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I.- INTRODUCCION

La Extraccion con Fluidos Supereriticos (EFS) es una téenica preparativa que
actualmente se utiliza a escala analitica ¢ industrial como una alternativa eficiente y ripida
a la extraccion con disolventes™, El CO, supereritico es ¢l Fluido Supercritico (IFS) mis
epleado; sus principales cualidades son que tiene condiciones criticas moderadas, se
separa [dcilmente del soluto, no es toxico, no causa problemas ambientales, no cs

inflamable y ¢s mas barato que otros fluidos en estado supercritico,

L.a extraccion con CO, supercritico sc usa exitosamente para la extraccion de
compuestos orgdnicos relativamente no polares de una gran variedad de matrices, como la
extraceion de pesticidas de frutas y verduras?, sabores y fraganeias de productos naturales?,
pesticidas de suclos® y compuestos sintéticos y naturales de plantas acudticas™. Para la
extraceion de compuestos mds polares, idnicos y de alto peso molecular que no son solubles
en ¢l CO, supereritico se ha recurrido a:

a) Utilizar un fluido mds polar en lugar de CO,.
by Adicionar modificadores polares (disolventes orgdnicos en pequedia proporcion).

¢) Realizar la derivacion quimica in sifu en condiciones supercriticas.

Los fluidos mds polares que ¢l CO, como el oxido nitroso™!2, el
clorodiflurometano213, el trifluorometano' o el aguals, exhiben propiedades solubilizantes
muy Gtiles pero su aplicacion en andlisis de rutina no es aceptada o estd muy limitada por su
toxicidad y/o su reactividad y/o las extremas condiciones de presidn y lemperatura para

alcanzar el estado supercritico,

Cuando se adicionan modificadores polares al CO, supercritico, como metanol,
etanol o acclona entre otros, se obtiene un fluido supercritico binario que aumenta la
solubilidad de algunos compuestos y desactiva ciertos sitios de adsoreion en la matiiz, lo

que inerementa el intervalo de polaridad de los analitos extraibles. La principal limitante en



este procedimicnto es que los puntos criticos de la mezela varfan segun la concentracion de

modificador que se adicione®10-18,

La derivacidn quimica in situ en condiciones supercriticas que recibe ¢l nombre de
Derivacidn y Extraceion con Fluidos Supercriticos (DEFS) es ¢l proceso mds nuevo para la
extraceidn de analitos polares, sc empezo a utilizar en 1991 por Hill er. o', Consiste cn
derivar in situ los grupos funcionales de los analitos y/o de fa matriz para eliminar o reducir
las interaccidnes matriz-analitos. Este procedimiento tiene I ventaja sobre I adicion de
modificadores polares de que cs irreversible, por que los analitos salen de la matriz sin

posibilidad de readsorberse!?-29,

Las catecolaminas son neurotransmisores de gran importancia en ¢l sistema nervioso
central y periférico cuyo andlisis en orina, plasma, fluido tumbar cerebroespinal o tejidos
bioldgicos puede ayudar en la investigacion, el diagnéstico y el tratamicnto de varias
enfermedades  neuroldgicas y  psiquidtricas, como los feocromocitomas  (tumores
productores de catecolaminas), la hipertension, la enfermedad de Parkinson, las
anormalidades neuroquimicas que ocurren durante la mania, la depresion y la esquizofrenia.
Por esto se han desarrollado procedimientos para determinar la concentracion de las
calecolaminas y de sus metabolitos que van desde métodos radioenzimdticos de alta
sensibilidad hasta Cromatografin de Gases acoplada a Espectroscopia de Masus (CG-EM)

que da los resultados mas confiables,

Dentro de los métados cromatogrificos las catecolaminas y sus metabolitos se
pucden analizar por CG con detector de ionizacion de llamad!, CG-EMI*6 o por
cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE) con deteccion electroquimica?®40, o
fluorométricad!-#., Por cualquicra de estos métodos, previo a su andlisis, sc requicre de
pasos de purificacion y concentracion como son la extraccion lquida-tiquido con
disolventes orgdnicos 334! o la adsorcion con resinns de intercambio idnico??¥244, cn
alimina32333643 o en geles de dcido borénico’840, Todos estos pasos de tratamiento de

muestra son demdsiado elaborados, introducen errores y consumen tiempo.

[ ]



Los objetivos de este trabajo consisten en:
1) Estudiar y optimizar la derivacion y estraceion con CO, supereritico de catecolaminas,
su precursor y sus metabolitos para analizarfos directamente por - CG-EM y
2} Mostrar su aplicacion como una alternativa sencitla y que consuma poco ticiipo para la

extraceion de dichos compuestos de matrices reales.



La cxistencia de un punto critico en la transicion de fase gas-liquido sugiere que no
hay diferencias fundamentales entre los estados liquido y gascoso; de hecho cs posible
pasar del cstado liquido al gaseoso alrededor del punto critico sin que el fluido sufra
ninguna discontinuidad. Esto sc debe a que entre el gas y ¢l liquido sélo existen diferencias
cuantitativas entre sus propiedades (en la densidad y en ¢l ambiente molecular promedio)

ya que en ambas fases la estructura local tiene simetria esférica.

En la Figura | se observa que al aumentar la temperatura, la presion a la que hay
coexistencia entre el liquido y el gas también awmenta. Con el aumento de la presion de
vapor la diferencia en densidades de-la fase liquida y gaseosa decrece hasta que las
densidades son iguales. A temperaturas o presiones mds altas el liquido y el gas son
indistinguibles, es decir constituyen una sola fase. Esta zona de presion y temperatura por

encima de Te y Pe es la region supercritica.

Un Auido supercritico (FS) se define como un fluido que se ha calentado por encima
de su Te y simultdncamente se ha comprimido a una presion mayor que su Pe. Es un estado
de la materia en ¢l que ésta es compresible, llena y toma la forma de su contenedor, es decir
que se comporta como un gas. No obstante, tiene la densidad de un liquido, Los valores de

las propiedades criticas para algunos disolventes se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Propiedades criticas para algunos disolventes.

Disolvente Tc(°C)  Pc(bar) D¢ (g/mL)
Metanol 239 78.9 0.27
Hexano 234.2 289 0.23
Trifluorometano 26 46.9 0.52
Diclorodifluorometano 111.7 109.8 0,558
Agua 374.2 214.8 0.33
Oxido nitroso 36.5 70,6 0.45
Amonfaco 132.5 109.8 0.23

CO, 311 72 0.47




2.1.2, Propiedades fisicoquimicas en la region supereritica.

Las buenas propiedades disolventes de un FS se deben a que la densidad de los IS
esta proxima a la de los liquidos (Tabla 2) y por tanto las interacciones entre las moléeulas
del fluido y las del soluto son semejantes a las que existen en las solucidnes liquidas. El
valor de la densidad depende de la presion y temperatura a la que se encuentra el fluido; al
aumentar la temperatura a presion constante la densidad disminuye, mientras que al
incrementar la presion a temperatura constante la densidad aumenta, En la Figura 2 se
representa el diagrama de densidad en funcion de presion para varias isotermas, todas las

variables son reducidas (cociente del-valor real entre ¢l valor del punto critico). Del

.diagrama hay que destacar que los cambios de presion y temperatura cerca del punto critico

provocan cambios de densidad mucho mayores que los cambios lejos del punto critico.

Densidad rcd_ucxda T/Toe08
pr=plpc T
! 0.9
20 4
0 | LI
b 12
P /Fluido
o 4 g bC Supercritico
! Gas |
Subcritico
| T
0 . !
0.1 1.0 10.0

Presion reducida  Pr=P/Pc

Figura 2, Diagrama densidad reducida / presion reducida para diversas
isotermas.
La fuerza disolvente de cualquier fluido esta dircctamente relacionada con la
“polaridad” que es la capacidad de interaccién entre el solvente y el soluto por medio de

fuerzas de dispersion, dipolo, enlaces de hidrogeno ¢ interacciones dieléetricas. La fuerza

0



disolvente puede ser deserita por el parametro de solubilidad de Hildebrand (8). Para que un
soluta sea solubilizado el pardmetro de solubilidad del soluto y del disolvente deben ser
similares. En los fluidos supercriticos Giddings expreso ¢l pardmetro de solublidad
como una funeion de de la densidad:

5 =1.25% P+ P
p/u/
Iin esta ccuacion se observa que al aumentar fa densidad del FS o aumenta, y por
tanto la fuerza disolvente. Mientra mas alto sea el valor de & se pueden solubilizar

compuestos mds polares,

La viscosidad de un fluido supereritico depende al igual que en los liquidos de la
temperatura y a diferencia de los liquidos depende de la presion. Al aumentar la presion
aumenta fa viscosidad fo que Heva a una disminucién de la difusividad de las solutos y de la
rapidez de transporte de masa, aunque también aumenta la solubilidad (en la mayoria de los
casos) camo consecuencia de un aumento en la densidad. En comparacion con los
disolventes liquidos la difusividad de los solutos en los FS es un orden de magnitud mds
alta y la viscosidad de los FS un orden de magnitud mas baja (Tabla 2), por lo que sus

caracteristicas hidrodindmicas y de transferencia de masa son mds favorables que las de los

Hquidos,

Los IS al igual que los gases no tienen tension superficial (Tabla 2) lo que les

permite una alta penetrabilidad a través de los sélidos porosos y los lechos empacados.

Tabla 2. Comparacion de valores de los pardmetros de los gases y de los liquicos con
los cel CO, en estaclo supereritico,

Densidad  Viscosidad  Coeficiente de Tension
(g/em3) (g/em.s)  difusion (cm?¥/s) superficial (dinas)
Gases (0.1-2107  (1-3)104 0.1-0.4 0
Te, Pe 0.47 3x 10 7x 10+ 0
CO g epe 10 1 x 107 2x 104 0
supercritico
Liquidos 0.6-1.6  (0.2-3)10-2 (0.2-2)10- finito




2.1.3. Extraccién con FS.

Las principales ventajas de la EFS sobre los disolventes liquidos son:

¢ Como la transferencia de masa es la que limita la rapidez de una extraccion, la EFS es
mds rdpida.

e La mayor penetrabilidad de los FS favorece la eficiencia de extraccion en muestras
s6lidas.

o La EFS reduce el uso de disolventes orgénicos.

* Si el FS es gas en condiciones ambientales los solutos pueden ser separados tan sélo
reduciendo la presién, mientras que en la extraccién liquida se requiere de la
evaporacién para remover el disolvente extractante.

e El poder modificar la fuerza disolvente de los IS permite que con un mismo fluido se

obtengan selectividades diferentes.

2.1.4, Extraccién con CO, supercritico,

El CO, es el FS méds empleado, tiene una Pc moderada (72.85 atm) y su baja Tc (31°
C) es ideal para la extraccion de muchos compuestos termolébiles, como en condiciones
ambientales es un gas es ficilmente separable del soluto, no es téxico, no causa problemas
ambientales, no es inflamable y es barato. Sin embargo, no e¢s adecuado para disolver
compuestos polares ya que el & es bajo. Se puede comparar, en el-intervalo de trabajo
normal (densidad de 0.6 a 0.9 g/mL), con disolventes de ~7 como son los hidrocarburos
hasta disolventes de 8~9 como tolueno, benceno o cloroformo. Para la extraccién de
compuestos polares se pueden utilizar otros FS con 8 més altas como son ¢l N,O (6~10.3),
NO, (8~12.5), NH; (6~13.3) y MeOH (8~14.5). Sin embargo para la eleccion de un fluido
no solo se toma en consideracién sus propiedades disolventcs, sino también sc consideran .
otras propiedades prdcticas. En la Tabla 3 sc muestran las principales limitantes para los

fluidos polares.



Tabla 3. Propiedades favorables (+) y desfavorables (-) para algunos fluidos.
Propicdades McOH  Hidro-  Clorolluoro- N,O H,0 NH; CO,
carburos  carbonos

Toxicidad - + + - + . +
Inflamabilidad y explosividad - - 1 T S
Bajo costo - + + + + . +
Reactividad - + + . . . +
Tey Pe ficil de alcanzar - + + + . . +
Agresivo al medio ambiente . - . - + - +
Gasa Ty P ambiente - + + .+ o+
Polaridad + - + + + + .

Para poder extracr compuestos polarcs utilizando CO, se ha recurrido a:
I. La adicion al CO, de modificadores polares para obtener un fluido supereritico binario
de mayor fuerza disolvente 3.16-18,
2, La adicion de ngentes derivantes para derivar in sitv los grupos [uncionales de los
analitos y/o de la matriz!®2, Al derivar los grupos funcidnales de los analitos se
obticnen compuestos menos polares y por tanto mds solubles en ¢l CO,. Al derivar los

grupos funcidnales de la matriz se desplaza a los analitos hacia el fluido.

2.1.5. Derivacion y extraceion con CO, supereritico.

La DEFS se realiza en dos pasos. Ll primer paso se Heva cabo de modo estitico
donde se adiciona el reactivo derivante a la muestra en una celda cerrada que se mantiene
en contacto con el fluido termostatado y presurizado, sin que exista flujo a través de I
misma, durante un tiempo denominado “tiempo de derivacion”, El segundo paso ocurre de
modo dindmico donde se aplica un flujo constante de CO, a través de la celda, La reaccidn
de derivacién de los grupos funciénales de los analitos y/o de la matriz s¢ produce en la

etapa estdtica y la extraceion de los analitos en la etapa dindmica.



2.2, Catecolaminas y compuestos relacionados®49,

En los animales, las catecolaminas son moléculas con la funcién de mensajeros
intercelulares, participan en la transferencia de informacion simpdtica actuando como
neurotransmisores y en la transferencia de informacion neurohormonal actuando como
moduladores neurohormonales o como hormonas. Ciertas catccolaminas también se
encuentran en algunas plantas, donde entre otras aminas y fenoles estan involucradas en los

procesos enzimaticos de oscurecimiento y en la produccion dcl color,

La adrenalina, también llamada -epinefrina (E) es una de las drogas mas valiosas
empleadas en medicina ya que prepara al sistema cardiovascular para una accién repentina
aumentando el ritmo cardiaco y la presion de la sangre, estimula la degradacién de
glucogeno hepdtico liberando glucosa a la sangre (combustible para el trabajo muscular) y
promueve la degradacion del glucogeno muscular hasta lactato con lo que se estimula la

formacion glucolitica de ATP.

Las catecolaminas se sintetizan en la médula adrenal que es la porcién interna de las
glandulas adrenales, también llamadas glandulas suprarrenales, y en las neuronas
simpiticas postsindpticas a partir del aminoédcido basico Tirosina que es aportado por la
dieta. La hidroxilacién de la Tirosina forma dihidroxifenilalanina (DOPA) que luego se
transforma cn Dopamina (DA), Noradrenalina también Hamada Norepinéfrina (NE) y

finalmente E (Fig 3).

Las catccolaminas se almacenan en granulos especificos de la médula adrenal y en
las neuronas simpdticas hasta que mediante estimulos fisicos, quimicos y neuronales como
son ¢l calor, el frio, la tensién emocional, la hipoglucemia, la hemorragia, la asfixia y
numerosos farmacos son liberadas a la circulacion. La catecolamina predominante en la
médula adrenal es la E y constituye del 70 al 90 % del total (de 0.5 a 1.0 mg /g de tejido).

Normahnente, el nivel de E en la sangre es de 0.06 pg/L, pero ¢l estimulo sensible provoca

10



que la concentracion de E en sangre aumente casi un millar de veees en unos segundos o

minutos,
COOH ?OO”
CHZ- CH-NH, CH,—CH-—NH,
—)
OH
] H
Tirosinn DOPA
- CATIECOLAMINAS
: ou ' ou :
§ CH,—CH,—~NH, cu-cn, —~NH, CH—~CH-NH-~CH §
: — §
; OH OH 2
: H : :
LDA E B ;

Figura 3, Biosintesis de las catecolaminos

Por a orina se excretan pequefias cantidades de catecolaminas sin modificar, pero su
porcion mayor es convertida en metabolitos inactivos (0-metilados y desaminados) antes de
su excreeion, Los principales metabolitos son Metanefrina (MN), Normetanefrina (NMN),
dcido dibidroximandélico (DOMA), dihidroxifenil glicol (DOPEG) dcido vanililmandélico
(VMA), 3-metoxi-4-hidroxi feniletilen glicol (MHPG), 3-Metoxitiramina (3MT), dcido
dibidroxifenilacético (DOPAC), dihidroxifenil etanol (DOPET) y dcido homovalinico

(HVA) algunos de los cuales se encuentran esquematizados en la Figura 4,

Ademds de la determinacién de catecolaminas en oring, plasma, fluido lumbar
cerebraespinal o tejidos biolégicos para la investigacion, el diagnostico y el tratamiento de
varins enfermedades neurologicas y psiquidtricas, algunas catecolaminas se determinan en

alimentos y bebidas como frutas, vegetales, jugos y cerveza para busear su relacion entre el

1



consumo de estos productos y el cincer, la susceptibilidad al cstrés o a reacciones de

alergia, Su determinacion también sirve como indicador de la calidad de la carne y de otros

productos.
ou OH
CH—CH,—NH, Cll-Cllz-NH;, §c1|,~Nri~c11J
-4 E
'/ \ \ ?H
CH—COOH —
COOt CH 7~ CH;~ NIl CH—COOH
i 0 ? ~OCH;3 O
A 4 “ v
DOPAC DOMA
\ / (l)n oH
CH—CH,—NH, CH—CH,~NH~CH
CH;~COOH
OCH, OCH,
OCH, OH H
O NN yom
HVA ¥
OH
I
Cit —COOH
OCH;
M
VMA

Figura 4. Metabolismo de las catecolaminas.



3.- ANTECEDENTES

La DEFS fué desarrollada muy recientemente por Hill er. al. (1991) 19 quicnes
después de realizar una extraccién exhaustiva con CO, de muestras de granos de café
tostado, té Japonés tostado y sedimento marino, adicionaron un reactivo sililante (mezela
hexametildisilazano/trimetilclorosilano  (HMDS/TMCS)).  Mostraron  la  extraccion  de
analitos con grupos funcionales sililados como son el dcido oxilico, dcidos dicarboxilicos y
alcoholes, Ademas observaron que con la adicion del reactivo sililante se extrajeron
analitos como la cafeina y el nonacosano que no forman derivados con el rectivo. En este
caso, la extraccion de dichos analitos sc explica por la derivacion de los centros de

adsoreion de la matriz.

Posteriormente, varios investigadores extrajeron analitos polares de diferentes

matrices empleado en las celdas de EFS los reactivos tradicionales de derivacion.

A finales de 1991 y en 1992 Hawthorne ef of 2021, utilizando como reactivo
metilante trimetilfenilamonio en metanol o trifloruro de boro en metanol realizaron la
extraceidn de: herbicidas de suelos y sedimentos, alquilbencensulfonatos Iineales de aguas
de desccho, fosfolipidos bacterianos como metil ésteres de bacterias enteras y fenoles como

metil éteres de aguas de desecho.

En 1992 Lee er al 2 extrajeron pentaclorofenol y compuestos relacionados de
suclos y sedimentos formando acetil derivados con trietil amina y anhfdrido acético, En ese
mismo afo King er. al. 2 extrajeron triglicéridos de semilias en formn de metil ésteres de

dcidos grasos utilizando alimina con metanol (catalisis sélida),

Los trabajos que se realizaron en 1993 sobre la DEFS son: Hillmann y Bachmann %!
reportaron la extraccién de acidos fenocarboxilicos adsorbidos en discos C18 utilizando

pentafluorobencilbromuro en acetona. Lépez-Avila et. al. % realizaron la extraccion como
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metil ésteres de herbicidas de muestras de suclo, con diferentes agentes derivantes entre
ellos el tetrabutil amonio/ioduro de metileno y el pentafluorobencilbromuro / trietilamina.
Hills y Hill 26 extrajeron hidrocarburos aromdticos policiclicos de polvo urbano y
sedimento marino formando silil derivados con la mezcla HMDS/TMCS. Lee ef. al. 21
formaron y extrajeron acetil derivados de fenoles clorados en sedimentos utilizando trietil

amina y anhidrido acético.

En 1994 Cal et. al. 2 extrajeron butilestafio y fenilestaiio en sedimentos formando
hexil derivados con bromuro de hexilmagnesio. Croft er. al. 22 metilaron y extrajeron dcidos
organicos de soluciénes acuosas * con joduro de metileno y sulfato de

hidroxitetrahexilamonio.

Finalmente en 1996 Llompart er. al. % optimizaron y validaron la extraccion de

fenoles de muestras de suelo formando derivados acetilados.

Esta metodologia esta en sus inicios pero los trabajos publicados hasta el momento

ponen en evidencia su versatilidad,
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4.- DESARROLLO EXPERIMENTAL

Para ¢l andlisis cromatogréfico de las catecolaminas y de sus metabolitos se requicre
de la formacién de derivados que disminuyan ¢l cardcter polar de estos compuestos 32
M3650, o8 reactivos derivantes utilizados en la DEFS son generalmente los mismos que en
la CG, por lo que la DEFS no sélo es ¢l paso de extraccion de los analitos, sino que también
los prepara para su determinacion cromatografica. En el presente estudio se selecciond un
agente derivante que forma derivados cstables con las catecolaminas y sus metabolitos cn ¢l

CO;, supercritico.

En toda reaccidn de derivacién el tiempo, la composicion de reactivos y la
(emperatura son variables muy importantes a controlar para que la reaccion de derivacion
sca cuantitativa. Ademds, la densidad de un fluido supercritico y por tanto su poder
disolvente depende amplinmente de la presion y temperatura a la que se encuentra ¢l fluido.
Todas estas variables se estudiaron con objeto de determinar los valores de los pardmetros
que maximizan la DEFS de catecolaminas y compuestos relacionados en una matriz

artilicial libre de interaceidnes.

También se cstudiaron las condiciones en que las catecolaminas y sus metabolitos
no s¢ extraen con CO, supercritico, para demostrar que estas condiciones s¢ puede utilizar

como paso de limpicza de compuestos no polares.

" Una vez scleccionadas las mejores condiciones de trabajo sc realizé la DEFS en
muestras reales (cdscora de pldtano y glandula suprarrenal) para descubrir cspecies
interferentes coextraidas o para detectar interferencias matriz/soluto que pudicran retardar la
extraccion de los analitos, en cuyo caso se modificarian las condiciones de trabajo para

eliminar dichos efectos de matriz,



5.- METODOLOGIA

5.1, Estudio in vitro de catecolaminas y compuestos relacionados.
5.1.1. Formacion de los derivados.

Se adicionaron 50puL de anhidrido trifluoro  acético  (ATFA) (Supelco,
Bellefonte,PA,USA) y 150ul, de acetato de etilo (AcOER) (E. Merck, Darmstadt, Germany)
a 0.1 mg de ¢/u de los siguientes compuestos: DOPA, DA, NE, E, NMN, MN, DOPAC,
DOMA, MHPG, HVA y VMA (Sigma, St. Louis, MO, USA). Las mezclas se calentaron a
80°C por 30 min, sc llevaron a sequedad bajo corriente de nitrégeno y se resuspendicron en

| mL de AcOEt.
5.1.2. Andlisis de los derivados por CG-EM.

Los analisis se realizaron inyectando | pL a un cromatografo de gases Hewlett-
Packard modelo 5890 acoplado a un detector de masas Hewlett-Packard modelo 5971
(Hewlett-Packard, Avondale, CA, USA). Se utilizd6 una columna capilar con fase
estacionaria SAC-5 (30 m x 0.25mm D.1., 0.25 pm ) de Supelco (Bellefonte,PA,USA). La
temperatura de la columna se programé a 20 °C/min, la temperatura inicial fue de  60°C
durante! min y la final de 260°C durante 0.5 min, La temperatura del inyector fue de 250°C
y la de la linea de transferencia 280°C. El tipo de inyeccion fue "splitless” durante | min.
La identificacion de los compuestos se realizo con monitoreo total de iones ("SCAN") en el

intervalo m/z de 10 a 550 m/z.
5.1.3. Adsorcién de los analitos en el Chromosorb WHP,

Se adicionaron 5.6 ml de agua templada (40°C) a una mezcla de 8 mg de ¢/u de los

siguientes compuestos: DOPA, DA, NE, E, NMN y MN. La solucidn se agito hasta disolver
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completamente y se le adicionaron 22.4 mi de metanol (McOH) (Mallinckrodt, Paris, K,
USA). La solucion resultante se mezcld con 8 g de Chromosorb WHP 80/100 (Johns

Manville, Denver, CO, USA) y se seed por 3 hr a 100°C.
5.1.4. Método de calibracion.

Se adicionaron 100 pL de ATFA y 300 pL de AcOEt a 110, 100, 80, 60, 40, 20 y 10
mg de Chromosorb/analitos. La mezcla se calenté a 80°C por 30 min, se llevo lentamente a
sequedad bajo corriente de nitrogeno y se adiciond | mL de AcOEt. A esta solucion final se
afiadieron 10 puL de AcOEt con 1% v/v de tetradecano (C14) (PolyScince Co., Illinois,
USA) como estandar interno, se dejo sedimentar el Chromosorb y el sobrenadante se
inyectd por triplicado. Todas las soluciones se guardaron a 4°C. Todos los dias se
prepararon nuevas soluciénes para calibracion que se inycctaron justo antes del andlisis
cromatografico de las sofuciénes obtenidas con DEFS. Todas las muestras se cuantificaron
con la curva de calibracion de cada dia. El factor de respuesta relativo se calculé con el

promedio de las tres réplicas de inyeccion.
5.1.5. Estabilidad de las solucidnes para calibracion,

Para evaluar la estabilidad de los derivados se analizaron a diferentes tiempos (2, 4,

24, 48, y 58 hrs) soluciénes para calibracién almacenadas a 4°C y a temperatura ambiente.
5.2, Derivacion y extraccion con CO, supercritico.

La DEFS se realizdé en un equipo Hewlett-Packard modelo HP7680T (Hewlett-
Packard, Avondale, CA, USA) con una celda de extraceion estandar de 7 mL y una trampa
sdlida empacada con acero inoxidable, Para fa extraccidn se utilizé dioxido de carbono
(CO,) grado SFC/SFE (Air Products, Allentown, PA, USA) y para enfriar la bomba y la

trampa se utilizdé CO, seco (Linde de México, México D.F., México).
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5.2.1. Pardmetros de operacion constantcs.

Las variables: flujo de CO,, nimero de voliimenes de lavado de celda y volumen y
flujo de disolvente en la clucion se estudiaron en experimentos independientes. Para
conocer ¢l nimero de volumenes de lavado requerido para extraer todos los compuestos de
la celda de extraccion sc adicionaron 100 pl. de ATFA a 100 mg de Chromosorb/analitos
en la celda de extraccion, La DEFS estatica se realizo a 40°C y 0.4 g/mL durante 10 min y
la DEFS dindmica a un flujo de CO, de 0.5 mL/min (medido como CO, liquido a la salida
de la bomba) en tres pasos, donde cada paso corresponde a 2 volimenes de lavado (12 min
cada paso). En estc mismo cxperimento, para determinar el volumen de disolvente
necesario para cluir todos los compuestos de la trampa de acero inoxidable, al terminar cada
paso los compuestos se cluyeron de la trampa de acero inoxidable con 3 ml de AcOEt (1ml
en cada vial). Para corroborar estos resultados y conocer la influencia del flujo de CO,, ¢l
experimento anterior se repitid con un flujo de CO, de 4 ml/min también en tres pasos, cada
uno de 2 voltimenes de lavado (1.5 min cada paso). Sc realizaron prucbas para estudiar el
efecto del flujo del disolvente al eluir los compuestos derivados de la trampaa 2, 1y 0.5
mL/min, En la Tabla 4 sc encuentran los valores de éstos y otros pardmetros que para el

resto de los experimentos sc mantuvieron constantes.

Tabla 4 Pardmetros de operacidn constantes

Flujo de CO, (mL/min) 4
Ntimero de volimenes de lavado 7
Temperatura de fa boquilia (°C) 40
Temperatura de la Trampa (°C) 25
Flujo de clucion de la Trampa (mL/min) 2
Volumen de ehicién (inl) |
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5.2.2, EFS de catecolaminas y compuestos relacionados sin derivar,

Para detectar la extraccion de compucstos sin derivar se realizo la EFS de 100 mg de
Chromosorb/analitos a: 0.40 g/mL (40°C, 87 bar y 80°C, 143 bar), 0.95 g/ml. (40°C, 383
bar) y 0.80 g/mL (80°C, 365 bar) y sc utilizo metanol para eluir los compuestos de la
trampa. Para analizar estas soluciones se cvapord el metanol y se aplico ¢l mismo
procedimiento de derivacion y andlisis que a las muestras para calibracion. También para
comprobar la no extraccion de los compuestos se aplicd el mismo procedimiento de

derivacion y analisis al Chromosorb de la celda despues de la extraceion,
5.2.3. Estabilidad de las soluciones obtenidas con DEFS,

Para evaluar la estabilidad de los derivados almacenados a 4°C se analizaron a
diferentes tiempos (0, 0.5, 1, 2, 3, 4, 6 y 12 Irs) solucidnes obtenidas con DEFS en AcOEt

puro y en AcOEt con 10 ul ATFA.,

5.2.4. DEFS de muestras para calibracién. Influencia de la temperatura, la densidad,

¢l tiempo de extraccion estética y el cosolvente.

Los experimentos se realizaron adicionando 100 pL de ATFA (agente derivante) o

- 400 pL. de ATFA/ACOE 1:3 (v/v) (mezcla agente derivante/cosolvente) directamente a 100

mg de Chromosorb/analitos en la celda de extraccién; inmediatamente la mucstra y el
reactivo fueron calentados y presurizados con CO,. La derivacién y extraccion se llevé a
cabo primero de modo estdtico y luego de modo dindmico. Los componentes derivados se
cluyeron con AcOEL, se colecté el mililitro eluido después del volumen muerto (0.7ml) en
un vial con 10 uL de ATFA y se guardo a 4°C por no mds de 6 hrs. A cada vial se le
adicionaron 10 pL de AcOEt con 1% v/v de Ci4. No sc le dio ninguna otra preparacion a la

muestra antes del andlisis cromatogrifico.
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Se claboré un disefio experimental aleatorizado de dos niveles* para evaluar la
influencia de la temperatura en la celda de extraccion (A), la densidad del CO, (B), el

ticmpo de extraccion estitica (C) y el cosolvente (D) (Tabla 5).

Nivel
Factor Variable Bajo (-) Alto (+)
A Temperatura en la celda de extraceidn (°C) 40 100
B Densidad de CO, (g/cm?) 0.4 0.7
C  Tiempo dc extraccion estitico (min) 5 30
D  Cosolvente - 300 uL, AcOLt

Tabla 5. Condiciones DEFS.

Posteriormente se elabord un disefio experimental aleatorizado con réplicas de tres
factores (A, B y C) y los mismos nivelcs, para cvaluar la influencia de la temperatura en la

celda de extraccion (A), la densidad dcl CO, (B) y el tiempo de extraccion estdtica (C).
5.3. DEFS de ciscara de platano y de glandula suprarrenal.
5.3.1. Preparacion de las muestras.

Cascara de pldtano:

Se liofilizé una cdscara de plitano amarillo (pldtano tabasco) obtenida
comercialmente y se cortd en trozos de 1 a 2 mm de diametro. Se tomaron 1.5 mg de
materia seca (equivalente a 0.1 g materia himeda) y se¢ mezclaron con 150 mg de

Chromosorb.

Gldndula suprarrenal:

Sc liofilizaron 2 glandulas adrenales (médula, cortex y un poco de grasa) de perro
proporcionadas por la Facultad de Veterinaria de la UNAM y se cortaron en trozos de
aproximadamentel mm de didmetro. Se tomaron muestras entre 50 y 200 mg de tejido seco

(50% de humedad) y s mezclaron con aproximadamente 150 mg de Chromosorb.

*Notii; En éste primer disefio experimental no se adicionaron 10 pL de ATFA a cada vial,
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5.3.2. EFS y DEFS.

La mezcla de Chromosorb/muestra se colocd cn la celda de extraceion y se
realizaron dos EFS consceutivas [densidad de 0.7 g/mL (115 bar y 40°C), 5 min modo
estatico y 9.5 min modo dindmico (7 volimenes de lavado)] para eliminar lipidos y otros
compuestos no polares. Posteriormente se realizaron dos DEFS consecutivas para extraer
fos compuestos de interés [300 pl. de ATFA antes de cada extraccion, densidad de 0.7
g/mL (115 bar y 40°C), 30 min modo estitico y 9.5 min modo dindmico (7 voliimenes de

lavado)}.
5.3.3. Andlisis de las muestras obtenidas con EFS.

Las muestras obtenidas con EFS se analizaron por Cromatografia de Gases de Alta
Temperatura en un equipo Hewlett Packard 5890 Serie 11 Plus equipado con detector de
ionizacion de Hama ¢ inyector “on-column” (Hewlett-Packard, Avondale, CA, USA). Sc
utilizoé una columna capilar con fase estacionaria SPB-50 (10 m x 0.25mm D.L, 0.25 pm )
de Supelco (Bellefonte,PA,USA). Un flujo constante de He de 4.45 ml/min . La
temperatura de la columna se programé a 20°C/min, la temperatura inicial fue de 60°C y la
final fue de 350°C durante 15 min. La temperatura del detector de ionizacion de Hama fue
de 350°C. La temperatura del inyector se mantuvo 3°C por encima de la temperatura de la
columna, La identificacion de los triglicéridos se realiz6 comparando con estiandares y se

comprobd hidrolizando y formando los ésteres metilicos de dcidos grasos que se analizaron

¢ identificaron por CG-EM con las mismas condiciones antes descritas (5.1.2.).

5.3.4, Andlisis de las muestras obtenidas con DEFS.

L.as muestras se analizaron por CG-EM con las condiciones ya establecidas (5.1.2.).
En algunos casos ¢l tiempo final se extendid entre Sy 20 minutos para verificar que no

existian compuestos mds retenidos.
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6.- RESULTADOS Y DISCUSION

6.1, Estudio in vitro de catecolaminas y compuestos relacionados.
6.1.1. Formacion y andlisis de los derivados.

Utilizando como catecolamina modelo la DA sc descartd la utilizacion de bis
trimetil trifluoro acetamida (BSTFA), y de anhidrido acético (AcO,;) como agentes
derivantes porque el derivado formado era inestable o la reaccion cra incompleta y se
selecciond ATFA como agente derivante en la mezcla 1:3 con AcOEt, Para todos los
compuestos que ho poseen grupo carboxilo esta metodologia dio excelente resultado, se
obtuvo c¢n cada caso un solo pico cromatogrifico, estable y con el espectro de masas
esperado. Bl cromatograma ionico de los derivados TFA de DA, E, NE, MN y NMN se
muestra en la Figura 5. Los espectros de masas se muestran en las Figuras 6 a la 10, Las
principales sefiales m/z, ademas de m/z= 69 correspondicnte al ion CFy', caracteristico de
todos los derivados TFA, se encuentran en la Tabla 6. El esquema de fragimentacion sc

muestra en la Figura 11,

DA MN
B NMN
&
NE | popa
M"J
N ~ LJUL...._............_-.—

LNL RN Rat DAL BRI, BN Ay Mt /RL LU ENS S A R M Ak AL Rt (R M IRt R R B A B Ak R ISL AL NN (e

4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9,00 10,00 min

Fi u,um 5. Cromatograma Ionico de los derivados TFA de DOPA DA, E, NE, MN
¥ NMN. Columna SAC-5 (30m x 0.25mm D.I, 0.25 um). Programa de
temperatura; 60°C durante 1 min incrementandose a 20 °C/min hasta
260°C durante 0.5 min. Inyector: 250°C. Linea de transferencia: 280°
C. Inyeccion "splitless” durante | min. "SCAN" de 10-350 m/z.,
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Figura 6. Espectro de masas de DA-TFA
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Figura 7. Espectro de masas de E-TFA.

Abundancia 126
69

807
60 - 440

20 217 39 399
] 273
:. nL,,L.l.,.[‘-.‘..,. .'l..‘, TR W l' l,' . 534

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 m/z

Figura 8. Espectro de masas de NE-TFA.
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Figura 9. Espectro de masas de MN-TFA.
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‘Figura 10. Espectro de masas de NMN-TFA.
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Figura 1. Esquema de fragmentacion de las sefiales m/z principales.
Lox valores se encuentran en la Tabla 6.
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Tabla 6. Senales m/z caracteristicas de los derivados T,
Ri R2 R3 M A B

NE COCFs OCOCIs H 553 126 440

[ COCFs 0OCOCIFs CHz; 567 140

DA COCI; I 1 441 126 328
NMN Cls OCOCF:  H 471 126 358
MN CH3 OCOCFs CHs 485 140 358

Para la molécula de DOPA también se obtuvo un derivado cstable. El cromatograma
ionico de DOPA-TFA se muestra en la Figura 5. Debido a la posicion de los grupos
funcionales cn este compuesto, se propone cs una estructura de lactona (Figura 12). El
espectro de masas de DOPA-TFA se muestra en la Figura 13 y una posible fragmentacion

de la estructura propuesta se encuentra en la Figura 14,

b - ] |
—ol C—OH OH N
. C—OH | C—CFs
CHy— CH—NIi, CHy—CH~N=C~CF, CHy— CH—N
AN ATFA N
| AcOEt M0
Z o 0COCF; 0COCF;
OH OCOCF OCOCF,
L N
Figura 12, Estructura propuesta para el derivado DOPA-TFA.
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[Figura 13, Espectro de masas de DOPA-TFA.
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Figura 14. Esquema de fragmentacion de un ion de DOPA-TFA,
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‘ara las moléeulas de DOPAC, HVA, DOMA, VMA y MHPG, que poseen un
grupo carboxilo, el derivado formado con este procedimiento no siempre es el mismo, es
parcial ¢ inestable. A continuacion, utilizando como modelo el HVA, se muestran los
cromatogramas de tres solucidnes igualmente preparadas de HVA. Como se observa en la
Figura 15 el derivado resultante del grupo carboxilo probablemente es el correspondiente
anhidrido (una posible estructura se muestra en la Figura 16) que, por la forma de los picos
y por los espectros de masas se observa que sufrc descomposicion en el sistema
cromatogrifico, mientras que las Figuras 17 y 18 indican que posiblemente el grupo
carboxilo esta libre, fo que explica el “coleo” de los picos (la estructura sc propone cn la
Figura 19) ademds, al igual que en la Figura 15, en la Figura 17 sc observa la

descomposicion de los derivados en el sistema cromatografico.
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Figura 15, Cromatograma idnico y espectros de masa del derivado HVA-TFA.
Temperatura final:  260°C  durante 5.5 min. Las demds condiciones
cromatogrdficas son las mismas que en la Figura 3.
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Figura 16. Estructura propuesta de los espectros de la Figura 13,
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Figura 17. Cromatograma iénico y espectros de masa del derivado HVA-TFA,
Temperatura  final:  260°C  dwrante 5.5 min. Las demds condiciones
cromatogrdficas son las mismas que en la Figura 3.
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Figura 18. Cromatograma iénico y espectros de masa del derivado HVA-TFA.
Temperatura  final:  260°C  durante 3.5 min. Las demds condiciones
cromatogrdficas son las mismas que en la Figura 5.
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Figura 19, Estructura  propuesta de  los
espectros de la Figuras 17y 18.

Para este tipo de compuestos la literatura reporta la utilizacion de la mezcla
ATFA/TFE (trifluoroctanol) 3236 para formar con el carboxilo el éster vesultante. En el
laboratorio no se cuenta con TFE, asi que, aunque la literatura menciona que la reaccion es
muy violenta con las mezclas ATFA/EIOH (etanol) o ATFA/MetOH3, se probaron
diferentes proporciones de la mezela ATFA/EtOH. En ningun caso se encontrd algiin
derivado de estos compuestos. Se observd que la mezela ATFA/EtOH no interfiere con los
derivados de las moléculas que no poscen grupos carboxilo cuando la proporcion de EtOH
es muy pcqueﬁn (10:1), pero cuando la proporcion aumenta (10:5) los derivados no se
forman o sc destruyen. Para ¢l resto del trabajo sélo se estudiaron las moléculas que no

poseen grupos dcidos y DOPA.
6.1.2, CG-IEM de las soluciones para calibracion.

Los cromatogramas de las solucidnes para calibracion y las obtenidas con DEFS
muestran los mismos picos cromatogrificos, simétricos y con una buena resolucién como
s¢ muestra en el cromatograma ionico de la Figura 20. Los espectros de masas son los
mismos en todos los casos (los analitos derivados independientemente, las soluciénes para

calibracion y las solucidnes obtenidas con DEIS).
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Figura 20. Cromatograma lonico.de una muestra de calibracion,
0.1mg de cada analito en 100 mg de Chromosorb,
Condiciones cromatogrdficas ignal que en la Figura 5,

6.1.3. Repetibilidad, reproducibilidad y estabilidad de fas soluciones para calibracion,

La repetibilidad entre inyecciones y entre soluciénes para calibracion es 3.0% vy
7.1% respectivamente (desviacion estandar relativa), Esta diferencia es significativa y es
resultado de la heterogeneidad y de la reproducibilidad de la veaccion de derivacion, Para
investigar la estabilidad de los derivados, las solucidnes se guardaron a temperatura
ambiente y a 4°C, los resultados mostraron que a temperatura ambiente la descomposicion

s detecta a las 4 hr. mientras que a 4°C las muestras son estables por 24 hrs (Fig 21).

Ct
Ct <100
oo ¥ E.DANMN.MN
100
90
80 NE
10 DOPA
60 : : =
0 20 40 60

Figura 21. Descomposicion de las muestras para calibracion almacenadas
a 4°C en funcion del tiempo. Co=Concentracion inicial,
Ct=Concenteracion at tiempo 1.



0.2. Derivacion y extraceton con CO, supercritico.
6.2.1. Pardmetros de operacion constantes.

Flujo y volumen de disolvente,
Sc encontrd que el recobro es independiente del flujo de AcOEt que se {ijé a una
velocidad intermedia (I mb/min) y sc demostrd que | ml de AcOEt ¢s wn volumen

suficiente para ehuir completamente los derivados de Ia trampa de acero inoxidable.

Flujo del CO,.

Ll recobro es independiente del flujo de CO,, por lo que para ahorrar tiempo se fijo
a4 mL/min (Fig 22 y Tabla 7).

Nimero de voltunenes de lavado.

La Figura 22 muestra los resultados del recobro (%R) del derivado de DA en
funcidn del niimero de volimenes de lavado, donde al igual que para los otros compuestos
sc¢ observa que con 6 voltimenes de lavado se ha alcanzado practicamente el recobro

miximo. Para el resto de los experimentos el nimero de volimenes de lavado se tijo en 7.

%R DA

80 ..
60 X X

T / —e—0.5 mi/min
40 | .

eo oo 4 mbmin

20 4
0 X % } %

0 2 4 6 0°volumen

Figura 22, Recobro en funcion del nimero de voliimenes de lavado.
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Tabla 7. Recobro en funcion del flujo de C0,.
0.5ml/min  4ml/min

NE 64.4 69.5
L 68.0 74.0
DOPA 64.1 60.2
DA 69.7 67.7
NMN 78.6 72.3
MN 74.9 71.4

6.2.2. EFS de las catccolaminas y compuestos relacionados sin derivar.,

En todas las condiciones estudiadas sc cncontrd que no hay extraccion de los
compuestos sin derivar (Figura 23), ¢stos permanceen en el Chromosorb de la celda de

extraccion (Figura 24).
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Figura 23. Cromatograma ionico de EFS de Chromosorb/analitos.
Condiciones cromatogrdficas igual que en la Figura J.
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Figura 24. Cromatograma ionico de la muestra de Chromosorb/analitos
después de la EFS. Condiciones cromatogrdficas igual que en la
Figura 5.

6.2.3. Estabilidad de las solucidnes obtenidas con DEFS.

Bajo las mismas condiciones de almacenamiento (4°C) las soluciones obtenidas con
DEFS son menos estables que las solucidnes de calibracion. Las solucidnes para calibracion
son estables por 24 hr (Figura 21) mientras que las soluciénes obtenidas con DEFS
muestran pérdidas en ese mismo tiempo que van de 15% (MN) a 85% (NE). La Figura 25
mucstra fa gréfica de descomposicion de las soluciénes obtenidas con DEFS durante las
primeras 4 hr. La adicion de de 10 puL de ATFA a las soluciénes obtenidas con DEFS
aumenta la estabilidad de los derivados durante 4 hr, lo que es tiempo suficiente para
analizar las muestras. La Figura 26 muestra la grifica de descomposicién durante las

primeras 12 hr de las solucidnes obtenidas con DEFS adicionadas con [0 pL. ATFA.
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Figura 25. Descomposicion de las soluciénes obtenidas con DEFS en
Suncion — del  tiempo.  Co=Concentracion  inicial,
Ct=Concenteracion at tiempo .
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Figura 26. Descomposicion de las soluciones obtenidas con DEFS
adicionadas con 10 pL ATFA en funcién del tiempo.
Co=Concentracion inicial, Ct=Concenteracion at tiempo 1.

6.2.4. DEFS de las muestras para calibracion, Influencia de | temperatura, la densidad,

¢l tiempo de extraccion estdtica y el cosolvente.

La Tabla 8 muestra los recobros de los compuestos estudiados cn el experimento
factorial 24, El andlisis de estos resultados muestra que el efecto mas importante es la

adicion de cosolvente que reduce el recobro de los derivados en un factor de dos. Este



resultado fue inesperado ya que en el procedimiento usual los derivados se sintetizan mds

répido con la adicion de AcOEt al ATFA. La opcidn de derivacion incompleta se descarto

al analizar algunas de las muestras de Chromosorb de la celda después de Ja extraccion ya

gue no se encontrd ningun pico, ver el cromatograma de la Figura 27,

Tabla 8 Resultados del Diseiio Experimental 27

Nivel del Factor

Respuesta (recobro %)

A B C D DOPA DA NE [i M NMN
1 - - - 914 861 267 438 97.7 1054
2 + - - - 928 901 827 812 966 996
3 -+ - - 247 751 534 584 812 843
4 A - 922 940 858 859 995 1022
5 - - - 848 787 215 392 909 949
0 + -+ 440 743 545 o613 782 770
7 - 4+ 4+ - 657 834 673 745 93.0 949
8 + 4+ 4+ - 370 866 768 783 885 §9.2
9 - - - 193 285 64 1001 426 403
w + - - 4+ 411 438 180 265 S5L1 516
H + - 4+ 215 252 176 190 3201 28
12 oo+ - 4+ 624 725 489 545 B80.6 825
13 - - 4+ 4+ 195 237 43 81 353 313
4 + - + 4+ 162 521 335 374 521 406l
5. - 4+ 4+ 4+ 223 284 229 253 31.6 323
6 + -+ 4+ -+ 211 494 438 446 504 508
Cl4
. L
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Figura 27. Cromatograma idnico del Chromosorb de la celda después de la

DEFS, Condiciones cromatogrdficos igual gque en la Figura 3.
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Los resultados indican que los derivados mas inestables como son NIE y E tienen
recobros menores mientras que los mas estables como NMN y MN tienen los recobros mds
altos. Sin embargo, ¢l efecto de la adicion de cosolvente es tan grande que no permite
concluir si existen otras interacciones. Este experimento se realizo sin adicionar a los vialcs
10 pl. de ATFA y ¢l tiempo entre la extraccion y ¢l andlisis de las muestras no fue
inmediato ni igual para todas las muestras. El experimento se repitio sin el factor
cosolvente, adicionando 10 pl. de ATFA a los viales y realizando una réplica, los
resultados s¢ mucstran en la Tabla 9 y el promedio, la  desviacion estandar relativa al
interiar y entre factores en la Tabla 10. Este experimento mostrd que la reproducibilidad
estd limitada por la metodologia de calibracion (la D.S. al interior de cada factor es mayor
que la D.S. entre factores) y quc ninguno de los factores aqui estudiados tiene efecto
significativo, ¢s decir, que el recobro no depende de la temperatura, la presion o el tiempo

cn los intervalos estudiados.

Tabla 9 Resultados del Diseiio Experimental 23 con réplica

Nivel Respuesta (recobro %)

A B C DOPA DA NE B MN NMN
1 - - - B884/89.0 81.5/81.5 76.0/79.8 68.8/729 783/79.6 85.6/85.7
2 4+ - - 100.3/93.9 93.0/73.3 850/692 77.7/644 89.3/70.4 96.9/74.1
3 - + - B8506/850 89.1/90.8 87.6/93.7 78.6/883 87.8/95.0 93.8/94.4
4 + + - 1022/104,0 81.9/719 66.6/768 66.3/66.9 79.0/679 83.8/71.7
5 - - 4+ 10891063 92.0/774 79.9/862 712/727 91.3/73.5 97.6/78.3
6 + - + 749/116.0 86.3/112.7 64.9/102.8 66.9/92.6 83.0/103.8 88.8/112.4
7 - + + 103.6/949 92.8/75.5 86.1/64.6 78.6/64.4 88.6/72.8 96.7/78.1
§ + + + 925/98.6 90.6/ 91.6 82.6/71.1 77.6/70.7 86.1/868 92.5/95.8

Tabla 10 Promedio del recobro del Diserio Experimental 23 con réplica

%R D.S. al interior D.S. entre factores
(reproducibilidad)

DOPA 96.4 6.2 4.8
DA 86.4 8.0 6.8
NE 79.6 10 0.7
E 74.2 7.0 2.3
MN 83.9 8.2 5.3
NMN 89.1 8.9 6

Promedio 84.8 8.1 4.3




6.3. DEFS de cdscara de platano y de glindula suprarrenal,

6.3.1. Cascara de plitano.

La Figura 28 muestra el cromatograma de alta temperatura de la segunda EFS de la
cascara de platano, donde al igual que la primera extraccion se identificaron triglicéridos de
NC48 a NC50. La Figura 29 muestra por CG-EM los ésteres métilicos de los dcidos grasos

para la misma muestra que van de C:16 a C:18.

NC48

NCS0

| e

0 5 10 5 20 25 min

Figura 28, Cromatograma de alta temperatura. Segunda EFS de cdscara de
platano seca. Columna SPB (10m x 0.25mm D.1, 0.25 pm). 4.45
ml/min de He. Programa de temperatura: 60°C incrementandose a
20 °C/min hasta 350°C duranre 15 min. Inyeccion en columna
(oven track on). Detector de ionizacion de llama: 350°C.
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Figura 29, Cromatograma iénico de los esteres metilicos de dcidos grasos de
la segunda EFS de cdscara de pldatano  seca. Condiciones
cromatogrdficas igual que en la Figura 3,

Iin la DEFS sc extrajo una concentracion DA del orden de 0.55 mg por g de tejido.
La Figura 30-0 muestra ¢l andlisis por CG-EM de la solucidn obtenida con DEFS, El
cromatograma de una segunda extraccion (Fig 30-b) demuestra que la extraceion fue

exhaustiva,
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Figura 30. Cromatogramas jonicos de a) primera y b) segunda DEFS de 11.5
mg de cdscara de pldatano seca. Condiciones cromatogrdficas
igual que en la Figura 3.



En los cromatogramas de la Figura 30 también se puede observar la DEFS
exhaustiva de Azucares-TFA como son: glucosa, fructosa y sacarosa, que se identificaron

por comparacion con los tiempos de retencion y espectros de masas de estdandares.

6.3.2. Glandula suprarrenal

En los cromatogramas de alta temperatura de la primera y segunda EFS de la
glandula suprarrenal se identificaron triglicéridos de NC44 a NC54. La Figura 31 muestra
el cromatograma de alta temperatura de la segunda EFS de la glindula suprarrenal, La
Figura 32 muestra por CG-EM los ésteres métilicos de los acidos grasos para la misma

muestra que van de C:14 a C:18.
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Figura 31, Cromatograma de alta temperatura. Segunda EFS de glindula
adrenal. Condiciones cromatogrdficas igual que en la Figura 28,
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Figura 32. Cromatograma idnico-de los esteres metilicos de dcidos grasos de

la segunda EFS de gldandula adrenal. Condiciones cromatogrdficas
igual que en la Figura 5.

En la DEFS sc extrajo una concentracion E del orden de 0.35 mg por g de tejido
himedo y en menor concentracion NE, DA, NMN y MN, La Figura 33-a muestra el andlisis
por CG-EM de la solucion obtenida con DEFS. El cromatograma de una segunda

extraccion (Fig 33-b) demuestra que la extraccion fue exhaustiva.
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Figura 33. Cromatogramas idnicos de a) primera y b) segunda DEFS de 0.05 mg
de glindula adrenal. Las condiciones son las mismas de la Figura 5,
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Entre los compuestos que se derivaron y extrajeron con CO, supercritico se
identifico el precursor de DOPA, el aminodcido Tirosina (T), que al igual que la glucosa, se
identificd por comparacién con los tiempos de retencion y espectros de sus repectivos
estdandares. El espectro y probable estructura del derivado de la Tirosina se muestran en las

Figuras 34 y 35.
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Figura 34. Espectro de masas de Tirosina-TFA.
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Figura 35. Esquema de fragmentaciin de un
ion de Tirosina-TFA.

40



7.- CONCLUSIONES

Se alcanzaron los objetivos planteados inicialmente:

1) Las catccolaminas y algunos de sus metabolitos, junto con otras moléculas altamente
polares como los azucares (mono y disacdridos), pueden ser extraidas con DEFS usando
ATFA como agente derivante y CO, supercritico como disolvente.

2)

3) Se demostrd que se puede disefiar-un esquema donde el primer paso sea EFS para

climinar compuestos no polares como son los triglicéridos.

Con el trabajo realizado sc concluye que:

o Conelusode ATFA los derivados son facilmente formados y extraidos.

» Se obtienen recobros tan altos como 94 %.

o La DEFS se realiza en 40 min y el extracto puede ser analizado sin ningtin otro tipo dc
tratamiento por CGC convencional.

o El recobro no depende, en los intervalos estudiados, de la temperatura, la presién o el
tiempo de extraccion,

o El uso de AcOEt como codisolvente reduce el recobro en un 50 %.

o Las mucstras se deben analizar inmediatamente 6 almacenar, hasta por 4 hr, a 4°C con
10 pLl. dc ATFA.

» Bl método permite usar pequelas cantidades de muestra (50 mg) y elimina
manipulaciones que consumen tiempo.

« EnlaEFS de la cascara de platano tabasco se extrajeron triglicéridos de NC48 a NC50

» EnlaEFS de la glandula suprarrenal se extrajeron triglicéridos de NC44 a NC54.

o Enla DEFS de la cascara de platano se cuantificé DA ¢ identificaron glucosa, fructosa y
sacarosa,

o En la DEFS de la gldndula suprarrenal se cuantificé E ¢ identificaron NE, DA, NMN,
MN, T y glucosa.
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La téenica de DEEFS se encuentra en sus inicios y como ¢l comportamiento de los
disolventes liquidos no se puede extrapolar al del medio supereritico (como lo demostré la
presencia del codisolvente que bajé el rendimiento de extraccién) no es faeil predeeir los
resultados de las reacciones en estos medios. Se espera que los resultados obtenidos en este
trabajo contribuyan en el avance del conocimento de la DEFS. A continuacion se indican

recomendacioncs de operacion y posibles caminos para fa continuacion de este trabajo.

e Llevar acabo la DEFS en linea con un sistema cromatogrifico para resolver cl problema
de la baja cstabilidad de los derivados en solucién, aumentar la scasibilidad del método y
climinar la necesidad dc utilizar una trampa. Si la trampa no esta perfectamente limpia el
recobro de los compuestos derivados puede disminuir hasta ser nulo ya sca porque los
derivados pueden no retenersc durante la extraccion, rctenerse durante la elucién o
descomponerse,

o Realizar la DEFS con otros derivantcs o en 2 pasos, es decir con dos reactivos
derivantes. Por ejemplo, para extracr los metabolitos dc catecolaminas con grupo dcido
se puede pensar en realizar una primera DEFS con un reactivo que derive el grupo dcido
(por ejemplo metilarlo) y posteriormente la DEFS con ATFA.

o Investigar ¢l mecanismo en que la reaccion de DEFS se lleva acabo, el porqué del efecto
del codisolvente AcOEt y el de otros codisolventes. '

e Demostrar la cuantitatividad de la DEFS en matrices reales relizando cl estudio junto

con un metodo de referencia.
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