacionaria mas apropiadas, para la
separacion y cuantificacion de las dansilpoliaminas, se llev6 a cabo un estudio de las
propiedades cromatograficas més representativas de estos compuestos. Asi, para
determinar la reproducibilidad de los factores de retencién, Ry, se llevaron a cabo siete
eluciones de cada uno de |os solutos en las condiciones experimentales expuestas. En la
Tabla IV.2 se muestran los valores medios obtenidos, asi como los parametros

estadisticos mas representativos.
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FiguralV.8.- Cromatograma de unamezclade los derivados dansilados
de las poliaminas. (1) Putrescina, (2) Cadaverina, (3)
Espermidina y (4) Espermina. Elucion con Cloroformo:
TEA(2:1). Fase estacionaria: Gel de Silice. Contenidos en
aminas: 50 ng.
8oc=338nm, 8,,=502 nm Rendijas:10 nm
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Con € sistema cromatogréfico indicado, las desviaciones de los valores de Rs
oscilan entre 0.017 parala Esperminay 0.030 parala Cadaverinay la Espermidina, para

valores de Rs comprendidos entre 0.51 y 0.86.

Considerando una probabilidad de un 95%, la incertidumbre determinada para
estos valores oscilaentre £0.018 y +0.028. Se encontraron Coeficientes de Variacion
delos R (CV) aceptables, dentro del rango comprendido entre 2.32% Yy 4.84% parala

Esperminay la Cadaverina, respectivamente.

Asimismo, se evalud la separacion entre dos analitos consecutivos. Los valores
obtenidos para las Resoluciones oscilan entre 2.4 and 3.0, 1o que indica una buena

separacion entre los compuestos investigados.

TablalV.2.- Caracteristicas cromatogréficas de las poliaminas,
separadas en una fase estacionaria de Gel de Silice, con fase mévil
de Cloroformo: TEA (2:1) (v:). Contenido de amina: 50 ng.

Amina Rel CV (%) Rs

Putrescina 0.51+0.018 3.92
3

Cadaverina 0.62+0.028 4.84
3

Espermidina 0.72+0.028 417
24

Espermina 0.86+0.018 2.32
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Una de las ventgjas de la utilizacion de un sistema de deteccion fluorescente
equipado con fibra éptica es el poder obtener imégenes tridimensionales, asi como mapas
de contorno, de unamanerafécil y rutinaria, disminuyendo los errores en la determinacion
de la posicion de la mancha de un determinado analito, sobre la placa

cromatogramas tridimensionales, se hace uso de un
programa de la aplicacién “OBEY”, del software “Fluorescence Data Manager”. Este
programa permite la recogida sucesiva del nimero deseado de cromatogramas alo largo
del geY, conincrementos de X de 1 mm, alas longitudes de onda de excitacion y emision
seleccionadas. Los datos de estos cromatogramas Se usan como una entrada en un
programa comercial denominado “SURFER”, que representa los cromatogramas
tridimensionales y sus correspondientes mapas de contorno.

La Figura 1V.9 muestra los cromatogramas tridimensionales y sus respectivos
mapas de contorno, de una mezcla de derivados dansilados de | as poliaminas Putrescing,
Cadaverina, Espermidinay Espermina, en € rango de concentraciones comprendido entre
10y 100 ng, para cada una de las aminas.

Como puede observarse, los distintos derivados muestran anchos de pico muy
smilares y los perfiles de concentracion de las manchas de las sustancias separadas
presentan distribuciones aproximadamente gaussianas. En este sentido, la medida de la
intensidad de fluorescencia en € méximo, o dtura de pico, en € centro de lamancha, es

proporciona ala concentracion de sustancia.
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FiguralV.9.- Cromatogramas tridimensionales y sus respectivos mapas de contorno,
registrados a 8,,.=338 nm 8,,=502 nm de una mezcla de derivados dansilados

de (1) Putrescina, (2) Cadaverina, (3) Espermidinay (4) Espermina, despuésde
su elucién con Cloroformo: Trietilamina(2:1), en cantidadescomprendidasentre

10y 100 ng. Rendijas: 10 nm.
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IV.4.- RELACION SENAL/RUIDQ

Como hemos comentado anteriormente, las medidas de fluorescencia sobre superficies
solidas estan influenciadas en gran medida por € ruido de fondo. Por dlo, esimportante estudiar
como afecta el soporte y e sistema de medida a la determinacion de poliaminas dansiladas

separadas por Cromatografia Liquida en Capa Fina de Alta Eficacia.

Lavariabilidad en la sefia puede ser atribuida a diferentes fuentes, tales como lafaltade
reproducibilidad en la aplicacion de las muestras, las condiciones
en el soporte de la muestra inyectada. Por otra parte, la emision de la fase estacionaria a la
longitud de onda seleccionada, hace que la deteccion se halle limitada por 1a magnitud de la

relacion entre lasefid y € ruido de fondo.

Pararedizar € estudio de lainfluenciadd sistema cromatogréfico empleado en la sefia
emitida por las dansilpoliaminas, se efectuaron medidas de |a fluorescencia emitida, registradas
como altura de pico, para cada una de las poliaminas, después de redlizada la €lucién. Los datos
obtenidos para la intensidad de la fluorescencia emitida por siete muestras de las poliaminas

dansiladas, asi como por € soporte, se muestran en laTablalV.3.

Para € célculo de la sefid atribuible a cada amina, a vaor de la intensdad de
fluorescencia total medida para € derivado dansilado, se resta la sefial emitida por € propio

soporte, considerado como blanco.

Para e célculo de las relaciones Sefial/Ruido (S/N), correspondientes a cada una de las
medidas, se ha empleado la expresion comentada en € Capitulo |1. Paralos calculos aredizar,
se hatomado para E, y S, los valores 200, y 2.07, respectivamente, de acuerdo con |os datos
agrupados en la Tabla 1V.3. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 1V.4. Puede
observarse que, paratodas las poliaminas estudiadas, se encuentran valores de larelacion SN

Esperminala que presentala relacion mas favorable.
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TablalV.3.- Intensidades de fluorescencia de las poliaminas dansiladas. Fase
mavil: Cloroformo: Trietilamina (2:1) (v:v). Fase estacionaria: Gel
de Silice. Camina = 30 ng. Rendijas: 10 nm.

Muestras / Intensidades de Fluorescencia

Experiencia
(n°) Blanco Putrescina Cadaverina Espermidina Espermina
202 312 314 318 325
199 313 312 319 325
198 312 316 319 326
197 312 313 317 326
202 314 312 320 327
199 312 315 319 327
203 312 313 318 325

Media 200.00 312.43 313.57 318.57 325.86
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TablalV.4.- Relaciones S/N para la determinacion de 30 ng de cada amina
después de su elucion con Cloroformo : Trietilamina (2:1) (v:v).
Soporte: Gel de Silice. Rendijas: 10 nm.

Poliaminas Sefiales corregidas Desviaciones estandar Relaciones
Es S SN
Putrescina 112.43 0.787 39.33
Cadaverina 113.57 1.512 36.21
Espermidina 118.75 1.035 40.44
Espermina 125.86 0.899 43.53

IV.5-CARACTERISTICASANALITICAS .

Como en otras técnicas cromatogréficas, € andiss cuantitativo en HPTLC se basa
en lamedidadel tamafio de pico y la calibracion del sistema de deteccion. En nuestro caso,

se ha hecho uso de las medidas de aturade pico y € método del patron externo.

Las primeras experiencias realizadas para establecer las curvas de calibrado
correspondientes a los derivados dansilados de las poliaminas. Putrescina, Cadaverina,
Espermidinay Espermina, pusieron de manifiesto que larelacion entre laintensidad de la
fluorescenciamediday la cantidad de analito presente en las placas cromatograficas, no
corresponde siempre auna funcion lineal. Por tal motivo, se tomaron algunas precauciones

al planificar las experiencias encaminadas a establecer dicha relacion.

En atencion alo expuesto, para obtener las curvas de calibrado correspondientes
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a cada una de las cuatro poliaminas, se ha procedido, en primer lugar, a dansilar ocho
disoluciones que contenian mezclas de las mismas, con cantidades comprendidas entre O
y 150 ng. Después de inyectar las respectivas disoluciones sobre el soporte de Gel de

elucion con lafase mévil Cloroformo :Trietilamina (2:1). El

proceso de inyeccidn/elucion, se ha repetido tres veces con cada una de las disoluciones.

L as sefiales obtenidas para cada uno de los compuestos separados fue registrada
como dtura de pico. Después de corregir la sefid correspondiente a soporte, se
procedio arepresentar |as intensidades de fluorescencia obtenidas frente a las cantidades
de amina inyectadas. La Figura 1V.10 constituye un ejemplo representativo. Puede
observarse que, en lugar de relaciones lineales, se obtienen representaciones que presentan
desviaciones hacia € ge de las X, para concentraciones atas de las poliaminas. De
acuerdo con otros autores, entendemos que este hecho debe atribuirse a fendmenos de

autoquenching [219].

L os resultados comentados aconsgaron profundizar en € estudio de las curvas de
calibrado obtenidas y, en concreto, en € tipo de gjuste que mejor representa larelacion
entre la sefial fluorescente emitida y la cantidad de analito presente, a trabagjar sobre
soportes sdlidos. Dicho estudio constituye el Capitulo VII de la presente Memoria. En
el caso que nos ocupa, referido ala determinacion de poliaminas, en forma de derivados
dansilados, sobre placas de Gel de Silice como fase estacionaria, usando Cloroformo:
Trietilamina (2:1) (v:v) como euyente, es una funcion polindmica de segundo grado la que

mejor se gjusta a los datos experimentales.

L as ecuaciones de regresion paralas poliaminas estudiadas se muestran en la Tabla
IV.5. En todos los casos se obtienen coeficientes de correlacién superiores a 0.998. Por
otraparte, € andlisis de varianza nos permite afirmar que para cada uno de los derivados
dansilados, més del 99.7% de los datos pueden ser explicados por € guste propuesto, con

un intervalo de confianza del 95%.
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Putrescina, (2) Cadaverina, (3) Espermidina y (4)
Espermina, después de su elucion con Cloroformo: TEA
(2:1) (v:v), en unafase estacionaria de Gel de Silice.
8oc=338nm, 8,,=502 nm Rendijas.10 nm
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TablalV.5.- Datos de regreson para la cdibracion. Determinacion de
poliaminas por HPTLC. Fase estacionaria: Gel de Silice. Fase

movil: Cloroformo: Trietilamina (2:1) (v:v)

Amina Curva de Calibracion r’ Syx
Putrescina Y=(200.03£3.24)+(2.512+0.111)X- 0999  4.364
(0.0036+0.0007)X?

Cadaverina  Y=(198.18+2.666)+(2.460+0.092)X- 0999  3.595
(0.0027+0.0006)X>

Egpermidina  Y=(195.35+4.21)+(2.813+0.144)X- 0998 5677
(0.004:0.0009) X

Espermina Y=(192.87+6.07)+(3.001£0.208)X-  0.997 8.181
(0.0054+0.0014)X?

Con objeto de establecer la validez del método establecido, para la determinacion
de las cuatro poliaminas, se eluyeron siete mezclas iguales, que contenian 30 ng de cada
amina. Como resultado de la cuantificacion se obtuvieron errores relativos de 0.69, 1.29.
0.80y 0.72% para |la Putrescina, Cadaverina, Espermidinay Espermina, respectivamente,

con un nivel de confianza ddl 95%.

EnlaTablalV.6 se muestran los parametros de calidad mas representativos del
método analitico establecido.

L os coeficientes de variacion, relativamente pequefios, oscilan entre 0.75 y 1.39,
parala Putrescinay la Cadaverina respectivamente. Los limites de deteccion, obtenidos
como la concentracion cuya sefia corresponde a valor medio del blanco més tres veces
la desviacién estandar del blanco, son comparables a los obtenidos por otras técnicas
cromatogréficas [218, 220-221] y estan comprendidos 1.80 y 2.99 ng.
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TablalV.6.- Determinacion de poliaminas por HPTLC. Pardmetros de calidad
del método analitico. Fase estacionaria: Gel de Silice. Fase movil:

Cloroformo: Trietilamina (2:1) (v:v)

Amina LD(ng) Sw CV (%)
Putrescina 1.80 0.20 0.75
Cadaverina 2.38 0.40 1.39
Espermidina 2.63 0.23 0.86
Espermina 2.99 0.21 0.78

IV.6.- DETERMINACION DE POLIAMINAS EN TEJIDOS
VEGETALES.

Se ha aplicado e método propuesto, a la determinacién de poliaminas en tegjidos
de fruto de platano cultivados “in vitro” en un medio de Murashigey Skoog's[214]. Las
muestras, sometidas a diferentes tratamientos, que incluyen la adicién de inhibidores de
la biosintesis de poliaminas, segin se ha descrito en la Parte Experimental, fueron

dansiladas y posteriormente eluidas y cuantificadas de acuerdo con € método propuesto.

Con objeto de validar los resultados obtenidos, se llevo a cabo la separacion y
cuantificacién de los derivados dansilados de las poliaminas por HPLC, usando como fase

movil unamezcla Acetonitrilo-Agua, en régimen de gradiente y deteccion UV, segun €
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método descrito en el Capitulo I11.

EnlaTablalV.7 se muestran los resultados obtenidos, por ambas técnicas, para
la Putrescinay Espermidina, encontrandose gran concordancia entre ambos resultados.
No se ha encontrado Cadaverina en ninguna de |as cuatro muestras estudiadas. Por otra
parte, resulta dificil 1a cuantificacion de Espermina en este tipo de muestras, debido ala
interferencia de otras sustancias presentes en las mismas, que presentan un
comportamiento cromatogréfico similar a de las poliaminas en estudio. Los resultados

obtenidos representan el valor medio de, al menos, tres determinaciones.

LaFiguralV.11 presentaun cromatograma de separacion de una muestra vegetal

en las condiciones experimental es mencionadas.

TablalV.7.- Determinacién de poliaminas en tejidos de plantas. Resultados obtenidos
por HPTLC y HPLC. Fase estacionariac Gel de Silice. Fase movil:

Cloroformo: Trietilamina (2:1) (v:v)

Muestra Putrescina (L] g/g) Espermidina (Clg/Q)
HPTLC HPLC HPTLC HPLC
1 309.72 286.52 22.63 24.17
2 307.98 251.14 24.74 23.83
3 414.70 461.10 32.55 36.31

4 504.02 506.34 37.51 40.41
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FiguralV.11.- Cromatogramade unamuestravegeta (2) enriquecidacon
50 ng de cada uno de los derivados dansilados de: (1)
Putrescina, (2) Cadaverina y (3) Espermidina. Fase
estacionaria: Gel de Silice. Elucion con Cloroformo: TEA
(2:1). 8,.=338nm, 8,,=502 nm Rendijas:10 nm




Capitulo 5
DETERMINACION DE AMINAS
BIOGENICAS POR CROMATOGRAFIAEN
CAPA FINA DE ALTA RESOLUCION.
EFECTO DE LA PRESENCIA DE
SURFACTANTES NOIONICOS COMO
ADITIVOS EN LA FASE MOVIL
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V.1.- INTRODUCCION.

En las medidas de fluorescencia sobre superficies sdlidas, la sefia que llega a
detector consiste en una sefial de fondo superpuesta a la fluorescencia emitida por los
componentes de la muestra. De aqui, que la habilidad del sistema para detectar y medir
laemision de lamuestra, eslimitada por la magnitud de lasefial defondoy €l ruido. La

sefidl de fondo es generamente elevada, por la gran cantidad de radiacion dispersada.

Cambios ambiental es en |os compuestos fluorescentes adsorbidos en superficies
solidas pueden afectar la eficacia cuantica. La presencia de medios organizados, como
| os consegui dos por adicion de surfactantes o ciclodextrinas, puedetraer consigo cambios
en e entorno molecular de los compuestos adsorbidos sobre superficies solidas,
incrementando lafluorescencia de los compuestos cromatografiadosy, de estaforma, es

posible aumentar |a relacion sefial/ruido.

Recientemente, ha comenzado a despertar interés la utilizacion de medios

micelaresy ciclodextrinas en conexion con separaciones y/o cuantificaciones por TLC.

Ental sentido, |os surfactantes han sido empleados como fases moviles[170, 222-
223], o bien seincorporan surfactantes a la fase estacionaria después de completarse la
separacion de analitos, con objeto de aumentar laintensidad de la fluorescencia emitida
[224-225].

Las fases moviles constituidas por disoluciones micelares o de ciclodextrinas,
presentan varias ventajas sobre | as fases movilestradicional es, formadas por disolventes

organicos puros 0 mezclas de ellos [226-227]. Por gjemplo:

- Algunas separaciones son mejores, por la mayor selectividad de las micelas o

ciclodextrinas para muchos compuestos.
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- Los surfactantes y ciclodextrinas son relativamente indcuos.
- Compuestoshidrofilicose hidrof obos pueden cromatografiarse s multaneamente.

- Puede mejorarse la deteccion luminiscente, puesto que muchos compuestos

presentan un aumento de la fluorescenciay, en ciertos casos, de fosforescencia.

Por otra parte, algunos surfactantes como el Triton X-100 han sido usado para
aumentar la fluoresencia de compuestos separados por TLC, mediante un tratamiento
post-cromatogréfico, por inmersion de laplacaen Triton X-100:Cloroformo (1:4) ( v:v)
[169, 170]. Asi se han llegado a conseguir aumentos de fluorescencia con un factor de
90.

Poco se conoce acerca de las bases fisico-quimicas de este incremento de
fluorescencia. Se asume [171], que cuando la placa se sumerge en un disolvente no
volatil, el compuesto adsorbido pasa alafase liquida, produciéndose una organizacion

molecular que incrementa la fluorescencia

En este Capitul o se estudia &l efecto de laadicion de surfactantesno ionicosalas
fasesmoviles, en la separacion de derivados dansilados de poliaminas por HPTLC, enla
retencion de los derivados y en sus caracteristicas fluorimétricas, utilizando como fase
estacionariagel desilicey comofasemovil Cloroformo:Trietilamina(2:1) (v:v), tal como

hemos descrito en €l capitulo anterior.

Laincorporacion desurfactantesalafasemovil, debeaportar ventgjassustanciales
alametodol ogia discontinua descrita anteriormente, basada en lainmersion de la placa
en un medio micelar, no solo por suponer una disminucion importante del tiempo de
analisis, sino por evitar |os problemas rel acionados con lahomogenei dad del sustrato que

suelen presentarse en el tratamiento post-cromatografico.
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V.2.- SENSIBILIZACION DE LA FLUORESCENCIA EMITIDA POR LOS
DERIVADOS DANSILADOS DE POLIAMINAS.

En el Capitulo anterior se ha descrito la separacion de las poliaminas Putrescina,
Cadaverina, Espermidinay Esperminapor HPTLC, utilizando Cloroformo: Trietilamina
(2:1) (v:v) como fase movil y Gel de Silice como fase estacionaria. La cuantificacion de
los analitos se lleva a cabo con deteccion fluorescente, haciendo uso de un

espectrofluorimetro equipado con fibra Optica.

Sin embargo, seguin se puso de manifiesto, la habilidad del sistema para detectar
y medir laemision de la muestra, se encuentra limitada por la magnitud de la sefid de

fondo y €l ruido.

Con objeto de incrementar la fluorescencia de los compuestos cromatografiados
y, deestaforma, aumentar larelacion sefia/ruido, se han utilizado surfactantesno ionicos
como aditivos ala fase movil. De los tres surfactantes utilizados. Triton X-100, POLE

y Brij 78, los mejores resultados se han obtenido con los dos ultimos.

La intensidad de la fluorescencia emitida por los derivados dansilados de las
poliaminas adsorbidos en Gel de Silice, aumenta cuando lo hace la concentracion de
surfactante en la fase movil, alcanzando un valor maximo para una concentracion de
surfactantedel 5% (m:v), por encimadelacual no se producen incrementossignificativos
de la fluorescencia. La Figura V.1 muestra los resultados obtenidos con |os derivados

dansilados de las poliaminas estudiadas y |os surfactantes seleccionados.

Desde un punto de vista analitico, es de interes cuantificar, mediante parametros
representativos, la influencia de variables experimentales, como el contenido en
surfactantes, sobre la fluorescencia de los compuestos estudiados. En la Tabla V.1 se
comparan laslongitudes de onda méximas de | os derivados dansilados sobre sustrato de
Gel de Silice, después de ser eluidos con unafase mévil que no contiene surfactante, con
los obtenidos después de efectuar €l desarrollo con lamisma fase movil alaque se han

anadido concentraciones variables de POLE o Brij 78. En presencia de surfactante, |os
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FiguraV.1.- Efectodel contendido de surfactantesen lafase movil, sobre
la intensidad de la fluorescencia emitida por los derivados
dansilados de: (1) Putrescina, (2) Cadaverina, (3)
Espermidinay (4) Espermina.




TablaV.l. Variacion delaslongitudes de ondade emision méximadelos derivados dansilados de las poliaminas eluidos con
Cloroformo: Trietilamina, con y sin adicidn de surfactante. Fase estacionaria: Gel de Silice.

8. = 338y 340 nm, en presenciay ausencia de surfactante, respectivamente. C,,.. = 30 ng.

Putrescina Cadaverina Espermidina Espermina
CSurfactante (% m:V) . . .. ..
POLE Brij 78 POLE Brij 78 POLE Brij 78 POLE Brij 78
0 497 495 504 502
0.2 497 501 501 502 497 500 501 500
1.0 498 500 505 507 500 500 503 501
5.0 505 507 504 507 507 505 506 507

10 509 509 507 506 507 505 509 509
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valores de 8., son similares para los diferentes derivados dansilados y ligeramente

mayores que los obtenidos en ausencia de surfactante.

Un incremento en la concentracion de POLE o Brij 78 en la fase movil, trae
consigo pequefios desplazami entos hipsocromicosparala8,,. y batocréomicosparala8,,..
L os resultados obtenidos muestran que | os desplazamientos parala8,,, son del orden de

1 nm, para un aumento del 1% en la concentracion de surfactante.

En las Figuras V.2 y V.3 se representan |os espectros de emision sobre Gel de
Silice, para cada uno de los derivados dansilados, después de ser eluidos con unafase

movil conteniendo un 5% de POLE o Brij 78, respectivamente.

Con objeto de cuantificar los aumentos de fluorescencia que los derivados
dansilados experimentan en presencia de surfactante, hemos introducido el factor de

sensibilizacion, FS, definido como:

FS(%) = (b, / b,)-100

donde b, y b, son las pendientes de los tramos lineales de las gréficas de calibracion,

obtenidas en presenciay ausencia de surfactante, respectivamente.

Los valores de FS encontrados para cada uno de los derivados dansilados se
encuentran enlaTablaV.2. Con ambos surfactantes, el valor maximo de FS corresponde
alaPutrescina. Entre los surfactantes usados, |0os mayores incrementos de fluorescencia

son obtenidos, en lamayor parte de casos, con e POLE.
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Espectros de emision delas poliaminas, sobre soporte de Gel
de Silice, después de su elucion con
Cloroformo: TrietilaminaPOLE  (8:4:5%) (vivim). (1)
Espermina, (2) Espermidina, (3) Cadaverina y (4)
Putrescina. Contenido en las aminas: 30 pug

8ec= 340 nm  Rendijas:(10, 5) nm
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FiguraV.3.- Espectros de emision de las poliaminas, sobre soporte de Gel de

Silice, después de su elucion con Cloroformo: Trietilamina:Brij-78
(8:4:5%) (v:v:m). (1) Espermina, (2) Espermidina, (3) Cadaverina
y (4) Putrescina. Contenido en aminas: 30 ug

8ec= 340 nm  Rendijas:(10, 5) nm




TablaV.2. Variaciéon delosvalores de FS, expresados en %, con la concentracion de surfactante afiadido alafase movil, de
Cloroformo: TEA (2:1).

Putrescina Cadaverina Espermidina Espermina
Csurfactante (%) (m:v) . . .. ..
POLE Brij 78 POLE Brij 78 POLE Brij 78 POLE Brij 78
0.2 314 295 278 202 290 232 189 246
1.0 402 578 374 282 372 270 312 258
5.0 712 671 645 622 473 437 407 328

10.0 775 688 685 643 510 448 450 370
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V.3.- EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SURFACTANTE EN LOS
PROCESOS DE RETENCION.

Deigual forma que la presencia de surfactantes gjerce unainfluenciaimportante
en los procesos de emision de fluorescencia, también pueden afectar alas separaciones
cromatograficas, como consecuencia de las interacciones soluto-surfactante que se

producen, asi como las que ocurren entre el surfactante y la fase estacionaria.

En efecto, las experiencias realizadas ponen de manifiesto que, en general, un
incremento en laconcentracion de surfactante en lafase mévil, supone un aumento delos
valoresde R;, aunque las diferencias que se producen no son grandes. Excepto en el caso
delaPutrescina, losvalores de R; delosrestantes derivados dansilados de las poliaminas
muestran modificaciones que pueden ser equiparables a las originadas por errores
experimentales. LaTablaV.3 recogelosvaloresde R;, paracadaunade las poliaminas

estudiadas, para diferentes concentraciones de surfactante en lafase movil.

De acuerdo con los resultados obtenidos, puede admitirse que el comportamiento
de los dos surfactantes es similar. No obstante, al tener en cuenta que los mayores
incrementos de fluorescenciase obtienen al emplear POLE, lossiguientes estudios se han
llevado a cabo utilizando como aditivo de la fase movil dicho surfactante, a una
concentracion del 5% (m:v).

Para la evaluacion estadistica de los valores de R;, se llevaron a cabo siete
eluciones de cada uno de los solutos sobre Gel de Silice, utilizando la fase movil
seleccionada. Los resultados encontrados para cada una de | as poliaminas, agrupados en
la Tabla V.4, muestran que laincertidumbre en los valores de R; no supera en ningin
caso las dos centésimas. Las desviaciones estandar relativas muestran que la dispersion
de los resultados se encuentran entre 1.61 y 3.82%, menores que las obtenidas en

ausencia de surfactante, que como hemos visto oscilaban entre 2.32 y 4.84%.

Por otra parte, se calculo €l poder de resolucion del sistema cromatogréfico

empleado. Losvaloresobtenidos, recogidosenlaTablaV.5, seencuentran comprendidos




TablaV.3 .- Variacion delosvaores de R, con la concentracion de surfactante en lafase movil.

Putrescina Cadaverina Espermidina Espermina
CeoLe (Yo M/V) . . .
POLE Brij 78 POLE Brij 78 POLE Brij 78 POLE Brij 78
0 0.51 0.51 0.62 0.62 0.72 0.72 0.86 0.86
0.2 0.52 0.55 0.61 0.58 0.74 0.67 0.83 0.87
0.55 0.53 0.60 0.64 0.74 0.66 0.82 0.82
5 0.57 0.60 0.69 0.63 0.74 0.79 0.86 0.85

10 0.57 0.68 0.65 0.67 0.8 0.71 0.89 0.87
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en el rango de 2.4 a 3, idéentico al obtenido en ausencia de surfactante.

A partir de los resultados comentados, se puede concluir que laincorporacion de
POLE a la fase movil causa ligeras modificaciones en la retencion de los derivados
dansilados. Aunque la presencia de surfactante produce un decrecimiento en laanchura

de pico, no se traduce en variaciones importantes de la resolucion.

La Figura V.4 muestra los cromatogramas tridimensionales, y sus respectivos
mapas de contorno, de unamezclade derivados dansilados de | as poliaminas Putrescina,
Cadaverina, Espermidinay Espermina, en el rango de concentracionescomprendido entre
10 y 100 ng, para cada una de las aminas. Los anchos de pico obtenidos para los
diferentes compuestos son smilares y se pueden apreciar distribuciones
aproximadamente gaussianas de |os perfiles de concentracion de las manchas, para los

analitos separados.

Si se comparalaFiguraV .4, con su homdloga, FiguralV.9, correspondiente ala
determinacion de poliaminas sin surfactante, se observa una disminucion del ancho de
pico, para los diferentes sustancias y concentraciones, que esta de acuerdo con los
resultadosanteriormente comentados. Por otraparte, puede verse unaaumento importante

delarelacion sefial/ruido, tal y como se discute en el siguiente apartado de este Capitul o.
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TablaV.4.- Valores de R, para cada una de las poliaminas estudiadas. Fase
estacionaria: Gel de Silice. Fasemovil: Cloroformo: TEA: POLE (8:4:5%)
(v:vim). C,ina =30 NQ

o _ _ Espermidin _
Experiencia(n®)  Putrescina  Cadaverina Espermina
a
1 0.58 0.71 0.75 0.86
2 0.54 0.65 0.72 0.85
3 0.58 0.57 0.73 0.86
4 0.55 0.70 0.74 0.88
5 0.56 0.67 0.73 0.87
6 0.54 0.69 0.75 0.89
7 0.55 0.65 0.75 0.88
0 0.56 0.68 0.74 0.87
S 0.02 0.03 0.01 0.01

TablaV.5.- Parametros cromatograficos significativos paralas
separacionesdelaspoliaminasdansiladas. Fase estacionaria:
Gel de Silice. Fase movil: Cloroformo:Trietilamina: POLE
(8:4:5%) (v:v:im).

Poliaminas Rl CV (%) R
Putrescina 0.56+0.015 3.04
3
Cadaverina 0.68+0.023 3.82
3
Espermidina 0.74+0.010 1.62
2.4

Espermina 0.87+£0.012 161
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FiguraV.4.- Cromatogramas tridimensionales y sus respectivos mapas de contorno,
registrados a 8,,=338 nm 8 ,,=502 nm, de una mezcla de derivados
dansilados de (1) Putrescina, (2) Cadaverina, (3) Espermidina y (4)
Espermina, después de su elucion con Cloroformo:Trietilamina:POLE

(8:4:5%), en cantidades comprendidas entre 10-100 ng. Rendijas: 5 nm.
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V.4.- EFECTODE LA ADICION DE SURFACTANTE A LA FASE MOVIL EN
LA RELACION SENAL/RUIDO.

Parala determinacion de larelacion sefial/ruido en lamedida de la fluorescencia
sobre |os soportes de Gel de Silice, después de eluidas las poliaminas dansiladas, con la
fase movil conteniendo POL E como aditivo, se hahecho uso de la expresion comentada
en el Capitulo 11 [173]. Se han realizado un minimo de siete determinaciones para la
obtencion de cada uno de los parametrosincluidos en lacitadaexpresion. LaTablaV.6
recoge |os datos correspondientes ala sefiadl del blanco, y alasefial analitica, paracada
una de las poliaminas dansiladas estudiadas, después de ser eluidas con la fase movil

Cloroformo: Trietilamina: POLE.

Con finescomparativos, también se han determinado | osval ores correspondientes
delarelacion sefid/ruido, sin adicion de surfactante alafase movil, manteniendo iguales

las restantes condiciones experimental es.

Losvalores delarelacion sefial/ruido determinados, parafases movilescony sin
adicion de surfactante, se recogen en la Tabla V.7. Como puede observarse, la
incorporacion de POLE en la fase movil aumenta la relacion sefial/ruido entre 4.5y 9

VECES,

TablaV.6 .- Sefidesdel blancoy delas poliaminas sobre Gel de Silice,
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después de eluidas con la fase mévil Cloroformo: TEA:
POLE (8:4:5%). C,;. = 30 Ng.

Experiencia(n®) Blanco Putrescina Cadaverina Espermidina Espermina
1 44 248 244 199 183
2 449 247 246 196 182
3 44.2 244 245 198 183
4 44.8 245 243 199 184
5 44.6 246 244 197 181
6 43.1 250 245 198 183
7 43.3 247 244 199 182
0 44.12 246.71 244.43 198.00 182.57
S 0.711 1.976 0.976 1.155 0.976

TablaV.7.- Efecto de la presencia de surfactante en larelacion

sefia/ruido. C,,, = 30 ng.
Relacion SN
Poliaminas
Sin Surfactante Con Surfactante
Putrescina 22.12 96.46
Cadaverina 18.29 165.88
Espermidina 18.70 113.47
Espermina 17.25 114.65

V.5.- CARACTERISTICASANALITICAS.




160 Capitulo V

Al intentar establecer las curvas de calibrado, se ha encontrado que laintensidad
de fluorescencia relativa, dada como altura de pico, no es una funcion lineal de la
concentracion de los derivados dansilados de las poliaminas, sSino que se encuentran
desviaciones hacia €l ge de abscisas, a atas concentraciones de amina. Estas
desviaciones son mayores que | as obtenidas en ausenciade surfactante. Posiblementelos
fenomenos de auto-quenching son en este caso mas intensos como consecuencia de

obtenerse manchas con menores diametros.

Las funciones de calibracion, relacion entre altura de pico y cantidad de amina
aplicada, fue determinada como unaregresion polindmica de segundo grado en el rango
de concentraciones estudiadas, de 0 a 85 ng para cada amina. Como se observa en la
Tabla V.8, los cuadrados de |os coeficientes de correlacion varian entre 0.998 y 0.999.

Las curvas de regresion se han representado en laFigura 'V .5.

TablaV.8.- Datos obtenidos en la regresion correspondiente alas

poliaminas .
Poliamina Curvas de Calibracion r’ Sy
Putrescina Y =(42.98+5.30)+(4.43+0.18)X-(1.1+0.1)-102X? 0.998 7.149
Cadaverina Y =(42.50+4.46)+(4.45+0.15)X-(1.1+0.1)-10°X? 0.999 3.595
Espermidina  Y=(37.23+3.00)+(3.6620.11)X~(9.5+0.7)-10°X? 0.999 5.677
Espermina Y=(37.12+2.96)+(3.29+0.10)X-(9.1+0.7)-10°X? 0.999 8.181

Cuando & método fue aplicado a una serie de siete muestras conteniendo 30 ng

de cada amina, los errores relativos hallados, para un nivel de confianza del 95%, se
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FiguraV.5.- Curvas de calibrado de los derivados dansilados de: (1)
Putrescina, (2) Cadaverina, (3) Espermidinay (4) Espermina,
separados por HPTL C con Cloroformo: TEA:POLE (8:4:5%)
(v:iv:im), como fase movil y Gel de Silice como fase

estacionaria.
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encuentran entre 0.40y 1.07% .

EnlaTabla V.9 se recogen los parametros estadisticos més representativos del

método analitico establecido, asi como los limites de deteccion cal culados.

TablaV.9.- Parametrosestadisticosrepresentativosdel método analitico

propuesto paraladeterminacion de poliaminas por HPTLC.

Amina LD(ng) Su CV (%) E(%)
Putrescina 0.28 0.34 1.16 1.07
Cadaverina 0.29 0.13 0.44 0.44
Espermidina 0.35 0.24 0.84 0.78
Espermina 0.39 0.24 0.80 0.74

Las desviaciones estandar relativas se pueden considerar pequefias. La mayor

dispersion de resultados es de un 1.16% y corresponde a la Putrescina.

Los limites de deteccion, expresados como la cantidad de amina cuya sefia

corresponde a valor medio del blanco mas tres veces la desviacion estandar del blanco,

se encuentran entre 0.28 y 0.39 ng, valores 10 veces menores gue los obtenidos en

ausenciadesurfactantey comparabl esal os obteni dos con otrastécni cas cromatograficas.

Confines comparativos, en laFiguraV.6 se muestran cromatogramasde HPTLC

para mezclas de 30 ng de cada una de las poliaminas en estudio, con la misma fase

estacionaria, utilizando fases moviles con y sin adicion de POLE. La observacion pone

de manifiesto las ventajas que representa el empleo de fases moviles con adicion de
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FiguraV.6.- Cromatogramas de unamezclade 30 ng de cada uno delos dansil derivados de (1) Putrescina, (2) Cadaverina, (3)
Espermidinay (4) Espermina después de su elucion con (A) y sin (B) laadiciéon de un 5% m:v de POLE alafase
movil. 8,.= 338 nm, 8,,= 505 nm Rendijas. 5 nm.
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surfactante.

V.6.- APLICACIONESANALITICAS.
V.6.1.- Determinacion de poliaminas en tejidos vegetales.

El método establecido fue aplicado, en primer lugar, a la determinacion del
contenido en poliaminas en tegidos del fruto del platano, sometido a diferentes
tratamientos, con o sin adicion de reguladores del crecimiento o en presencia de

inhibidores de la sintesis de poliaminas.

Para comparar |os resultados obtenidos por el método propuesto, la separacion y
cuantificacion de derivados dansilados en este tgjido, también sellevo acabo por HPLC.

L os valores obtenidos por ambas técnicas no difieren en més del 10%.

Laidentificacion de cadaaminase confirmo, por adicion alamuestrade cadauno

delosanditos. La TablaV.10 muestralos resultados obtenidos.

La Figura V.7 muestra un cromatograma representativo de la separacion de

poliaminas en una muestra vegetal, en las condiciones experimental es expuestas.

TablaV.10.- Contenido de poliaminas en tejido de fruto de platano. Los

valores son dados como pg-g* de peso fresco.




164 Capitulo V

480 -
460 3
440 |
420:
400:
380:
360:
340:

IFr

320 -
300 A
280 -

260 ]
240 ]
220 ]
200 ]

180 ! 1 ! 1 ! 1 ! 1 ! 1 ! 1 ! 1
10 20 30 40 50 60 70 80

mm

FiguraV.7.- Cromatograma de una muestra vegetal que contiene
derivados dansilados de: (1) Putrescina, (2) Cadaverina, (3)
Espermidina y (4) Espermina. Fase estacionariac Gel de
Silice. Elucion con Cloroformo: Trietilamina:POLE (8:4:5%)

(v:ivim). 8,.=338 nm, 8,,=502 nm Rendijas:10 nm
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Muestra Putrescina Espermidina Espermina
1 294.2+10.2 24.2+0.9 29.6+0.9
2 284.9+10.0 22.7+0.8 24.9+0.9
3 401.5+12.3 28.2+1.0 24.9+0.9

Mediay desviacion estandar (n=3)

V.6.2.- Determinacion de poliaminas en muestras de cerveza.

También el método propuesto se haaplicado aladeterminacion delas poliaminas
presentes en muestras de cerveza. Como se indica en la Parte Experimental, el Gnico

tratamiento a que se someten las muestras, antes de la dansilacion, esladesgasificacion.

La Tabla V.11 recoge las concentraciones de poliaminas encontradas en tres
muestras de cerveza comercial. Los valores son similares a los encontrados por otros
autores. Las recuperaciones encontradas cuando una cantidad conocida se afiadio alas

muestras de cerveza seincluyenenlaTablaV.12.

A modo de conclusion, puede indicarse que € método propuesto para la
separacion por HPTLC de poliaminas y deteccion por medidas “in situ” de la
fluorescencia emitida, presenta limites de deteccion comparables a los obtenidos con
otras técnicas cromatograficas y no implica procesos de clean-up o preconcentracion.
Ademas, como con otros métodos de HPTLC, varias muestras pueden ser analizadas

simultaneamente, con el consiguiente ahorro en el tiempo de andlisis.

TablaV.11.- Contenidos de poliaminas en tres muestras de cerveza

comercial.
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Concentraciones encontradas (mg-™) / Muestras comerciales

Poliamina
1 2 3
Putrescina 7.15+0.15 4.68+0.15 3.46+0.18
Cadaverina 1.07+£0.02 0.38+0.01 0.35+0.02
Espermidina 1.34+0.03 0.26+0.01 2.62+0.11
Espermina 1.19+0.05 0.49+0.02 0.63+0.01

Mediay desviacion estandar (n=3)

Table V.12.- Recuperaciones de poliaminas en muestras de cerveza

comercial después de afadir 30 ng de cada amina.

Recuperaciones (%)

Poliamina
1 2 3
Putrescina 97.4 98.9 100.8
Cadaverina 100.2 99.9 100.1
Espermidina 102.3 101.1 101.3
Espermina 102.9 102.0 101.9

El método propuesto puede ser usado para €l estudio de procesos de interés
bioquimico o fisioldgico, en los cuales participen |as poliaminas, 0 en la determinacion

de poliaminas en muestras de diferente natural eza.

En la Figura V.8 se muestra la separacion de poliaminas en una muestra de
cerveza en las condiciones experimental es establecidas.




Determinacion de poliaminas por HPTLC en presencia de surfactantes 167

160 -
135 -

110 A

IFr

85

60 - 3

35 T L] T T T T T T
10 20 30 40 50

mm

FiguraV.8.- Cromatograma de una cerveza, que contiene derivados
dansilados de: (1) Putrescina, (2) Espermidina y (3)
Espermina. Fase estacionariaz Gel de Silice. Elucion con
Cloroformo: Trietilamina:POLE (8:4:5%) (v:v:m).
8oc=338nm, 8,,=502 nm Rendijas:10 nm
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VI.1.- INTRODUCCION.

L as aminas biogeénicas pueden encontrarse en una gran variedad de alimentos y
bebidas. [224-226]. Normamente, su existencia se ha asociado a productos en cuya

elaboracion han tenido lugar procesos de maduracion o de fermentacion.

Altos contenidos de estas sustancias, y especiamente de Histamina, han sido
relacionados con algunos efectos fisiol0gicos en e hombre. Ademas, €l etanol y algunas
aminas biogénicas, tales como Putrescina, Cadaverina, Tiramina, Triptaminay $-

Feniletilamina, pueden actuar como potenciadores de latoxicidad de la Histamina[21].

Entre los aimentos en que se ha descrito la presencia de diversas aminas
biogeénicas, la cerveza puede considerarse representativa. La presencia de Histamina 'y
Tiramina en cervezas, ha sido demostrada por numerosos investigadores. Sin embargo,
los datos existentes sobre las cantidades de éstas y otras aminas, en esta bebida, son
real mente escasos [227-234].

Por otra parte, agunas poliaminas han sido propuestas como indicadores
potenciales de la posible baja calidad de las materias primas empleadas para la
elaboracion, o defaltade higiene en las condiciones de preparacion de ciertos productos
[98, 235-237].

Para estudiar las implicaciones, tanto tecnologicas como toxicologicas, de las
poliaminas en cervezas, seria necesario disponer de métodos analiticos apropiados. En
tal sentido, se han descrito diferentes métodos cromatégraficos parala determinacion de
aminas biogénicas en alimentos, con la utilizacion de distintas técnicas de separacion,

como € intercambio i6nico, o la utilizacion de fases estacionarias C-18; laformacion de
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derivados pre- o post-columna con o-Ftaldehido, Fluorescamina o Cloruro de Dansiloy
el uso de detectores UV o de fluorescencia[72, 98, 121, 238].

En este Capitulo, se aportan datos acerca del contenido en las poliaminas:
Putrescina, Cadaverina, Espermidinay Espermina, en diferentes muestras de cervezas
comerciales. Con tal finalidad se utiliza e método de determinacion por HPTLC y
deteccion fluorescente descrito anteriormente. Como se hacomentado, dicho método, que
presenta limites de deteccion inferiores a ng, no implica procesos de clean-up o
preconcentracion. Ademas, como sucede con otros métodos de HPTLC, pueden ser
analizadas varias muestras simultaneamente, con e consiguiente ahorro de tiempo de

andlisis.

En otro orden de cosas, € analisis quimico, en combinacion con lainterpretacion
multivariante de datos, puede proporcionar unaherramientainteresante parael control de
calidad enlaindustriaaimentaria, mediantelarelacion de objetosy/o variablessimilares.
Lastécnicas de clasificacion y correlacion han sido usadas paratipificar diferentestipos
de alimentos como: destilados [239-242], almendras [243], vinos [244-246], zumos de
frutas [247-248], té [249], café [250-251], etc.

El primer paso del andlisismultivariante esel andlisis de exploracion, que permite
la visualizacion y el conocimiento de los datos, asi como la seleccion de las variables

utiles.

En el segundo paso se trata de reducir la dimensionalidad del problema original,
de tal forma que en el proceso se pierdala menor cantidad posible de informacion en e
proceso [252]. Los métodos mas empleados son €l Analisis de Componentes Principales
y €l Andlisisde Factores. Ambos permiten representar |os datos m-dimensionales en una
matriz con un numero reducido de dimensiones, llamadas componentes principales o
factores, respectivamente, que son combinacioneslinealesdelasvariables originales. El
procedimiento mas usual pararealizar dichos andlisis es la preparacion de la matriz de

correlacion, laextraccion delosfactoresinicialesy laposibilidad de reduccién de datos,
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y larotacion de lamatriz en busgueda de factores mas facilmente interpretables [253].

El tercer paso consiste en un andlisis de clasificacion, que pretende reunir los
objetos en una categoriadeterminada, mediante el analisis de clusters o por imposiciones
dadas por las exigencias practicas. Los puntos son agrupados basandose en la cercania

o similaridad entre clusters, que es reflgjo de la semejanza entre sus propiedades [254].

En este Capitul o seintenta, asimismo, establecer relacionesentrel osdistintostipos
de cerveza, en funcién de las cantidades de las poliaminas estudiadas. Putrescina,

Cadaverina, Espermidinay Espermina.

VI.2.- CONTENIDO DE POLIAMINAS EN CERVEZAS.

Con objeto de determinar el contenido en Putrescina, Cadaverina, Espermidinay
Esperminaen cervezas comerciales, se ha utilizado un conjunto de diecisiete muestras,
adquiridas en diferentes establecimientos de la isla de Tenerife, escogidas a azar, sin
tener en cuenta su origen, lugar de envasado, materias primas utilizadas o procesos
industriales empleados. Los datos de identificacion y las caracteristicas disponibles de

|as mismas se encuentran en la Tabla V1.1.

En cuanto al método de andlisis, se ha utilizado €l establecido en e Capitulo
anterior y descrito en la Parte Experimental. La muestra de cerveza, previamente
desgasificada por agitacion, es sometida a dansilacion asistida por microondas. El
extracto dansilado se analiza por HPTLC, con deteccion fluorescente, usando Gel de
Silice como fase estacionaria y cloroformo: TEA:POLE (8:4:5%) (v:v:m) como fase
movil. Las distintas poliaminas se han identificado en base a los tiempos de retencion

obtenidos con disoluciones patron.

Con objeto de comprobar la aplicabilidad del método de andlisis propuesto, al
conjunto de muestras de cerveza, se han realizado estudios de recuperacion. En tal

sentido, alicuotas de las distintas muestras fueron enriquecidas con una mezcla de las
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cuatro poliaminas consideradas, de formaque el contenido final de cadaunadeellas, en
las respectivas muestras, era de 30 ng. Los resultados obtenidos en las distintas
determinaciones, expresados como val oresmedios de porcentaj esderecuperacion, sehan

agrupado en laTabla VI.2.

Después de calcular la recuperacion media de cada amina, se ha verificado,
mediante €l test de lat de Student, que no existen diferencias significativas entre la
recuperacion mediaencontradaparacadaaminay el valor tedrico del 100%. No obstante,
al considerar el conjunto delos valores obtenidos para cadaunade las poliaminasy para
cada una de las muestras, se observan valores que, en general, pueden considerarse
bastante uniformes. Los val ores medios de las recuperaciones halladas, paracadauna de
las poliaminas, oscilan entre 89.85 y 98.04%, con interval os de variacion mayores para
laPutrescinay Espermina. Por otraparte, s seconsideran | os porcentajesderecuperacion
obtenidos para € conjunto de las cuatro poliaminas, en cada una de las muestras de
cerveza analizadas, se observa que lamayoria de |os resultados son proximos a 100 %.
No obstante, se algjan considerablemente de este comportamiento, las muestras de

cervezaMahou y las de cerveza Dorada.

En la determinacion de los contenidos en cada una de las cuatro poliaminas
consideradas, en |as diecisiete muestras de cerveza, se han obtenido los resultados que

se presentan en laTablaV1.3.

Aungue no se encuentran valores muy dispares entre si, se observan diferencias
considerables en las concentraciones halladas para las distintas poliaminas. En general,
los mayores contenidos corresponden a la Putrescina, seguidos de los que presentan la
Espermina y la Espermidinag, siendo la Cadaverina la que suele mostrar |os menores
valores. La Tabla V1.4 presenta los valores maximos y minimos, asi como las medias

correspondientes a |l as concentraciones halladas para las cuatro poliaminas.

En términos relativos, las concentraciones de Putrescina encontradas en las

muestras analizadas, son ligeramente superiores a los hallados por otros autores para
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cervezas manufacturadas en Italia[228] , Américadel Nortey Europa [227]. Destacan
las diferencias que se observan entre algunas muestras. Asi, mientras que solo dos
muestras presentan concentraciones proximas al valor medio (7.22 mg/ml) del conjunto,
un grupo presenta contenidos que oscilan entre 12.21 'y 19.63 mg/ml, mientrasque en las

restantes muestras |os valores se encuentran comprendidos entre 2.33 y 4.67 mg/ml.

L as concentraciones obtenidas para |as otras tres poliaminas son similares a las
halladas por otros autores [121, 255, 228]. En € caso de |la Cadaverina, Esperminay
Espermidina, los contenidos hallados son considerablemente uniformes. Excepto algun
valor puntual, los valores establecidos, para aguellas muestras que presentan
concentraciones cuantificables, oscilan, como méximo, arededor de 0.5 unidades

respecto a valor medio establecido para cada amina.

En otro orden de cosas, debe sefialarse que los cromatogramas obtenidos a
analizar las muestras de cerveza, previamente sometidas a dansilacion, presentan picos

diferentesalos correspondientesalaPutrescina, Cadaverina, Esperminay Espermidina,.

Con objeto de establecer |a presencia de otras aminas en las muestras de cerveza,
no consideradas iniciamente, se han intentado identificar dichos picos con el empleo de
diferentes aminas patron. Como resultado delasexperienciasrealizadas, puede afirmarse
gue no se ha detectado Histamina en ninguna de las muestras analizadas. Sin embargo,
en todas las muestras estudiadas se encontro la presencia de Hordenina 'y Tiramina,
aunque no fueron cuantificadas. Se ha constatado, ademés, la existencia en las muestras
de otros dos compuestos que no hemos podido identificar. Las Figuras V1.1 y VI.2

muestran cromatogramas repreeentativos.




176 Capitulo VI

TablaVI.1.- Caracteristicas de |as muestras de cerveza estudiadas

Muestra Cerveza | dentificacion Origen Envasado % Grado Alc.
1 Skol Export Quality  Espaiia Espafia 4.3
2 Tuborg Gold Label Dinamarca  Dinamarca 55
3 Stella Artois PremiumLager  Bélgica Bélgica 5.2
4 Feier Premium Alemania Espafia 51
5 Konig Pilsen Alemania Alemania 4.9
6 Moretti Pilsen Italia Italia 4.5
7 Holbrand Lager Holanda Espania 5.0
8 Carlsberg Normal Holanda Espafia 5.0
9 Budweiser Genuine ReinoUnido Espaia 5.0

10 Sterling BlondedeLuxe Holanda Holanda 5.0
11 Dortmunder Premium Alemania Espania 5.0
12 Bavaria Normal Holanda Espania 5.0
13 Heineken Premium Holanda Espania 5.0
14 Cruz Campo Pilsen Espania Espania 5.0
15 Mahou Clésica Espafia Espafia 4.8
16 Dorada Pilsen Espania Espania 4.5
17 Dorada Especia Espana Espana 5.5
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TablaVI.2.- Valores medios para recuperaciones de poliaminas en cervezas.

Recuperacion (%)

Muestra
Putrescina Cadaverina Espermidina Espermina
Skal 103.8 100.5 99.7 109.2
Tuborg 100.5 91.3 92.9 111.6
Stella Artois 85.7 99.6 84.5 106.7
Feier 85.2 99.8 116.5 90.1
Konig 113.3 113.0 103.8 1174
Moretti 88.3 102.5 110.3 114.2
Holbrand 75.2 105.7 124.8 139.5
Carlsberg 97.2 101.9 111.5 113.1
Budweiser 95.1 99.3 105.2 109.5
Sterling 73.8 100.4 91.8 106.7
Dortmunder 114.4 1185 103.7 122.6
Bavaria 89.1 1104 92.8 101.2
Heineken 102.5 92.0 106.0 924
Cruz Campo 95.3 817 97.4 95.1
Mahou 68.3 78.8 777 80.7
Dorada 777 87.9 71.0 71.7

Dorada Especial 62.1 83.3 71.0 68.8
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TablaV1.3.- Concentraciones de poliaminas encontradas en cervezas

Canira (HG/M)
Muestra
Putrescina Cadaverina Espermidina Espermina

Skol 2.31 0.20 0.71 0.64
Tuborg 4.29 0.26 0.57 0.67
Stella Artois 12.21 0.58 0.57 0.87
Feier 13.14 0.87 1.14 1.07
Konig 12.24 0.70 1.45 0.99
Moretti 19.63 0.70 1.34 1.19
Holbrand 7.84 0.43 0.54 0.43
Carlsberg 4.15 0.46 1.28 1.10
Budwei ser 4.67 0.38 0.26 0.49
Sterling 8.85 0.52 0.60 1.01
Dortmunder 3.38 0.52 2.65 1.62
Bavaria 12.95 0.35 0.48 0.70
Heineken 4.65 - - 1.57
Cruz Campo 3.22 - - 157
Mahou 2.23 - - 1.48
Dorada 3.08 - - -

Dorada 3.91 - - -
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FiguraVI.1.- Cromatograma de una muestra de cervezadansilada. (1) No
identificado, (2) Putrescina, (3), Cadaverina, (4)
Espermidina, (5) Tiramina, (6) Esperminay (7) Hordenina.
Fase estacionariaz Gel de Silice. Elucién con
Cloroformo: TrietilaminaPOLE (8:4:5%) (v:v:m). 8,,.=338

nm, 8,,=502 nm. Rendijas: 5 nm
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FiguraV1.2.- Cromatograma de una muestra de cerveza dansilada. (1) No
identificado, (2) Putrescina, (3) No identificado, (4),
Cadaverina, (5) Espermidina, (6) Tiraminay (7) Hordenina.
Fase estacionariaz Gel de Silice. Elucion con
Cloroformo: TrietilaminaPOLE (8:4:5%) (v:v:m). 8,,.=338

nm, 8,,=502 nm. Rendijas: 5 nm.
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TablaV1.4.- Vaores minimos, maximosy medias de las concentraciones

de poliaminas en muestras de cerveza.

Poliaminas Concentraciones (mg/ml)

Vaoresminimos Vaoresmaximos Vaoresmedios*

Putrescina 2.23 19.63 7.22
Cadaverina - 0.87 0.50
Espermidina - 2.65 0.97
Espermina - 1.62 1.03

* Contenidos a considerar Unicamente las muestras en que han podido
cuantificarse las poliaminas

V1.3.- TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOSRESUL TADOS.

Los resultados comentados en e apartado anterior, muestran una cierta
variabilidad en el nUmero de componentes cuya presencia se pone de manifiesto en
HPTLC, asi como en la intensidad de fluorescencia emitida por los mismos, en las
diecisiete muestrasde cervezaanalizadas. Este nUmero de muestrasno es suficientemente
grande como pararealizar un estudio estadistico riguroso. Sin embargo, hemos querido
comprobar, al menosanivel detendencias, si seriaposibleagrupar o diferenciar, distintos
tipos de cervezas, en funcién del contenido en poliaminas biogénicas. También podriaser
deinterésconocer s laexistenciade determinadas poliaminasen untipo decerveza, lleva
asociadalapresenciade otras. Paraconseguir lainformacion primaria, se aprovechaque
la determinacion de varias poliaminas en distintas muestras de cerveza, segun el

procedimiento descrito en esta Memoria, es relativamente ssimple 'y répida.

Con lafinalidad expuesta, se han realizado estudios de correlaciones, de andlisis
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defactoresy de Clusters. Paralaconstruccion delamatriz de correlaciones, primer paso
arealizar paralos distintos estudios estadisticos, se han utilizado como datos quimicos

las concentraciones halladas para cada poliamina, recogidas en la Tabla V1.3.

Analisis de correlaciones

Lamatriz de correlaciones se haobtenido apartir delamatriz de datos originales,
preprocesados por latécnicadel autoescalado, que consiste en latransformacion de cada
valor puntua de las distintas variables, mediante la sustraccion del valor medio

correspondiente y division por lavarianza.

EnlaTablaV1.5 serepresentalamatriz de correlaciones obtenida, indicandose en
negrilla aguellas correlaciones que presentan valores superiores a 0.7. Asimismo, entre

paréntesisy en cursiva, se han incluido los correspondientes niveles de significacion.

TablaV1.5.- Matriz de correlaciones para las variables consideradas.

Variables

Putrescina  Cadaverina  Espermidina Espermina

Putrescina 1.0000 0.7464 0.3052 0.0650
(0.0000) (0.0006) (0.2335) (0.8043)
Cadaverina 0.7464 1.0000 0.7054 0.1503
(0.0006) (0.0000) (0.0016) (0.5648)
Espermidina 0.3052 0.7054 1.0000 0.3630
(0.2335) (0.0016) (0.0000) (0.1522)
Espermina 0.0650 0.1503 0.3630 1.0000

(0.8043) (0.5648) (0.1522) (0.0000)

Se observa que, entre las variables Putrescina y Cadaverina, asi como entre
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Cadaverinay Espermidina existen correlaciones elevadas

Sin embargo, € resto de los valores de correlacion son de poca significacion. En

este sentido destacan aguellas en las que interviene la Espermina.

Andlisis de factores

El andlisis de factores es una técnica que consiste en resumir la informacion
contenida en una matriz de datos, basandose en |as relaciones que exhiben las variables
entre si y mediante la construccion de un conjunto nuevo reducido de variables, como
resultado de transformaciones matematicas de los datos originales. El método deandlisis
de factores construye un espacio multidimensional reducido en que las nuevas variables

son combinaciones lineales de las variables originales.

A partir de lamatriz de correlaciones, el andlisis de factores extrae otra matriz,
denominada Matriz Factorial, en que cada columna es un Factor y el nimero de filas
coincide con el de variables. L os coeficientes que aparecen en lamisma, se conocen con

el nombre de pesos, weights o loadings.

Al redizar €l andlisis de factores sobre las variables correspondientes a las
diecisiete muestras analizadas, se obtienenlosautoval ores (el genval ues), comunalidades

y varianzas, expuestas en laTabla V1.6.

Lacomunalidad debe entenderse como lavarianzatotal de unavariable explicada
por lacombinacion detodos|osfactores comunes. LaTablaVI1.6 muestraque, todaslas
variables, excepto la Espermina, presentan comunalidades superiores a 0.6, por 1o que

debe entenderse que estan bien representadas por estos factores.

TablaVI.6.- Andisisfactoria delamatriz de datos.
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Variable Comunalidad Factor Autovalor Varianza(%) Varianzaacumulada
Putrescina 0.65971 1 2.27550 56.9 56.9
Cadaverina 0.81579 2 1.04835 26.2 83.1
Espermidina 0.66409 3 0.56972 14.2 97.3
Espermina 0.16658 4 0.10643 2.70 100.0

Paraescoger el numero de factores que explican el sistema, es necesario examinar
la proporcion de varianza explicado por cada factor por separado, y por e conjunto de
factores mas significativos. Segun el criterio de Kaiser [256], se eligen aquellos factores
gue presentan un autovalor mayor que uno. En la Tabla V1.6 , se observa que los dos
primeros factores tienen autoval ores mayores que launidad y que, por otra parte, estos
explican e 83.1% de la varianza total del sistema. Por lo tanto, se han escogido dos

factores para explicar €l sistema.

Lamatriz defactoresdelaTablaV1.7, muestrael peso quetiene cadavariable en
cada uno de los factores. Cuanto mas ato sea el coeficiente de ponderacion para una
variable en un determinado factor, mayor influenciaposee dichavariable sobre e factor.
Dentro de un mismo factor, presentan correlaciones aquellas variables que muestran
coeficientes de ponderacion altos. Si las cargas atas se presentan en dos factores

distintos, las variables no estarian correl acionadas.

En e primer factor, que explica el porcentaje mayor de varianza (56.9%), las
variables con mayor influencia son Putrescina, Cadaverina y Espermidina, que estan
altamente correlacionadas, y de forma positiva. Este comportamiento coincide con lo

observado en la matriz de correlaciones.

En e segundo factor, con e 26.2%, solo muestra un peso importante la variable

Espermina, que no parece mostrar correlacion importante con las demas.
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En ocasiones, la realizacion de una rotacion factorial Varimax permite obtener
soluciones con una mayor significacion quimica. Paraello, se maximizalavarianzade
cada factor, de manera que & numero de variables con coeficientes de ponderacion
intermedios disminuye y, sin embargo, aumenta el niUmero de variables con cargas muy
altaso muy bajas. Larotacion Varimax acentlalas cargas altasy minimizalas pequefias.
En nuestro caso, la aplicacion de larotacion Varimax acentlialos pesos de las variables
Putrescina y Cadaverina en € Factor 1, mientras que la Espermina sigue siendo la
variable de mayor importancia en el Factor 2. El resultado de la rotacion de la matriz

factorial se exponeenlaTablaVl.8.

EnlaFiguraV1.3, serepresentan las variables en e espacio bidimensional delos

dos factores, después de efectuada la rotacion Varimax de la matriz.

Atendiendo alos resultados del andlisis de factores, cabria pensar que € estudio
de unadelasvariables que posea un peso estadistico elevado en el Factor 1, frenteauna
variable que sature &l Factor 2, permitiria clasificar los distintos tipos de cerveza. Con

este objetivo se llevo acabo un andlisis de Clusters.

TablaVI1.7.- Matriz Factoria

Variable Factor 1 Factor 2
Putrescina 0.76466 -0.45316
Cadaverina 0.94143 -0.21923
Espermidina 0.81203 0.28445
Espermina 0.38097 0.84500

TablaV1.8.- Matriz factorial tras una rotacion Varimax
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FiguraV1.3.- Grafico de distribucién de variables en el espacio generado

por los dos factores.
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Variable Factor 1 Factor 2
Putrescina 0.88559 -0.07602
Cadaverina 0.94320 0.21147
Espermidina 0.60786 0.60894
Espermina -0.02390 0.92660

Andlisis de clusters

El primer paso del andlisis de clusters consiste en seleccionar las variables de
mayor importancia para la identificacion de los grupos. Esta seleccion de variables se
realizo en base ala distribucion que se obtuvo como resultado del andlisis de factores.
Como consecuencia, se seleccionaron las variables Cadaverinay Espermina, ambas con

un peso importante sobre los factores 1 y 2, respectivamente.

A continuacion, se llevo a cabo un andlisis jerarquico de clusters, usando €
método de las distancias minimas (single linkage), también conocido como del "vecino
mas proximo” (K-Nearest Neibourgh), que consideraladistanciaentre dos objetos como

|a menor existente entre los mismos.

Se ha empleado el método divisivo para obtener el dendograma, que considera
todos|os objetosformando parteinicialmente deun tnico grupoy luego losvadividiendo

en otros mas pequefios, hasta obtener tantos grupos como objetos.

La Figura V1.4 muestra la agrupacion adoptada por las diferentes muestras de

cerveza estudiadas, cuando se representan las variables seleccionadas.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que la mayoria de las muestras
analizadas quedan distribuidas en dos grupos principales, mientras que las restantes
guedan excluidas. Esntre estas Ultimas, lasmuestras 16y 17, correspondientesalamarca

Dorada, se caracterizan porque en ellas solo se cuantificala Putrescina, mientras que las
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muestras 13, 14y 15, corresponden a aquellas en |as que se no ha detectado Cadaverina
ni Espermidina. La cerveza Dortmunder, muestra 11, esla Unica entre las que presentan
concentraciones detectables de las cuatro aminas que no ha resultado agrupada en €l

andlisis de clusters.

Entrelas muestras que han quedado formando parte de las agrupaci ones definidas,
pueden encontrarse algunas tendencias. Asi, todas las muestras con contenidos en
Putrescinasuperiores a8 ppm se encuentran en un cluster, excepto lamuestral2. En otro
se encuentran | as cervezas con menores contenidos en Cadaverina, inferioresa0.50 ppm,
con la excepcion de la muestra 9 gque, por otra parte, tiene contenidos en Espermina
proximos a 1 ppm, a igual que el resto de las muestras de este grupo. Una situacion

similar encontrariamos para concentraciones iguales o inferiores a 0.70.

Por otra parte, puede observarse que el conjunto de muestras del primer clUster,
con contenidos de Cadaverina méas pequefios, presenta también las menores
concentraciones de Espermina. El otro grupo principal de muestrastiene contenidos méas
atos de las dos poliaminas. Cabe destacar el comportamiento de la muestra 11, cuyos
niveles de Espermina y Espermidina son los mas elevados en el conjunto total de
muestras estudiadas. Se agrupan por otro lado un conjunto de cervezasen lasque solo han

sido identificadas la Putrescina (16 y 17) o la Putrescinay la Espermina (13, 14 y 15).

Se podrian exponer otrasrelaciones, pero seguramente estamos ante unasituacion

cuya explicacion necesitaria de la aportacion de datos complementarios.

No obstante, podemos aventurar que, en ocasiones, distintos tipos de cervezas
pueden clasificarse en grupos diferentes, teniendo en cuenta sus contenidos en
poliaminas. Seguramente, €l tipo de materia prima, su calidad y cantidad, asi como
caracteristicas del proceso de fabricacion guardan relacion con la tendencia a formar

grupos descrita.
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LINEALIDAD Y CARACTERISTICAS
ANALITICAS ASOCIADAS A LA
CALIBRACION, EN HPTLC CON
DETECCION FLUORESCENTE
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VI1I.1.- INTRODUCCION.

En las medidas de fluorescencia sobre superficies solidas, la muestra penetra en
lamatriz solida, siendo excitadatanto enlasuperficie como dentro delamatriz del sélido
Por su parte, laradiacion fluorescente puede ser reflgjada o transmitidadesde el material
solido.

Casi todos|os material esempleados, cuando serealizan medidas sobre superficies
solidas, son medios atamente dispersantes, por |o que tanto la radiacion excitante como
laradiacion fluorescente se veran sometidas aprocesos de dispersion. Ademas, esposible

gue la propia superficie solida absorba radiacion excitante.

Pocos trabajos han sido desarrollados acerca de los aspectos teodricos de la
fluorescenciareflejada o transmitida desde una superficie solida. Pollak y Boulton [257]
usan la teoria de Kubelka-Munk [258] sobre radiacion transmitida en un medio
dispersante, paradesarrollar unateoriade fluorescencia sobre superficies solidas. Pollak
[259] discuteestateoriay su posible aplicacion en cromatografiaen capafina. Asimismo,
Goldman [260] utilizalateoria de Kubelka-Munk para desarrollar otra de fluorescencia
sobre soportes solidos.

Lateoriade Goldman, lamas directamente relacionada con lateoria de Kubelka-
Munk, tomaen consideracion las radiaciones de excitacion y de fluorescenciaen medios
dispersantes, para obtener dos pares de ecuaciones diferenciales. Un par corresponde a
la absorcion de radiacion de excitacion, en las direcciones transmitiday reflgjada, y el
otro par corresponde a la radiacion fluorescente en las mismas direcciones. Con
tratamientos matematicos adecuados, a partir de los dos pares de ecuaciones

diferenciales, Goldman obtiene dos ecuaci ones general es, que son muy compleasy, por
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tanto, de poca utilidad analitica. Sin embargo, para bajos niveles de fluorescencia y
valores relativamente altos de los coeficientes de dispersion, tanto de la radiacion

excitante como de la radiacion fluorescente, puede admitirse que:

" .2 4

Iy

donde:
J eslaintensidad de fluorescenciareflgjada,
l, eslaintensidad inicial de laradiacion excitante,
" eslaporcion de radiacion absorbida convertida en fluorescencia,
k representa el coeficiente de absorcion de la radiacion excitante,
s eséel coeficiente de dispersion de la radiacion excitante,

X representa el grosor del medio dispersante.

El término kx es proporcional ala cantidad de compuesto absorbente en la banda

de excitacion [261].

Laecuacion (1) no es utilizable en nuestro caso, porque cuando Goldman deriva
sus ecuaciones fundamentales asume que la superficie sdlida no absorbe la radiacion
excitante. Sin embargo, adsorbentescomunesutilizadosen TL C, talescomo Gel de Silice

y Alumina, absorben radiacion en el rango espectral aproximado de 225-340 nm [262].

Cuando €l sustrato es capaz de absorber radiacion, y cuando la concentracion de
sustanciafluorescenteesCx, lasexpresionesparalafluorescenciareflejaday transmitida,

se obtienen haciendo:

w e 3BCX

_ y kx * Cx % Lx
Cx % Lx

siendo L, € coeficiente de absorcion del soportey $, 1a eficiencia de fluorescencia. Se

obtendria asi la expresion [260]:
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0

O"Cx % Lx

Solamente cuando Cx es pequefio, comparado con L X, estas ecuaciones se hacen

lineales en Cx.

Por tanto, cabe esperar que las curvas de calibracion basadas en las medidas de

fluorescenciasobre superficies solidas, se gjusten normal mente afunciones polindmicas.

Por otra parte, lateoria de Goldman asume que el tamafio de particulas del medio
dispersante es uniforme. Sin embargo, las placas comerciales empleadas, presentan
particulas con un rango de tamafio determinado. Kortum [258] ha estudiado la
dependencia del coeficiente de dispersion con el tamario de particula, estableciendo que

aguel esinversamente proporcional a dicho tamafio.

Laecuacion (1) indicaque e término (4sx-kx/30) es importante para determinar
los tramos lineales de | as curvas de calibracion, asi como las respuestas relativas en 1os
tramos no lineales. Segun algunos autores [263], € tamafio de particula puede ser €l

principal factor entre los que contribuyen al valor de dichos términos.

Por otra parte, se suele asumir que la especie fluorescente se distribuye
uniformemente a través del medio dispersante. Aunque es muy dificil predecir
mateméaticamente el cambio de la fluorescencia, con la variacion del perfil de
concentracion, aprofundidades distintas del medio dispersante, Pollak [264] afirmaque,
mientras las determinaciones de fluorescencia en el modo de transmision, son cas
independientes deladistribucion del material analizado enlasdistintas capasdel soporte,
las medidas de fluorescencia en & modo de reflexion, usualmente utilizado en las
medi das de fluorescenciasobre superficies solidas, son extremadamente dependientesde

la distribucion de la concentracion.

De acuerdo con todo |o expuesto, parece necesario atribuir naturalezaindividual

a las curvas de calibracion, segun las condiciones experimentales en las que éstas se
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realicen. Aunque las placas actuales para Cromatografia en Capa Fina de Alta
Resolucion, presentan caracteristicas de tamafio de particula, distribucion de tamafiosy
grosor de capas, mucho mejores que las correspondientes a las placas de TLC
convencionales, en cadamétodo de andlisisque se establ ezcaes recomendable comprobar
el tipo de relacion existente entre la sefial fluorescente mediday las concentraciones de

fluoréforo.

En atencidn alo expuesto, en este Capitulo se estudialafaltade linealidad delas
curvas de calibrado de los derivados dansilados de la Putrescina, Cadaverina,
Espermidinay Espermina, utilizando placas de Gel de Silice de HPTLC, después de
eluidascon Cloroformo: TEA:POLE (8:4:5%)(v:v:m), con objeto de conocer laextension
de dichafatade linealidad y establecer criterios que permitan asegurar lafiabilidad de
losresultados. Ademés, secal culan|os principal es parametros utilizados paracaracterizar
los métodos de andlisis por HPTLC con deteccion fluorescente: sensibilidad, limite de

deteccion, precision y exactitud.

VI1.2.- CALIBRACION EN HPTLC.

L a determinacion cuantitativa de solutos separados mediante HPTL C, midiendo
laradiacion emitida por compuestos fluorescentes cuando son excitados alongitudes de
ondaapropiadas, sebasaenlamedidadel tamafio del pico, areao altura. En nuestro caso,
hemos basado el estudio en la medida de altura de pico.

Para establecer la relacion existente entre la respuesta del detector y la
concentracion de analito sobre la placa cromatografica, se han inyectado 7 muestras con
cantidades distintas de la mezcla de derivados dansilados. Cada una de |as inyecciones
se han llevado a cabo por triplicado. Después de eluidas las placas con
Cloroformo: TEA:POLE (8:4:5%), seleyeron lasintensi dades de fluorescenciamaximas

para cada uno de los analitos separados.

Ajuste Lineal
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Asumiendo quelarelacion entrelaseiial suministradapor el detector y lacantidad
(C,) del derivado dansilado, es del tipo:

Sefia =a+ b-C,

sehan establecidolascaracteristicasquimiométricasdelaregresionlineal. Losresultados
se han agrupado en laTabla VII.1, mientras que en laFigura VI1.1 se han representado

las rectas correspondientes a cada una de las aminas estudiadas.

El valor de R? suele considerarse una buena indicacion de la linealidad de las
curvas de calibrado. En nuestro caso, la regresion lineal presenta valores maximos de
0.978, que no pueden considerarse elevados para €l tipo de guste considerado. Por su

parte, las desviaciones estandar del gjuste (S;,,) son superiores, en todos |os casos, a 20.

Lalinealidad delas curvas de calibrado también puede expresarse por €l término
(1-DSR)-100, siendo DSR la desviacion estandar relativa de la pendiente de larecta de
calibrado [281]. Los valores asi obtenidos, para cada una de las aminas estudiadas, se
encuentran en la Tabla VI1.1 Como puede observarse, la linealidad calculada de esta
manera presenta valores que oscilan entre el 92.7% y 93.9% para la Espermina y
Cadaverina, repectivamente.

Los valores de los residuales, agrupados en las Tabla VII.2, no presentan una
distribucién simétrica alrededor de 0, tomando valores que llegan a alcanzar el 70%, a
concentraciones bajas de analito. Si tenemos en cuenta las tendencias observadas,
también con cantidades de aminas superiores a 150 ng, se obtendrian valores de los
residual es algjados de cero. Ladistribucion obtenidaparal osresidual es, sugiereun gjuste

curvilineo en larelacion sefial analitica-cantidad de poliamina.

TablaVIl.1.- Caracteristicas quimiométricas de laregresion lineal entre

la sefial analiticay la cantidad de poliamina.
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FiguraVIl.1.- Ajustelineal delascurvasde calibracion paralosderivados

dansilados de las poliaminas.
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Parametros Putrescina  Cadaverina  Espermidina  Espermina
a 76.30+15.24 75.08+14.74 66.16+12.84 64.96+12.25
b 2.77+0.18 2.82+0.17 2.23+0.15 1.93+0.14
R? 0.975 0.978 0.973 0.967
Sy 25.99 25.12 21.89 20.89
F 236.82 262.97 216.76 177.59
(1-DSR)-100 93.5 93.9 93.3 92.7

TablaVIl.2.- Residuales, expresados en porcentaje, determinados al
realizar un gjuste lineal de la relacion sefial-cantidad de

poliamina
Cantidades (ng) Residuales (%)
depoliaminas  Putrescina Cadaverina Espermidina Espermina

0 -73.41 -70.63 -50.37 -47.63
10 -15.59 -11.10 -16.46 -20.37
30 6.18 3.71 4.86 3.25
50 12.26 10.98 8.77 11.76
75 8.29 8.33 7.60 11.13
100 3.90 3.88 6.27 4.45
125 -0.95 0.19 1.57 -1.07
150 -6.56 -7.04 -9.06 -7.75

Unaindicacion delalinealidad o nolinealidad delas curvas de calibrado, también
puede obtenerse a partir de graficos que representen la variacion del tamario del pico
normalizado (sefial normalizada), frente al logaritmo de la concentracion o cantidad del
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analito considerado. La sefiad normalizada es la diferencia relativa entre la sefial
registrada (S) y laobtenida a partir de laecuacion de laregresion lineal. Su valor puede
calcularse mediante la expresion (S-a)/b-C,, siendo ay b laordenadaen el origeny la
pendiente, respectivamente, de la recta obtenida por gjuste lineal y C, la cantidad de
analito. Si los valores experimentales se gjustasen en su totalidad a una linea recta, €
logaritmo de la sefial normalizada tendria un valor cero, o proximo a cero, en todos |os
casos. En la Figura VII.2 se muestran los graficos resultantes de representar dicho

término frente a logaritmo de la cantidad de amina dansilada.

Pueden observarse importantes desviaciones de lalinealidad, especialmenteen el
caso representado, que corresponde a la determinacion de poliaminas por HPTLC,
utilizando lafasemovil queincorporael surfactante POLE. En este caso, y usando alturas
como medida del tamafio de pico, las desviaciones de la linealidad corresponden,

preferentemente, alas cantidades bajas de las poliaminas.

Con objeto de comprobar lainfluencia de lafalta de linealidad comentada, en la
exactitud analitica, se han cal culado los errores que se cometerian en las determinaciones
de cada analito, usando los respectivos gjustes lineales, para diferentes cantidades de las
poliaminas, dentro del rango estudiado. Los valores de dichos errores se encuentran

agrupados en laTabla V11.3.

Los resultados expuestos, asi como los obtenidos para los otros métodos
propuestos, ponen de manifiesto que, en general, para e andlisis de aminas por
cromatografia en capa fina, usando la fluorescencia como sistema de deteccion, la
calibracion lineal puede resultar inadecuada, ya que conduce a errores importantes
cuando setrabajacon concentracionesbajas. Sinembargo, |oserroresresultan aceptabl es,

especialmente para cantidades intermedias de | os analitos.

Tabla VII.3.- Errores asociados a la determinacion de

aminasapartir del gustelineal delascurvas
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FiguraVIl.2.- Representacion logaritmicade lasefial normalizadafrente
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alacantidad de amina, para un guste del tipo:

y=a+b-C,
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de calibrado.
Cantidad (ng) Errores relativos (%)
deaminapuesta  Putrescina ~ Cadaverina  Espermidina  Espermina
30 12.6 7.3 10.1 7.1
75 124 124 11.5 18.1
125 11 0.2 2.0 13

Sin embargo, de acuerdo con |0 expuesto anteriormente, para cantidades bajas de
amina, debe existir una relacion lineal entre la sefial cuantificada por el detector y la
cantidad de analito. Efectivamente paraconcentracionesde aminadansiladainferior alos
50 ng, es posible obtener relaciones lineales entre la fluorescenciamediday la cantidad
de amina inyectada, con valores de R? > 0.99. En la Tabla VII.4, se muestran los

resultados para la calibracion lineal en dicho rango.

TablaVIl.4.- Caracteristicasquimiométricasdelaregresionlineal sefial-

concentracion para cantidades de aminainferiores a 50 ng.

Parametros Putrescina Cadaverina  Espermidina  Espermina

a 4729+ 3.02 4841+3.87 4552+239 43.15+0.76
b 3.99+ 0.10 3.92+0.13 3.03+ 0.08 2.79 £ 0.026
R? 0.999 0.998 0.998 0.999
Sy 3.92 5.02 3.10 0.98
F 1533 897 1411 11911
(1-DSR)-100 97.5 96.9 97.4 99.1

Ahorabien, si las muestras cubren un rango amplio de cantidades, es conveniente

establecer algin procedimiento para minimizar los errores. En este sentido, hemos
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considerado que un guste no lineal de las curvas permitiria evitar 0s errores asociados

alas determinaciones analiticas.

Ajustes no lineales.

Los datos experimentales utilizados a comentar |a linealidad de las curvas de
calibrado de las aminas Putrescina, Cadaverina, Espermidina y Espermina, han sido

tratados para su gjuste a ecuaciones cuadraticas, cubicasy potenciales del tipo:

Sefid =a+b-C +cC? Ecuacion 3
Sefid =a+b-C +cC2+d-C? Ecuacion 4
Sefla =a+ b-C Ecuacion 5

siendo C, la cantidad de analito. Los valores obtenidos para los coeficientesa, b, cy d,
asi como las restantes caracteristicas quimiomeétricas, para cadauno de los compuestos
estudiados, se han agrupado en las Tablas VII.5 a VII.7. Las Figuras VII.3 a VII.5

muestran |os resultados obtenidos al aplicar cada uno de los gjustes realizados.

Si consideramos los valores de R? como una medida de |a validez de un gjuste,
puede observarse que, en todos |os casos, | as ecuaciones explican, en méas de un 99,9 %,
larelacion entre la sefial analiticay la cantidad de amina. Este valor llega a ser superior
a 99 5 en el caso de los gjustes cuadraticos y cubicos. También para estos gjustes se

obtienen los menores valores de | as desviaciones estandar de |os gjustes.
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TablaVI11.5.- Caracteristicas quimiométricas correspondientes ala

regresion cuadrética (y = a+ b-C + ¢-C?)

Parametros  Putrescina Cadaverina Espermidina Espermina
a 4793+4.03 4745+ 3.02 42.18+ 3.03 42.08+ 2.93
b 4.30+ 0.14 4.32+ 0.10 3.53+0.10 3.17+£0.10
c -0.01+ 0.0009 -0.01+ 0.0007 -0.009 + 0.0007 -0.008+ 0.0007
R? 0.999 0.999 0.999 0.999
S 5.44 4.07 4.08 3.95
F 2762 5131.2 3196.5 2.566.6

Tabla VI1.6.- Caracteristicas quimiomeétricas correspondientes a laregresion curvilinea
(y=a+bC,+cCi+dC)

Parametros Putrescina Cadaverina Espermidina Espermina
a 43.45+ 2.17 45.61+ 3.33 4482+ 2.71 40.79+ 3.49
b 4.89t 0.15 4,56+ 0.23 3.19+ 0.19 3.33t 0.24
c -0.02+ 0.002 -0.01+ 0.004 0.003+ 0.003 -0.01+ 0.004
d 4.71E-05+ 1.09E-5 1.93E-05+ 1.68E-05 -2.77E-5% 1.36E-05 1.34E-05% 1.76E-05
R? 0.999 0.999 0.999 0.999
Sy 2.56 3.94 3.20 412
F 8321.5 3642.5 3460.4 1568.3

TablaVII1.7.- Caracteristicas quimiométricas correspondientes ala
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regresion potencia (y =a+ b-CY)

Parametros  Putrescina  Cadaverina  Espermidina Espermina
a 37.23+8.69 37.95+9.18 36.83+11.26 36.43+ 10.28
b 1282+ 260 1207+2.61 9.51+ 3.19 9.39+ 3.18
c 0.70£ 0.04 0.72+0.04  0.72+ 0.06 0.69+ 0.06
R? 0.997 0.997 0.993 0.992
Sy 9.30 9.87 12.11 10.97
F 945 868 361 330.3

Por su parte, los valores de F llegan a ser mas de diez veces superiores en los

gjustes cubicos y cuadraticos, frente aloslinealesy potenciales.

Losvaloresdelosresiduales para cada uno de los gjustes propuestos, se agrupan

enlastablasVI1.8 aVII.10. Entodos los casos presentan una distribucion aleatoria. Los

valores maximos obtenidos, alcanzan el 17% para el gjuste potencial, en el caso de la

Espermina. Sin embargo, para todas las aminas, y a utilizar los gjustes cuadréticos y

cubicos no llegan a acanzar € 10%.

TablaVIl.8.- Residuales, expresados en porcentajes, correspondientes al
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gjuste cuadratico.
Cantidades (ng) Residuales (%)
de poliaminas Putrescina  Cadaverina Espermidina Espermina

0 -8.94 -7.84 414 4.37

10 0.06 3.66 -0.78 -4.13
30 1.38 -1.06 -0.07 -1.92
50 3.27 2.15 -0.78 2.06

75 -0.59 -0.24 -1.60 1.72
100 -1.52 -1.34 0.80 -1.52
125 0.77 0.36 1.74 -0.88
150 0.91 0.18 -1.13 0.71

TablaVI11.9.- Residuales, expresados en porcentaje, correspondientes al

gjuste cubico.
Cantidades (ng) Residuales (%)
depoliaminas  Putrescina  Cadaverina  Espermidina  Espermina

0 1.24 -3.66 -1.86 1.27
10 -0.30 3.51 -0.52 -4.26
30 -1.42 -2.24 1.93 -2.99
50 1.57 1.45 0.48 141
75 -0.51 -0.21 -1.66 1.75
100 -0.27 -0.84 -0.07 -1.03
125 0.29 0.78 0.99 -0.46
150 -0.07 -0.22 -0.40 0.32

TablaVIl1.10.- Residuales, expresados en porcentajes, correspondiente al

gjuste potencial.
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Cantidades (ng) Residuales (%)
de poliaminas Putrescina  Cadaverina  Espermidin  Espermina
a

0 15.37 13.74 16.29 17.19
10 -13.16 -8.53 -13.88 -18.19
30 -4.13 -6.31 -4.49 -6.74
50 3.12 2.14 0.09 2.93
75 2.16 247 1.89 5.32
100 1.39 147 3.97 1.97
125 0.20 1.26 2.58 0.06
150 -1.78 -2.46 -4.52 -2.95

Las representaciones de las variaciones del logaritmo del tamafio de pico
normalizado frente al logaritmo de la concentracion, para cada unade lasaminasy para
las tres ecuaciones consideradas, se presentan en las Figuras VI1.6 a VI1.8. Se puede
observar, que paralos gjustes de segundo y tercer grado, lasefial normalizadaes proxima

a1l en todos los casos.

Al comparar las concentraciones puestas y las halladas mediante las ecuaciones
anteriores, se han obtenido loserroresque seindican enlaTablaVIl.11. Se observaque
los errores cometidos mediante la utilizacion de gustes no lineales son sensiblemente
inferiores a los obtenidos con ecuaciones lineales, principalmente para los gjustes
cuadratico y cubico. Esto pone de manifiesto la conveniencia de redlizar gjustes no

lineales en las curvas de calibrado.

Teniendo en cuentalosresultados expuestos, en |0 sucesivo adoptaremosel guste
cuadrético como € que mejor explica la relacion entre la intensidad de fluorescencia

mediday las cantidades de analito.
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log (Altura normalizada)

log (Altura normalizada)

FiguraV11.6.- Representacion logaritmica de la sefial normalizada frente
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log (Altura normalizada)

log (Altura normalizada)

FiguraVIl.7.- Representacion logaritmicade la sefial normalizadafrente
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TablaVIl.11.- Erroresobtenidosenlasdeterminacionesdelas poliaminas

consideradas, a utilizar diferentes tipos de ajustes

cuurvilineos.
Cantidad (ng) Errores relativos (%)
Poliaminas depoliamina  Aj. Cuadrético Aj. Cubico Aj.
Potencial
Putrescina 30 2.1 2.1 7.1
75 0.9 0.8 3.6
125 15 0.5 0.3
Cadaverina 30 1.6 3.3 104
75 0.4 0.3 4.1
125 0.7 15 2.0
Espermidina 30 0.1 31 7.9
75 2.4 2.4 3.2
125 3.9 2.4 4.2
Espermina 30 31 4.7 5.3
75 2.9 3.0 0.8
125 2.0 1.0 0.1
VII.3.- CARACTERISTICASANALITICAS.

Con independencia de los problemas de linealidad estudiados en e apartado
anterior, la calibracion permite obtener informacion bésica acerca de caracteristicas de
interés analitico referidas ala determinacion de las aminas.
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Sensibilidad

Segun la ITUPAC [180], la sensibilidad de un método analitico representa la
variacion en larespuestadel detector, originada por unidad de concentracion del analito,
es decir, la sensibilidad se corresponde con el cociente entre |a sefial instrumental y la
concentracion de la especie analizada. Estarel acion coincide con lapendiente delarecta
de calibrado y depende, por tanto, de las condiciones instrumentales utilizadas y se le
conoce como sensibilidad de calibracion (SC).

Diversos autores [278, 279] han sugerido introducir el término sensibilidad
analitica (SA). Este parametro suministra una informacion mas completa a tener en
cuentala precision, ademas de la pendiente de la curva analitica. Se basaen el hecho de
gue el valor numérico de la sensibilidad, deberia expresar la variacion minima de
concentracion de analito que es capaz de discernir un méetodo analitico. La sensibilidad
analitica se calcula mediante la expresion b/s,, donde b esla pendiente de calibracion y
S, indicala desviacion estandar de las medidas de la sefial analitica a una concentracion
dada. La desventgja de la sensibilidad analitica es que debe ser evaluada para todas las
concentracionesdeinterés. Incluso, paracurvas analiticaslineales, dondelasensibilidad
de calibracion permanece constante, la sensibilidad analitica varia con la concentracion
del analito.

Una expresion mas apropiada para la sensibilidad analitica seria aquella que
tuviera en cuenta el analisis de regresion, cuyo valor es caracteristico del método de
calibracioninstrumental eindependientedel instrumento usadoy delastransformaciones

matematicas |levadas a cabo sobre |as |ecturas de |as medidas.
SA =blS,,

siendo, S, ladesviacion estandar de laregresion lined y b la pendiente de la recta de
calibrado. La sensibilidad analitica asi definida, resulta mas apropiada a la hora de

caracterizar un método analitico.

Tal como hemos comentado anteriormente, larelacion entrelaalturadepicoy la
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concentracion de aminacromatografiadano resultaunarelacion lineal, sino que se gjusta
a una ecuacion de segundo grado. Pues bien, a la hora de determinar |a sensibilidad,
hemos tenido en cuenta solamente el tramo lineal de las curvas de calibrado que, como
hemos visto, se consigue para concentraciones de derivado dansilado inferiores a50 ng.
Losvalores calculados para cada una de | as aminas estudiadas se encuentran en laTabla
VIl.12.

TablaVI1.12.- Sensibilidades paraladeterminacion deaminas biogénicas

Sensibilidad de calibracion ~ Sensibilidad Analitica

Amina
IF..ng* ng*
Putrescina 3.99 1.02
Cadaverina 3.92 0.78
Espermidina 3.03 0.98
Espermina 2.79 2.84

Las aminas estudiadas presentan sensibilidades de calibracion comprendidas,.
aproximadamente, entre el 2.8y e 4% (IF./ng). En cuanto alasensibilidad analitica, los
valores obtenidos son proximos a la unidad, excepto en el caso de la Espermina, que
presenta un valor superior al resto de las aminas, debido a bajo valor de la desviacion

estandar del g uste que presenta su recta de calibracion.

También es posible establecer la sensibilidad de calibracion como la relacion
sefial/concentracion correspondiente a cada punto de la curva de calibrado. La Figura
VI11.9 muestralarepresentacion delasensibilidad de calibracion frente alaconcentracion
de amina dansilada. Se observa, como cabia esperar, que las mejores sensibilidades de

calibracion se obtienen para cantidades bajas de analito.




Precisiony Linedidad

217

8 A PUTRESCINA
8
2 6 =
2 ‘B
2} o
3 3
2
0 T T T
0 50 100 150
Cantidad de amina (ng)
8
6 ESPERMIDINA
8 8
= =
5 4- 5
72 72
o o
A A
2 4
0 T T T
0 50 100 150

Cantidad de amina (ng)

FiguraVI11.9.- Variacion de la sensibilidad de calibracion en funcion de

la cantidad de dansilamina.

10
g | CADAVERINA
6
4 4
2
0 T T T
0 50 100 150
Cantidad de amina (ng)
8
ESPERMINA
6 A
4
2 4
0 T T T
0 50 100 150

Cantdiad de amina (ng)




218 Capitulo VII

Limite de deteccion

Existen diferentes formas para calcular el limite de deteccion de un método
analitico. Paramétodosinstrumentalesdeanalisis, lalUPAC recomiendadefinir el limite
de deteccidn como la concentracion cuya sefial corresponde ala media del blanco més
tres veces la desviacion estandar del blanco:

y=Yg+3$ (5)

Sin embargo, esta expresion no tiene en cuenta la imprecision del valor dela

pendiente y la ordenada en el origen obtenida en la regresion.

El limite de deteccion, segun Winefordner [280]), expresado como la
cantidad (C,) que corresponde a la medida mas pequefiague puede ser detectada con
razonable certeza, viene dado por laexpresion :

. KIS % ST % (ab)’s)1™

] . (6)

C

donde by a son, respectivamente, |la pendiente y la ordenada en €l origen de larectade
calibrado; S;, S,y S, sonlasdesviaciones estandar del blanco, delaordenadaen el origen
y de la pendiente, respectivamente, y K es un factor numérico escogido de acuerdo con
el nivel de confianza deseado.

Para técnicas como las cromatogréficas, en las que no es posible realizar
determinaciones de blancos, una estimacion aproximada del limite de deteccion |,

propuesta por Cuadrosy colaboradores [281], puede calcularse mediante la expresion:

LD - 33 | (082) 7)
b n&l

en la que n representa el nUmero total de pares de valores utilizados para establecer la

recta de calibrado, mientras que S, y b tienen el mismo significado antes indicado.
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Ahora bien, un supuesto fundamental del método de los minimos cuadrados sin
ponderar, es que cada punto en la representacion gréafica, incluido e que representa el
blanco, tiene una variacion que se distribuye normal mente con una desviacion estandar
estimada por S,,. Por lo tanto, es apropiado utilizar S ,, en lugar de S 4, en la
estimacion del limite de deteccion. El valor de a, la ordenada en el origen calculada,
puede utilizarse como unaestimacion de Y, la propia sefia del blanco. De aqui, que el
limite de detecciOn podria expresarse como laconcentracion cuyasefial correspondaala

ordenada en el origen més tres veces la desviacion estandar de laregresion [282].
Y =a+3S, (4)

Las expresiones (6) y (7) para €l célculo del limite de deteccidn, exigen la
existencia de una relacion lineal entre la sefial medida y la concentracion de analito.
Como hemos visto anteriormente, en e caso que nos ocupa no exite unarelacion lineal
entre lafluorescencia mediday la concentracion de analito inyectado en laplaca, por lo
gue, en ambos casos de gjustes, consideraremos solamente el tramo lineal de las curvas

de calibracion.

Para el calculo del limite de deteccion se realizaron siete barridos de la placa
cromatografica, después de eluidas en las mismas condiciones experimentales que las
empleadas para obtener la curvade calibrado. Con los resultados obtenidos (yg=44.12 y
S;=0.711) y asumiendo como recomendable un valor de K = 3, para un nivel de
confianzadel 99.9%, se obtienen losvaloresdel limite de deteccion, paracadaunadelas

aminas estudiadas, y paralos diferentes gjustes llevados a cabo, excluyendo €l lineal.

DelosvaloresagrupadosenlasTablasVI1.13aVI1.16, se puede observar que con
la excepcion del procedimiento recomendado por la lUPAC, que conduce, en algunos
casos, incluso a valores negativos, los otros procedimientos, con pocas excepciones,

presentan buena concordancia para los distintos métodos de calculo y de gjuste.
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TablaV11.13.- Diferentes limites de deteccion para la Putrescina

Tipos de gjuste / Limites de deteccion (ng)

Ecuaciones
Tramo Lineal Cuadratico  Cubico Potencial
X, + 3G, -0.26 -0.39 0.57 0.61
a+3§ 0.53 0.49 0.44 0.08
a+3§, 2.94 3.83 1.58 3.03
Ecuacion 6 241
Ecuacion 7 2.5

TablaVll.14.- Diferenteslimites de deteccion parala Cadaverina

Tipos de gjuste / Limites de deteccion (ng)

Ecuaciones Tramo Cuadrético Cubico Potencial
Lined
Xp+ 3-S, -0.55 -0.28 0.14 0.59
a+ 3§ 0.54 0.49 0.47 0.09
a+3§, 3.85 2.85 2.61 3.49
Ecuacion 6 3.09

Ecuacion 7 3.25
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TablaVI1.15.- Diferentes limites de deteccion parala Espermidina

Ecuaciones

Xt 3§
a+ 35
a+ 3§,
Ecuacion 6
Ecuacion 7

Tipos de gjuste / Limites de deteccion (ng)

Tramo Cuadratico Cubico Potencial
Lined
0.24 1.16 0.45 0.99
0.70 0.60 0.67 0.12
3.06 3.50 3.03 6.46
2.51
2.74

TablaVI1.16.- Diferentes limites de deteccion parala Espermina

Tipos de gjuste / Limites de deteccion (ng)

Ecuaciones
Tramo Linea  Cuadratico Cubico Potencial
X, +3-S, 1.11 1.32 1.64 1.06
a+ 35, 0.76 0.67 0.64 0.12
a+ 3, 1.05 3.78 3.76 6.11
Ecuacion 6 0.88
Ecuacion 7 1.19

Precision y exactitud

Para calcular la precision de las determinaciones, segun |os tres tipos de gjuste

empleados. cuadratico, cubico y potencial, se realizaron 7 medidas de una disolucion

patron de cada uno de los derivados dansilados de las aminas en estudio. Las
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concentraciones se han hallado midiendo altura de pico y determinando la cantidad de
aminadirectamente delacalibracion establecida. Los pardmetros obtenidosal realizar la
eval uacion estadistica de dichos resultados, para cada una de las aminas, se muestran en
las Tablas VI1.17 aV11.20.

De acuerdo con |o resultados expuestos, y tomando un nivel de confianzade 95%
y 6 grados delibertad (t.,, .40 = 2.447), podemos concluir que paralas aminas estudiadas,
es el guste cuadratico €l que en todos los casos conduce a métodos correctos y

suficientemente precisos.

TablaVI1.17.- Pardmetros estadisticos representativos de la precision y
exactitud en la determinacion de 27.5 ng de Putrescina,

segun el gjuste llevado a cabo en la calibracion.

Tipo de gjuste
Parametros
Cuadratico Cubico Potencial

0 27.72 27.00 27.68

S 0.33 0.34 0.38

CV (%) 1.20 1.28 1.39
E(%) 1.11 1.18 1.29
to 0.658 1.44 0.474

t 1.742 3.81 1.254

exp

TablaVI1.18.- Pardmetros estadisticos representativos de la precision y
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exactitud en la determinacion de 29.0 ng de Cadaverina,

segun el gjuste llevado a cabo en la calibracion.

Tipo de gjuste
Parametros
Cuadrético Cubico Potencial
0 28.99 28.69 28.98
S 0.13 0.14 0.15
CV (%) 0.45 0.47 0.52
E(%) 0.42 0.44 0.48
Lo 5.44E-02 2.29 0.11
torp 0.144 6.06 0.299

TablaVI1.19.- Pardmetros estadisticos representativos de la precision y
exactitud en la determinacion de 28.5 ng de Espermidina,

segun el gjuste llevado a cabo en la calibracion.

Tipo de gjuste
Parametros
Cuadrético Cubico Potencial
0 28.66 29.18 29.12
S 0.24 0.24 0.28
CV (%) 0.83 0.81 0.52
E(%) 0.77 0.75 0.96
t 0.689 2.851 2.22

exp

1.823 7.54 5.88

texp
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TablaVI1.20.- Pardmetros estadisticos representativos de la precision y
exactitud en la determinacion de 29.0 ng de Espermidina,

segun el gjuste llevado a cabo en la calibracion.

Tipo de gjuste
Parametros
Cuadrético Cubico Potencial
0 29.05 28.75 29.53
S 0.24 0.25 0.29
CV (%) 0.84 0.86 0.98
E(%) 0.78 0.80 0.90
Lo 0.193 0.999 1.85
torp 0.511 2.644 491

De acuerdo con los resultados expuestos el método propuesto para la
determinacion de poliaminas presenta una buena repetibilidad, permitiendo una ata
precisionenlos andlisis. Sin embargo, paraasegurar laexactitud es necesario un estricto
programadel control de calidad externo einterno. En particular, son aspectoscriticos, la

preparacion de disoluciones de calibracion, las placas utilizadas, |afase movil, etc.

Si bien los gréficos de control se utilizan para distintos fines, su interés para el
analistareside en que constituyen un medio indispensable para monitorizar la precision
y exactitud del proceso analitico.

Losgréaficosde control sehan obtenido del andlisiscromatografico de unamuestra
de aminas previamente dansiladas segun el procedimiento descrito.

Como valor central hemos considerado la media, y como limites de aviso y de
accion se han utilizado los intervalos definidos por x£2sy x+3s, respectivamente. Los

datos experimentales con objeto de determinar dichos valores se recogen en la Tabla
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VIl.17.

Dicha muestra de control, conservadaa4 °C, fue analizadaalo largo del tiempo.
Los resultados se recogen en los graficos de control, para cada una de las aminas
estudiadas, representados en la Figura VI1.10. De acuerdo con dichos resultados, €
sistema en estudio esta dentro del control estadistico.

TablaVI1.17.- Datos experimentales empleados en el gréfico de control

Experiencia  Putrescina Cadaverina Espermidina Espermina

(n)

1 49.12 48.41 50.00 50.48
2 50.64 51.61 49.15 48.40
3 50.95 50.55 51.23 50.22
4 49.73 49.76 49.49 50.23
5 49.9 50.00 49.95 49.99
6 51.72 49.57 50.67 51.28
7 49.87 50.17 49.87 49.85
8 50.15 50.22 49.96 49.89
0 50.26 50.04 50.04 50.08
S 0.813 0.905 0.649 0.822
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Figura V11.10.- Gréficos de control de las poliaminas dansiladas



Conclusiones



Conclusiones 229

1-

El estudio de las caracteristicas espectrofluorimeétricas de los derivados del Indol:
acidoIndol-3-Acético, Triptofano, 5-Hidroxitriptéfanoy Serotonina, sobredistintos
soportes solidos, pone de manifiesto que la intensidad de la fluorescencia emitida
es el parametro que presenta mayores variaciones al modificar la naturaleza del
soporte y de los solutos. Sus valores maximos se alcanzan con e 5-

Hidroxitriptofano, seguido delaSerotoninay el Triptofano, sobre soportesde papel.

Se establece un nuevo método paralaseparaciony cuantificacion deloscompuestos
derivados del Indol por TLC, usando Cloroformo:Metanol:Amoniaco (12:7:1)
(v:v:v) como eluyente, Celulosacomo fase estacionariay deteccion fluorescentein
situ” a8,.= 280 nmy 8,,= 347 nm. Los compuestos se determinan en un rango de
concentraciones de 10-100 ng, presentando desviaciones estandar relativas
comprendidas entre 1.70 y 6.52 %, y limites de deteccion que oscilan entre 16.39

ng para el 5-Hidroxitriptéfano y 22.50 ng para €l &cido Indol-3-Acético.

Se estudian los diferentes parametros que controlan la velocidad de calentamiento
en un horno de microondasy su influenciaenlasreacciones de derivatizacion delas
poliaminas. Putrescina, Cadaverina, Espermidina y Espermina, con Cloruro de
Dansilo. Después de la optimizacion de |as variables experimental es, se consiguen
reacciones cuantitativas en tiempos inferiores a cinco minutos, o que supone un
aumento de 150 veces en la velocidad de reaccion, con respecto al método de

dansilacion a temperatura ambiente que se ha vendio utilizando habitual mente.

Paraladeterminacion de poliaminas dansiladas, se ha establ ecido un nuevo método
de andlisis, mediante HPLC con fase inversa deC-18 y elucion mediante un
gradientedeAcetonitrilo:Agua. Paralosdistintosanalitos, |asdesviacionesestandar

relativas oscilan entre 1.53 y 2.07, mientras que los limites de deteccion se
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encuentran comprendidos entre 0.35y 1.74 ng.

Al establecer el comportamiento fluorescente de los derivados dansilados de las
poliaminas. Putrescina, Cadaverina, Espermidina y Espermina, sobre soportes
solidos, se observa que, mientras|aslongitudes de ondade excitacion y emision no
se modifican significativamente, en funcion del soporte utilizado, si experimentan
cambios importantes las intensidades de la radiacion emitida. En soportes de
microcelulosay de papel, dicho parametro llega a presentar val ores que superan en

tres veces |os obtenidos en otros soportes.

Para la determinacion de las poliaminas dansiladas, Se establece un nuevo método
de HPTLC, usando unafase movil Cloroformo:Trietilamina (2:1) (v:v), y Gel de
Silice como fase estacionaria. La deteccion fluorimétrica se lleva a cabo sobre €
soporte a 8,,.= 338 nmy 8,,= 502 nm. Los compuestos se determinan en un rango
de 2-85 ng, con desviaciones estandar que se encuentran entre 1.75y 2.39 ng, y
limites de deteccion comprendidos entre 1.80 y 3.99 ng.. EI método fue aplicado,
con buenos resultados, ala determinacion de putrescina, Cadaverina, Espermidina

y Espermina en tejidos de plantas.

Laincorporacion de surfactantes no ionicos, como aditivosalafasemovil empleada
para la separacion por HPTLC de los derivados dansilados de las poliaminas,
provoca aumentos importantes en laintensidad de lafluorescenciaemitida. Con un
5% (m:v) del tensioactivo Polioxietilen-10-lauril éter, incorporado a unafase movil
de Cloroformo: Trietilamina, se producen pequefias modificaciones en laretencion
y resolucion cromatografica, pero se obtienen valores de relacion sefia/ruido entre

4.5y 9 veces superiores alos obtenidos sin la adicion del tensioactivo.

Se establece un nuevo método para la determinacion de derivados dansilados de
Putrescina, Cadaverina, Espermidinay Esperminapor HPTL C, utilizando comofase
estacionariaGel de Silicey como fasemovil Cloroformo: Trietilamina:Polioxietilen-

10-lauriléter (8:4:5%) (v:v:m). Los compuestos son determinados en el rango de
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10.-

0.5-85 ng deaminalibre, con desviaciones estdndar comprendidasentre0.44y 1.16
%, y limites de deteccion entre 0.18-0.39 ng, comparables alos obtenidos por otros

meétodos cromatograficos.

Conlautilizacion del método de andlisis que se acabade describir, se haestablecido
el contenido de Putrescina, Cadaverina, Espermidina y Espermina, en muestras
comerciales de cerveza, sin necesidad de etapas previas de clean-up o de
preconcentracion. L os resultados obteni dos son concordantes con | os aportados por
otros autores y ponen de manifiesto que existen relaciones estadisticas entre los

contenidos de poliaminas.

Se estudia la relacion existente entre la respuesta del sensor de fibra Opticay €
contenido delas poliaminas retenidas sobre un soporte de Gel de Silice. Se establece
lafalta de linealidad de dichas curvas de calibracion y se muestra que, un gjuste
cuadrético, es el que mejor explicalarelacion entre laintensidad de fluorescencia
medida y las cantidades de analito. Asimismo, se comparan las caracteristicas

analiticas del método, paralos distintostipos de g uste de las curvas de calibracion.
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