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ACRONIMOS

ACE: Electroforesis capilar de afinidad en linea (on-line affinity capillary electrophoresis)
BGE: Electrolito soporte

CE: Electroforesis capilar

CEC: Electrocromatografia capilar

CE-UV: Electroforesis capilar con deteccion ultravioleta

CE-MS: Electroforesis capilar con deteccion por espectrometria de masa
CGE: Electroforesis capilar en gel

CIEF: Enfoque isoeléctrico capilar

CITP: Isotacoforesis capilar

CZE: Electroforesis capilar en zonas

EACE On-line enzyme affinity capillary electrophoresis

EOF: Flujo elecroosmotico

ESI: Electrospray

[ACE: Electroforesis capilar de inmunoafinidad en linea (on-line inmunoaffinity capillary
electrophoresis)

Id: didmetro interno del capilar

LACE: On-line lectin affinity capillary electrophoresis
LIF: Fluorescencia inducida por laser

LOD: Limite de deteccién

LOQ: Limite de cuantificaciéon

MBT: Mini bafio termostatico

MEKC: Cromatografia electrocinética micelar
MIP: Polimeros molecularmente impresos
MS: Espectrometria de masa

Od: Diametro externo del capilar

PEG: Polietilenglicol

RF: Radiofrecuencia
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RSD: Desviacion estandar relativa
T: Temperatura
Tris: tris (hidroximetil) aminometano

UV: Espectroscopia ultravioleta
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LISTA DE SIMBOLOS

e: Constante dieléctrica

E: Campo eléctrico

n: Viscosidad

v: Relacion de velocidades electroforéticas
L: Longitud del capilar

Lr: Longitud total del capilar

L4: Longitud a la ventana de deteccion del capilar
q: Carga de un i6n

p: Resistividad

r: Radi6 de un i6n

T: Temperatura

Wa: movilidad aparente

Le: Movilidad electroforética

ueor: movilidad del flujo electroosmotico
v: Velocidad

V: Voltaje aplicado

{ : Potencial zeta
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Objetivos Generales

Extender las prestaciones de los métodos de electroforesis capilar para el analisis de
compuestos de interés en muestras bioldgicas complejas. Se trabajard, primeramente, en el desarrollo
de métodos de optimizacion de las condiciones de separacion que permitan seleccionar de manera
mas eficiente condiciones adecuadas de separacion. En una segunda etapa se trabajard sobre la
mejora de los limites de deteccion en base a dos estrategias: el desarrollo de métodos de
preconcentracion en linea, y el uso de detectores con selectividad y sensibilidad mejorada,
concretamente, espectrometria de masa. El trabajo sobre ambas estrategias se llevara adelante en
primera instancia por separado y luego combinando ambas. Los métodos desarrollados se aplicaran
al analisis de compuestos de interés farmacéutico y biomédico, particularmente a un grupo de
alcaloides de la familia de las B-carbolinas en algas y péptidos opidceos en muestras de plasma

humano.

Objetivos Especificos

a.  Desarrollar un criterio para la caracterizacion de la separacion en electroforesis capilar (CE).
Establecer un procedimiento para componer funciones multicriterio para optimizar las
separaciones de mezclas de analitos por CE. Aplicarlo a la optimizacion del pH para la
separacion de un grupo de compuestos de una misma familia quimica, en este caso seis
alcaloides de la familia de las [-carbolinas. Comparar los resultados que se obtienen
empleando el pH optimizado mediante este método con los obtenidos por otros métodos de

optimizacion.

b.  Desarrollar y validar un método de extraccion y analisis de las B-carbolinas anteriores en
muestras de alga de la especie Undaria pinnatifida, utilizando electroforesis capilar con
deteccion UV (CE-UV). Estudiar la transferibilidad del método de separacion en distintos
instrumentos de distintas marcas comerciales. Aplicar este mismo método al analisis de f-

carbolinas en muestras de semillas de Peganum harmala.

c.  Adaptar el método de CE-UV para la deteccion en linea por espectrometria de masa (CE-MS).
Validar el método de CE-MS y caracterizar las B-carbolinas estudiadas mediante CE-MS/MS.

Determinar su contenido en muestras de Undaria pinnatifida.
13



Desarrollar un método para la preconcentracion de B-carbolinas mediante extraccion en fase
solida en linea con la electroforesis capilar utilizando fases estacionarias de C18 con deteccion

UV y MS (SPE-CE-UV y SPE-CE-MS).

Desarrollar un sistema para el control eficiente y rapido de la temperatura en los
preconcentradores de SPE-CE, instalable en instrumentos comerciales con termostatizacion del
capilar por conveccion forzada de aire, asi como también en instrumentos termostatizados por
circulacion de liquidos. Automatizar el control y optimizar la eficiencia de la velocidad de
cambio de la temperatura. Utilizar el sistema anterior para evaluar el efecto de la temperatura
en la preconcentracion por SPE-CE. Utilizar como analitos modelo el grupo de alcaloides de la
familia de la B-carbolinas y también un grupo de péptidos opidceos. Utilizar como sorbente
fases estacionarias de C18 y evaluar los factores de recuperacion tanto en soluciones estandar

como en muestras de plasma humano.
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1. INTRODUCCION
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1.1. Electroforesis capilar

1.1.1. Breve reseiia historica

La electroforesis capilar (CE) es una técnica analitica moderna, la cual permite separar compuestos
cargados de forma répida y eficiente en volimenes muy pequefos. La separacion estd basada en las
diferencias de movilidades electroforéticas de especies cargadas en el campo eléctrico que se
establece en el medio electroforético dispuesto en el interior de tubos de didmetro interno muy
pequefio o tubos capilares.

A principios del siglo XVIII, se realizaron muchos intentos para poder lograr separaciones
electroforéticas tanto en soluciones como en geles. Los primeros experimentos se realizaban en tubos
de vidrio con forma de U con electrodos en los extremos a los cuales se le aplicaba una corriente
continua y voltajes de hasta algunos centenares de voltios (V).

Debido a que la separacion electroforética era llevada a cabo en tubos con didmetros internos
considerablemente grandes y soluciones simples, los fendmenos convectivos por calentamiento Joule
eran muy marcados. Estos fendémenos se originan por el paso de corriente a través de una solucion, la
cual constituye una resistencia eléctrica y como tal, disipa calor. Para poder superar este
impedimento la primera solucion encontrada fue minimizar estos fendmenos convectivos mediante la
adicion de estabilizantes fisicos al medio de separacion. Ejemplos tipicos son el agar, gel de silice y
acrilamida.

Por otra parte, otro intento de minimizacion de estos efectos fue el uso de tubos de menor didmetro.
Estos permitirian, dada la reducida seccion transversal del tubo, una disipacion mas eficiente del
calor generado por la solucién. Bajo condiciones ideales, las muestras migran como un cilindro o
tapon de longitud pequeia siendo las resoluciones limitadas solo por la dispersion longitudinal por
difusién. Por este motivo, se resalta a la CE como una técnica de alta eficiencia de separacion.

La primera demostracion del uso de un capilar y altos voltajes para realizar una separacion
electroforética fue realizada por Hjerten en 1967 [1]. Es decir, que si bien el efecto separativo era
conocido desde principios del siglo XVIII, el avance de la tecnologia no permitié el desarrollo de la
técnica en su maximo potencial, lo cual ocurrid mas de un siglo después con el advenimiento de los
tubos de silice de didmetro capilar.

En los afios venideros, varios autores como Mikkers y Virtenen realizaron trabajos tratando de
probar la alta eficiencia de la CE sin demasiado éxito [2,3]. El principal problema era la sobrecarga
de la columna, debido a la imposibilidad de inyectar pequefios volumenes de muestra y la poca

sensibilidad de los detectores existentes en ese momento.
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En 1981 Jorgenson y Lukacs fueron considerados los primeros en demostrar en la practica, la alta
eficiencia de las separaciones [4—6]. Esta serie de trabajos, implicaron el uso de tubos capilares de
silice de 100 um de didmetro interno y la aplicacion de campos eléctricos elevados. En este momento
se sentaron los fundamentos basicos de la técnica y se establecieron teorias simples sobre los
mecanismos de separacion y dispersion de las bandas electroforéticas.

En los afos subsiguientes, los cambios apuntaron a variaciones de la técnica manteniendo el ntcleo
de la misma practicamente inamovible, ejemplos de las mismas pueden ser la electrocromatografia
(CEC) o la cromatografia electrocinética micelar (MEKC), las cuales conformaron nuevos modos de
CE.

Ya hacia fines de los afios "80 existian en el mercado los primeros instrumentos comerciales de CE,
que permitieron un enorme avance en esta técnica durante la siguiente década. El desarrollo del
instrumento en varios aspectos operativos fue notable ademas de su adaptacion a una gran variedad
de detectores. Se destac la robustez y versatilidad de la técnica que permite analizar un amplio
espectro de matrices y utilizar medios separativos, tanto acuosos como organicos. En esta época la
CE se ubica una técnica complementaria a la cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC).
Actualmente, la CE se utiliza en combinacidon con técnicas de concentracion en linea para los
analitos y detectores de alta sensibilidad y selectividad. Se aplica tanto al estudio de macromoléculas
como de moléculas pequeias, y que pueden estar presentes en matrices tan diversas como muestras

inorganicas, fluidos bioldgicos, extractos naturales de plantas, alimentos, fArmacos, etc.

1.1.2. Modos de operacion

Una de las principales ventajas de la CE es que s6lo requiere instrumentacion simple y robusta. En su
esquema mas bésico estd compuesto por una fuente de alto voltaje, dos reservorios para las
soluciones amortiguadoras o simplemente electrolitos soporte (BGE), un capilar y un detector. El
arreglo esta descripto en la figura 1, donde se puede observar que, a diferencia de las técnicas
cromatograficas convencionales donde la deteccion tiene lugar después de la columna de separacion
(post column detection) en una celda especifica para la deteccion, en CE la zona de deteccion esta en
el mismo tubo o capilar (on-column detection). Esto acarrea como principal consecuencia un
incremento de los limites de deteccion (LOD) debido a que las cantidades o volimenes a detectar son
muchos menores. Sin embargo, a su vez, la versatilidad que se obtiene es mucho mayor, pudiendo

detectar en distintas zonas y con distintos tipos de deteccion por separado o en simultaneo.
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Reservorios BGE

Fig. 1.1. Esquema de un equipo de CE convencional. En ¢l se pueden distinguir la fuente de alto
voltaje (HV), reservorios de BGE, capilar de separacion y zona de deteccion.

Este esquema basico puede ser superado agregando accesorios que mejoren la automatizacion del
sistema. Pueden ser mencionados, a modo de ejemplo, muestreadores automaticos, dispositivos de
inyeccion multiple, controladores de temperatura, fuentes de voltaje programables, interfases con
plataformas informaéticas, etc. Considerando la versatilidad de la CE, se desarrollaron varios modos
que derivan directamente de esta y, en algunos casos fusionandose con fundamentos provenientes de
la cromatografia, intentando resaltar las ventajas de cada una de las mismas en una sola técnica.

Entre los diversos modos existentes los mds importantes y aplicados actualmente son los siguientes:

- Electroforesis capilar en zonas (CZE)

- Electroforesis capilar en gel (CGE)

- Cromatografia electrocinética micelar (MEKC)
- Electrocromatografia capilar (CEC)

- Enfoque isoeléctrico capilar (CIEF)

- Isotacoforesis capilar (CITP)
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Se puede destacar el amplio uso de la CZE y, eventualmente de la MEKC, por sobre las demas. La
CZE es el modo mas simple en el que soélo se requiere un capilar relleno de BGE o solucién
reguladora, en cuyos extremos se aplicara el voltaje de separacion. La denominacidn “en zonas” hace
referencia especificamente a que los compuestos inyectados en el medio de separacidon continuo se
separaran en bandas discretas, en otras palabras, migraran en “zonas” caracteristicas acorde a sus
movilidades electroforéticas efectivas. Ejemplos de variantes de CZE en los cuales los medios de
separacion son continuos y permanecen constantes en el tiempo, pero que no son soluciones simples,
son CGE (el medio es un gel), MEKC (se utilizan micelas por encima de la concentracion micelar
critica) o CEC (se emplean una fase estacionaria). Cuando el medio de separacion es continuo pero
varia en funcion del tiempo, las movilidades de los analitos varian consecuentemente en funcion del
mismo, de aqui surge otro de los modos més conocidos que es el CIEF. Finalmente, cuando el medio
de separacion es discontinuo y varia en funcion del tiempo podemos destacar la CITP como la
alternativa mas usada y estudiada. Los modos previamente nombrados seran descriptos brevemente

en las secciones siguientes.

1.1.2.1. Electroforesis capilar en zonas (CZE)

La CZE es el modo mas sencillo y mas cominmente usado en electroforesis capilar, que de aqui en
adelante la llamaremos CE. Las separaciones estin basadas en las diferencias de movilidades
electroforéticas entre cada uno de los analitos. Estas diferencias resultan en distintas velocidades de
migracion y por tanto, en la separacion de los mismos. Modificando las velocidades de migracion de
los analitos de diversas formas estariamos afectando la selectividad entre ellos. Los factores que
permiten modificar estos valores son, por un lado, el tamafio del soluto, el cual estd estrechamente
relacionado con la masa y el radio hidrodindmico del mismo y por otro su carga neta. Es decir que,
por una parte, cualquier condicion que afecte al tamafio de la esfera hidratada del analito modificara
su velocidad de migracion. Ejemplos de ello pueden ser la adicion de complejantes, el cambio en la
temperatura o el agregado de disolventes orgéanicos. Por otra parte, la carga neta de la esfera
hidratada del analito puede variar. Por ejemplo la variacion del pH, o la asociacién de otras especies
cargadas, ya sea por complejacion, formacion de aductos, pares idnicos, etc., también modificaran la
velocidad de migracion, incluso hasta invertir su sentido. Otro elemento importante para la
separacion es la presencia del flujo electroosmotico (EOF) el cual se genera por la interaccion
electrostatica de los iones presentes en el BGE y los grupos silanol ionizados de las paredes del

capilar, que mediante la aplicacion de un campo eléctrico generan un flujo adicional de todo el BGE
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que es aditivo a las movilidades de los compuestos.
Estas caracteristicas incrementan la complejidad pero también a la versatilidad de la técnica, debido

a que proveen una gran variedad de opciones para variar la selectividad entre los compuestos.

1.1.2.2. Electroforesis capilar en gel (CGE)

En este modo el principal mecanismo de separacion esta dado por las diferencias de tamanos de los
analitos debido a su migracion diferencial a través de los poros del gel. Los geles son muy utiles para
esta técnica porque agregan este nuevo mecanismo, el cual funciona como un tamiz molecular.
Como ventajas adicionales vale la pena resaltar que al estar el capilar de silice completamente
relleno de gel los efectos convectivos debido a gradientes radiales de temperatura se ven
minimizados y la dispersion es minima, se minimizan los efectos de adsorcion de los analitos en las
paredes del capilar y se suprime el EOF. La CGE derivé de la tan conocida electroforesis en gel, la
cual se sigue utilizando actualmente para el estudio de proteinas y otras biomoléculas [7]. Hjerten
obtuvo los primeros resultados rellenando capilares con polimeros de agarosa y de acrilamida [7,8].
Como resultado se obtuvieron eficiencias de separacion mucho mds elevadas que en placas de gel y

la posibilidad de utilizarla de forma preparativa separada del gel.

1.1.2.3. Cromatografia electrocinética micelar (MEKC)

Un muy importante desarrollo en CE fue la cromatografia electrocinética micelar (MEKC)
implementada en 1984 por Terabe et al. [9-11]. En MEKC el mecanismo principal de separacion
esta dado por la particion del analito entre las fases micelar y solucion. Para poder lograr este
proposito, se emplean surfactantes por encima de la concentracion micelar critica. Como principal
ventaja, se puede observar que mediante este modo se pueden separar compuestos neutros, los cuales
quedaban excluidos en las electroforesis convencionales. La elevada eficiencia de la técnica fue
demostrada por Jorgenson et al. resolviendo completamente compuestos sustituidos a nivel isotdpico
[12]. Hoy en dia sabemos que MEKC puede ser usado tanto con compuestos neutros como i6nicos.
Considerando ambos casos, los mecanismos que le otorgan selectividad al sistema vendran dados por
una combinacion entre la relacidon carga/masa, la hidrofobicidad y las interacciones electrostaticas
con las micelas. Ademas, con el paso de los aflos demostrd ser un modo versatil, ya que no solo

queda limitada a la adicidon de surfactantes, sino que éstos pueden ser reemplazados con cualquier
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aditivo que permita obtener micelas para emplearlas como pseudo-fases estacionarias. A modo de
ejemplo, la adicion de ciclodextrinas como aditivo puede funcionar para mejorar la selectividad entre

compuestos quirales [13].

1.1.2.4. Electrocromatografia capilar (CEC)

En CEC, la columna de separacidon estd empaquetada con fases estacionarias en las cuales los
equilibrios de retencion son los comunmente conocidos en técnicas cromatograficas [14]. En CEC el
BGE estd en contacto con la silice de las paredes del capilar y con las particulas de la fase
estacionaria, lo que ocasiona un EOF un poco mads inestable que el que se espera en tubos abiertos
pero a su vez mucho mas uniforme que el que se obtiene por flujos impulsados por presion. Esto trae
como consecuencia un crecimiento de la eficiencia en comparacién con por ejemplo HPLC vy, por
otra parte, la adicion de un mecanismo de separacion extra respecto de la CE para la mejora de la

resolucion.

1.1.2.5. Isoelectroenfoque capilar (CIEF)

En CIEF los analitos son separados en base a sus puntos isoeléctricos (pI) [15]. Si bien en placa de
gel este modo ya era conocido, en tubos capilares el método fue implementado por Hjerten et al.
recién hacia 1985. En este trabajo describia el CIEF de proteinas en un tubo capilar de silice [16].
Para lograr este mecanismo de separacion se debe generar un gradiente de pH a lo largo del capilar,
el cual se alcanza colocando en el 4nodo una solucidn acida, mientras que en el catodo una solucion
basica. En el momento de aplicar el voltaje, los protones migraran hacia el catodo mientras que los
iones hidroxilos migraran hacia el danodo. Inyectando los analitos a separar, €stos migraran a traveés
del campo eléctrico y del gradiente de pH generado; en el momento que alcancen un pH igual a su pl
se volveran neutros y dejardn de migrar en el campo. Una vez enfocados, los analitos son
desplazados hasta el detector aplicando presion [16]. Como resultado, se pueden obtener picos muy
estrechos, resueltos con diferencias de pl de hasta 0.01 unidades logaritmicas de pH y con una gran

capacidad de pico debido a que se utiliza toda la columna capilar para realizar el enfoque [16].
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1.1.2.6. Isotacoforesis capilar (ITP)

Uno de los aspectos fundamentales a conocer de este modo es que la separacion se genera en un
medio de separacion discontinuo. El capilar se debe llenar con un electrdlito lider o guia en un
extremo. Este debe tener una gran movilidad, y debe ser mayor que la de los componentes a separar.
Luego se introduce la muestra seguida del electrolito terminal, cuya movilidad debe ser menor que
cualquiera de los componentes de la muestra. La seleccion de los electrolitos guias y terminales
depende del conocimiento de los valores de las movilidades y del pK, para todos los componentes de
la muestra [17].

En ITP las bandas estan siempre en contacto con la zona adyacente. Esta caracteristica es necesaria
para mantener la continuidad eléctrica a lo largo del sistema, dado que no hay un BGE continuo.

A diferencia de los otros modos anteriormente nombrados, donde la concentracién del analito es
proporcional al area debajo del pico electroforético, en ITP la cuantificacion viene dada por la
medida del largo de la zona detectada la cual, si respeta una proporcionalidad con la concentracion

del compuesto.

1.1.3. Fundamentos de CZE

La separacion electroforética se basa en las diferentes velocidades de los analitos parcialmente o
completamente cargados en un BGE dentro un campo eléctrico externo. La velocidad estd dada por

la siguiente expresion:

V= et E (1.1)

Donde L. es la movilidad electroforética del analito, E el campo eléctrico aplicado y v la velocidad
del i6n. El campo eléctrico puede expresarse, suponiendo que todo el BGE del capilar es de
composicidon constante, como un cociente entre el voltaje aplicado y la longitud del capilar, dos

pardmetros experimentalmente medibles:

E=V/L (1.2)

Si se toma el voltaje aplicado V en voltios y la longitud del capilar L en cm, el campo eléctrico

tendra unidades de volts/cm. A su vez, la movilidad efectiva de un i6n en un BGE determinado, es
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una constante caracteristica del i6n y es directamente proporcional a la fuerza eléctrica (FE) e

inversamente proporcional a la fuerza de friccion (FF) experimentada por el i6n en el medio:

Wert O FE / FF (1'3)

Expresando la fuerza eléctrica a partir de las leyes de la electrostatica como:

FE=qE (1.4)

Donde q es la carga del i6n. Aproximando la fuerza de friccion con la ecuacion de Stokes-Einstein y

considerando a los iones esféricos se alcanza la siguiente expresion:

FF=—6nanryv (1.5)

Donde 1 es la viscosidad de la soluciéon empleada como BGE, v la velocidad del mismo y r el radio
del i6n, el cual se puede reemplazar por el radio de Stokes. Si se considera que durante la
electroforesis se llega a un estado estacionario, en donde ambas fuerzas se encuentran balanceadas

(iguales y opuestas):

qE=6nnrv (1.6)

Y si se reemplaza la velocidad en esta expresion por la de la ecuacion (1.1), se obtiene una expresion

que describe la movilidad electroforética a partir de parametros fisicos:

Rett=q/ 67N T (1.7)

Analizando esta ecuacion puede verse que iones pequeiios y de cargas elevadas tendran movilidades

altas. Asi mismo, las s son independientes del campo eléctrico, y por lo tanto del voltaje aplicado y

de la longitud del capilar.
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1.1.3.1. Flujo electroosmoético

El EOF es un flujo neto del seno del liquido a lo largo del capilar como consecuencia del efecto del
campo eléctrico sobre las cargas superficiales del interior del capilar que en general es de silice. Este
afecta al tiempo de migracion de los analitos en el capilar, definiendo una movilidad aparente (Uapp)
que involucra la peff del analito, descripta anteriormente, y un nuevo componente que

denominaremos como movilidad del EOF (ugor). Por lo tanto, la movilidad aparente es:

Mapp= He + HEOF (1'8)

Por lo tanto, el EOF es un pardmetro de gran importancia, ya que afecta directamente las movilidades
de todas las especies y por lo tanto los tiempos de migracion y la resolucion de los compuestos.

La velocidad del EOF se puede describir a partir del modelo de doble capa cargada, definiéndose en
funcion de la constante dieléctrica o permitividad de la solucion €, el potencial zeta de las paredes del

capilar (, y la viscosidad de la solucion n, segun la ecuacion siguiente:

VEOF — (8 C / n ) E (19)

Teniendo en cuenta la expresion anterior y en analogia con la ecuaciéon nimero (1.1) se puede

deducir facilmente que:

Reor=¢€C/M (1.10)

Vale la pena destacar que el potencial zeta, en el caso de capilares de silice, estd determinado
principalmente por la carga superficial de la pared y ésta, a su vez, por el pH (debido a la ionizacion
de los grupos silanol de la superficie), por lo tanto la magnitud del EOF variara con el pH. A altos
valores de pH, donde los silanoles se encuentran en su mayoria desprotonados, el EOF es
significativamente mayor que a valores de pH bajos, donde los silanoles se hallan protonados. Segun
el pH en el que se trabaje se puede obtener diferencias en el EOF incluso superiores a un orden de
magnitud. Por lo tanto, el pH es un pardmetro fundamental en la separacion electroforética que afecta
al EOF y a la s de los analitos ionizables. Dado que el potencial zeta es dependiente de la fuerza
i06nica, esta también afecta al EOF. Al aumentar la fuerza ionica del medio, la doble capa eléctrica

sufre una compresion, en consecuencia, existe una disminuciéon en el potencial zeta. En otras
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palabras, el EOF se ve reducido segiin aumente la fuerza idnica del BGE. Por otro lado, se debe
considerar también el importante efecto de la viscosidad del BGE, la cual es considerablemente
afectada por la temperatura, por lo que ésta constituye otro factor importante a controlar si se desea
obtener una reproducibilidad aceptable. Todas las mencionadas son variables experimentales que
siempre se deben tener en cuenta no solo porque controlan del EOF sino porque también establecen
las condiciones quimicas de las especies a separar, la corriente que se establecera y
consecuentemente el calor generado y la pérdida de eficiencia, entre otros factores.

En el caso de las cromatografias, el flujo que se establece es hidrodindmico, es decir, que es
establecido a partir de una diferencia de presion. El perfil de velocidades de este tipo de flujo, como
fue esquematizado en la figura 2.b, es parabolico, lo cual produce un ensanchamiento longitudinal de
las bandas cromatograficas debido a la diferencia de velocidades entre los distintos puntos de la
seccion transversal de los tubos. En cambio el EOF tienen como principal caracteristica su perfil
plano de velocidades (fig. 2a), cominmente conocido como “flujo pistén”, y que, a diferencia de los
flujos hidrodinamicos, produce una dispersion practicamente nula de las bandas electroforéticas, lo
cual constituye la base de la elevada eficiencia de las técnicas electroseparativas. Asi, despreciando
este efecto dispersivo, en CE el ensanchamiento de bandas quedaria definido fundamentalmente por
la difusion longitudinal, con lo cual, se pueden alcanzar eficiencias que, en términos de niimero de

platos tedricos, suele ser de entre 10 y 30 veces mayores que los alcanzados en HPLC.

EOF Flujo Laminar

D
: a [\

Fig. 1.2. Perfiles de velocidades e hipotética dispersion de un pico (arriba y
abajo respectivamente) al ser detectado de a) flujo impulsado por una diferencia
de potencial y, b) flujo impulsado por una diferencia de presion.
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1.2. Estrategias para mejorar los limites de deteccion en CE

Una de las mayores desventajas asociada a las técnicas analiticas que utilizan caudales que se
encuentran en el orden de los pocos microlitros (uL) o nanolitros (nL) por minuto, son los elevados
limites de deteccion en unidades de concentracion que poseen, obteniendo mediante detectores
convencionales valores en el orden de los pg/mL (ppm). Entre ellas se pueden mencionar ademas de
la CE, las separaciones en chip y técnicas cromatograficas como u-HPLC, HPLC-capilar y nano-
HPLC. Este obstaculo a sortear se debe principalmente a las pequenas cantidades de muestra que
pueden ser analizadas. Para poder mejorar esta situacion y avanzar de una forma solida hacia la
miniaturizacion de los sistemas, eso es tratando de hacer comparables los parametros de calidad
analiticos de las micro-técnicas de andlisis respecto a las convencionales, se debe tener el objetivo de
mejorar la relacion sefial-ruido (signal to noise ratio, S/N) de la sustancia a determinar. Esto se suele
realizar de dos formas distintas (figura 3), la primera consiste en concentrar las sustancias que se
desean determinar mientras que la segunda se enfoca en la utilizacién de detectores cada vez mas
sensibles y/o selectivos.

Como se puede apreciar en la figura 3, debido a la versatilidad de la CE, las estrategias de
preconcentracion son muy variadas y se pueden llevar a cabo tanto de forma on-/ine (en linea) como
de forma off-line (fuera de la linea). Esta Gltima es la forma més frecuente de preconcentrar, donde la
preconcentracion y el andlisis por CE se hacen en dos pasos completamente separados (figura 1.4)
[18-22].

En este ultimo caso, los extractos deben ser transportados fisicamente al equipo de CE, lo cual
aumenta notablemente los tiempos de analisis y disminuye la reproducibilidad del sistema. Como
solucion parcial a este inconveniente surge la automatizacion del procedimiento. Estos sistemas se
han denominado por varios autores como sistemas at-/ine [23,24], donde se mejoran notablemente

ambos aspectos (figura 1.4).
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Fig. 1.3. Esquema de clasificacion de las posibles estrategias para mejorar los limites de deteccion (LODs)
en CE.

Por otra parte, entre los métodos de preconcentracion on-line, que seran descriptos con mas detalle
en las siguientes secciones, se encuentran un amplio espectro de posibilidades basados en distintos
principios fisicoquimicos de concentracion que a su vez pueden ser acoplados a la electroforesis
capilar dentro de un sistema de flujo continuo, Lunte ef al. [25] describen en uno de sus trabajos una

revision bastante completa.
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Fig. 1.4. Clasificacion de los distintos grados de integracion de la
preconcentracion, clean-up de muestra y el analisis por CE. a) off-line, b)
at-line y c) on-line.

Vale la pena resaltar esta premisa como principal ventaja de estos métodos lo que da lugar a un
abanico inmenso de posibilidades para la mejora de los LODs en el andlisis por CE para un gran

numero de compuestos.

1.2.1. Métodos de preconcentracion en linea

Los métodos de preconcentrancion on-line se pueden clasificar principalmente de acuerdo a los
principios fisicoquimicos por el cual los analitos son concentrados. Es decir, por un lado estaran los
métodos de preconcentracion on-line basados en principios electroforéticos y, por otro lado, los

basados en métodos no electroforéticos.

1.2.1.1. Métodos electroforéticos de preconcentracion

Los métodos electroforéticos de preconcentracion, estdn basados en principios tanto electroestaticos

como dindmicos centrandose en la generacion de distintas interfases dentro del medio de separacion.
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Como caracteristica principal, y a diferencia de los métodos de preconcentracion no electroforéticos,

el proceso de concentracion del analito se lleva a cabo dentro del capilar de separacion sin la

necesidad de emplear microcartuchos o reactores. En cuanto a desventajas, estos métodos dependen

normalmente del campo eléctrico aplicado y de las movilidades efectivas de los analitos, lo cual

dificulta la aplicacion y reproducibilidad en muestras reales [26,27]

Dentro de este grupo, se pueden destacar como los mas importantes por su efectividad y sus amplios

usos sobre diversos analitos y muestras los siguientes:

L

IL.

Isotacoforesis capilar transitoria (t-ITP): Como se menciond anteriormente, la ITP es un

modo de separacion en CE, en el cual la muestra es introducida entre el BGE lider y el BGE
terminal. En el momento de aplicar el voltaje de separacion se produce una concentracion de
las bandas que se ajusta automaticamente y es determinada por la concentracion del ion en la
zona inmediatamente mas proxima. Este principio puede ser perfectamente aplicado como
paso previo a la separacion por CE para preconcentrar los analitos y se conoce como t-ITP.
Existen varias alternativas para realizar t-ITP, como por ejemplo, emplear un BGE con baja
movilidad electroforética como una solucion de borato con el cual se rellena el capilar, luego
un BGE lider (E;j. Cloruro de Sodio) seguido de la inyeccion de la muestra. Otra alternativa
es adicionando el BGE lider a la muestra obteniendo, de esta forma, los mismos efectos de t-
ITP. La eleccion de los BGE lider y terminal es fundamental para tener una buena eficiencia
en t-ITP. Para ello, son de gran ayuda el estudio de los mecanismos implicados y las
simulaciones por computadora [17,28-31]. Por otra parte Shihabi demostr6 en sus trabajos
que la adicion de un solvente orgénico miscible en agua, como por ejemplo acetonitrilo,
acetona o 2-propanol junto con sales como por ejemplo cloruro de sodio, pueden ser muy
utiles para la preconcentracion on-line de muestras mediante un fenomeno el cual el
denomind como pseudo ITP [32-34]. En este caso el solvente organico actia como BGE
terminal y el cloruro como BGE lider.

Concentracion por campo amplificado (Field-enhanced sample stacking, FESS): El principio

de este método de preconcentracion es simple, y se lleva a cabo optimizando las
conductividades eléctricas tanto de la muestra como del BGE para poder generar diferentes
campos eléctricos que luego son los que van a permitir la preconcentracion de los analitos.

Sabiendo que la velocidad electroforética en una solucién limpia v, cumple con la ecuacién
1.1. Si se generan dos zonas con diferentes campos eléctricos (E), podemos deducir que
como resultado los analitos tendran distintas velocidades electroforéticas (vep) y éstas estan
intimamente relacionadas con las conductividades de las soluciones de cada una de las zonas
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en cuestion. Asi, es facil deducir que:

Y= (Vep1/ vep2) = (Ei/ Eq) = (p1/ p2) (1.11)

Donde vy es la relacion de velocidades electroforéticas y p es la resistividad de las zonas 1 y 2
respectivamente. A modo de ejemplo, si la muestra es preparada en una matriz con una gran
resistividad, esto es teniendo una muy baja fuerza idnica, mientras que el BGE,
contrariamente, posea una muy baja resistividad, es decir, una muy alta fuerza ionica, los
analitos seran concentrados en la interfaz entre las dos zonas debido a la diferencia de
velocidades.

La concentracion final (Cgacked) estara relacionada con la relacion de velocidades

electroforéticas (y) y la concentracion de la muestra inyectada (Cigjectea) de 1a siguiente forma:

Cstacked = Cinjected Y (1.12)

Se han desarrollado muchas aplicaciones utilizando este método para distintos tipos de

muestras [26,27].

Interfases dindmicas de pH (Dynamic pH junctions): La eleccion del pH del BGE es muy

importante en la optimizacion de las separaciones electroforéticas. El pH puede ser usado
como una fuente de selectividad en analitos de caracteristicas muy similares o bien para
variar la velocidad del EOF y acortar los tiempos de andlisis. De la misma manera, si se tiene
un medio con zonas a distintos pH dentro del capilar de separacidon, se pueden generar
cambios significativos en el grado de ionizacion de los analitos al cruzar de una zona a otra y
de esta forma cambiar las velocidades de los mismos. El nombre de este método de
preconcentracion fue propuesto por McKibbin [35,36], aunque su fundamento ya habia sido
descripto previamente [37]. A modo de ejemplo, se puede considerar el caso de un analito el
cual es un acido débil disuelto en una matriz 4cida. Si se inyecta un gran volumen de éste
dentro de un capilar que inicialmente estaba lleno de un BGE alcalino, en el momento de
aplicar un voltaje positivo sobre el extremo de inyeccion, la zona acida serd gradualmente
titulada por el BGE alcalino y el analito se encontrard totalmente ionizado con carga negativa
en la zona neutralizada. Debido a esta carga negativa, el analito migrara hacia el anodo pero
al entrar a la zona 4cida volverd a protonarse y dejara de migrar nuevamente. Por lo tanto, el
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analito resultard concentrado en la zona de neutralizacion.

Preconcentracién por barrido (Sweeping): Esta técnica ha sido desarrollada originalmente

para preconcentrar analitos neutros en MEKC [38]. En este caso, los analitos son retenidos y
acumulados por una fase pseudoestacionaria (micelas) que penetran en la zona inyectada de
muestra. El largo de la zona luego de ser “barrida”(lsweep) viene dado por la siguiente

expresion:

Liweep = linj [1/(1+K)] (1.13)

En donde l;y; es el largo del tapon de muestra inyectado y & es el factor de retencion el cual
estd definido como la relacion entre la cantidad de analito retenido dentro de la micela y la
cantidad fuera de la misma. Por otra parte, la concentracion de micelas que entran en la zona
de la muestra es aproximado a la concentracion micelar critica (CMC) en el BGE. De esta
forma, se puede analizar ficilmente que los analitos que posean interacciones muy fuertes
con las micelas, es decir, su factor de retenciéon o k sea muy elevado, tendran factores de
preconcentracion muy elevados. Se ha comprobado experimentalmente que ubicar la zona de
deteccion exactamente seguida del final de la zona de preconcentracidon permite obtener
eficiencias y factores de preconcentracion muy grandes ya que la dispersion de las bandas en
esta técnica es mucho mayor que en las convencionales [39,40]. Ademas, se puede optimizar
la composicion de la matriz de la muestra con el fin de mejorar los resultados, esto puede ser
por ejemplo, disminuyendo el contenido de solventes organicos o bien utilizar aditivos para
mejorar la separacion como pueden ser las ciclodextrinas. Este método se ha demostrado
eficaz también para analitos cargados (sin importar el numero de cargas que posean) y en

presencia de EOF sin importar su direccion [41].

1.2.1.2. Métodos no electroforéticos de preconcentracion

Dentro de los métodos de preconcentracion on-line basados en fendmenos no-electroforéticos

podemos encontrar a los fundados en fendmenos retentivos. De este gran grupo podemos destacar,

como la técnica de preconcentracion mas utilizada y en la cual nos enfocaremos a lo largo de esta

tesis doctoral, a la extraccion en fase solida acoplada on-line a la electroforesis capilar (SPE-CE). La
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integracion del microcartucho de extraccion con la separacion por CE ofrece una disminucion
significativa en los tiempos de analisis, minimizacion de la manipulacion de la muestra y
consecuente disminucién en las pérdidas de la misma en el proceso de pretratamiento y la posibilidad
de automatizar el proceso de preconcentracion y separacion de manera completa y simple [23].
Ademas, se han reportado trabajos en los que se han introducido alrededor de 100 pL de muestra en
capilares con volumenes menores a 300 nL y volimenes de elucion del orden de InL, dando de esta
forma, factores de preconcentracion realmente elevados (hasta 10000 veces) [42].

Debido a que se utiliza muy poca cantidad de fase estacionaria en los microcartuchos que se preparan
en el propio laboratorio y que practicamente no es necesario el uso de equipamiento especifico, esta
técnica resulta ser muy econdmica. Vale la pena destacar que, debido a que el microcartucho se
integra al inicio del capilar, el voltaje de separacion es aplicado a través de la fase extractante a lo
largo de todo el anélisis. Ademas, existen distintos disefios de microcartuchos de SPE [18,43,44],

entre ellos podemos identificar a los siguientes (fig.1. 5):

a) Microcartuchos con capilares recubiertos con una fase estacionaria. Si bien la interposicion
de estos microcartuchos de SPE dentro del capilar de separacion originaria las menores
caidas de presion e interferencias en el campo eléctrico aplicado, el area expuesta para la
retencion es pequeiia y los factores de preconcentracion no son muy elevados, (fig.1.5-a).

b) Microcartuchos rellenos con particulas de fase estacionaria o conteniendo un lecho permeable
del tipo monolitico. En este caso la caida de presion y el cambio en el campo eléctrico de
separacion aplicado se verdn afectados de manera significativa mientras que el poder
retentivo del cartucho es mucho mayor debido al area expuesta a los analitos. En el caso de
emplear particulas, se pueden preparar con fritas o sin fritas. (fig.1.5-b)

c) Microcartuchos con membranas retentivas: Este ultimo disefio consta de una fina membrana

porosa y retentiva ubicada entre dos tramos de tubo capilar. (fig.1.5-c)

Como se puede observar en la figura 1.5, los tres esquemas implican anteponer un microcartucho de
extraccion en fase solida en el capilar de separacion. Estos tres casos poseen ventajas y desventajas
entre ellos. Se puede deducir facilmente que a mayor area efectiva de sorbente habrd mayor
posibilidad de retencion del analito y cuanta mas fase estacionaria se pueda incluir mayor serd la
capacidad retentiva. Sin embargo, no se debe olvidar la elucion ni la separacion, que implican la
recuperacion cuantitativa del analito retenido y la estabilidad de la corriente eléctrica. Por lo tanto,
nos encontramos en una situacion de compromiso entre variables como el area efectiva del sorbente,
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la cantidad de fase estacionaria, los volumenes de inyeccion, las dimensiones y configuraciones del

microcartucho de extraccion, obteniendo valores Optimos y reproducibles segun el contexto del
problema a resolver.

(a) conector capilar

ESN'
T.'_u

capilar recubierto
(b) sorbente SPE
capilar
| ] l
L |
L 1
frita
conector
() conector
capfr
L i I
membrana 5PE

Fig. 1. 5. Tipos de disefio de preconcentradores de SPE-CE. a)
Capilar recubierto con material sorbente, b) microcartucho

relleno de particulas o monolitos SPE y c¢) membrana de SPE
entre dos capilares.

Dentro de los microcartuchos rellenos con particulas de fase estacionaria encontramos dos tipos de
disefios ampliamente usados:

i)

Preconcentradores con fritas: En estos sistemas se utilizan principalmente capilares de
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separacion de 50 y 75 um de didmetro interno. El microcartucho suele ser un capilar de
alrededor de 7 mm de largo y un didmetro interno de 250 pm, y los capilares de silice fundida
mas empleados tienen un diametro externo de 365 pm. Los fragmentos del capilar de
separacion son ensamblados con el microcartucho, el cual poseerd en los extremos sendos
dispositivos porosos o fritas para contener las particulas de fase estacionaria retentiva y asi
evitar la pérdida hacia el capilar de separacion [45,46]. Este esquema se encuentra detallado

en la figura 1.6-a.

a)

b)

microcartucho SPE sin
fritas sellado con resina epoxica

—

0\ -

P

capilar diam. particulas diametro
30um mayor 50pum

Fig.1.6. Tipos de disefio de preconcentradores con rellenos particulados o
monoliticos. a) Preconcentradores con fritas y b) preconcentradores sin
fritas (fritless).
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i1) Preconcentradores sin fritas: Para construir los preconcentradores sin fritas (fritless) fig.1.6-
b), se utilizan capilares de separacion de menor didmetro interno, entre 30 y 50 um, mientras
que el didmetro preferido para los preconcentradores es de alrededor de 150 pm de didmetro
interno. En este caso las particulas de fase estacionaria deben ser tamizadas para seleccionar
las de didmetro de particula mayor a 50 um. De este modo, por impedimento fisico las
particulas no podran pasar al capilar de separacion evitando de esta forma el uso de fritas

[47,48]

En esta tesis doctoral se emplearon microcartuchos rellenos con particulas y doble frita, con los
cuales se han obtenido los mejores resultados hasta la actualidad [49,50].

Respecto a las fases estacionarias, éstas pueden clasificarse en dos grandes grupos. Por un lado, las
fases estacionarias con mecanismos de retencion inespecificos, entre ellas podemos destacar fases
estacionarias como C18 y C8, mientras que por el otro lado se encontrarian las que poseen
mecanismos de retencion especificos, por ejemplo las fases estacionarias de inmunoafinidad.
Ademas, se deben cumplir ciertos requisitos para que la fase pueda resultar apta para preconcentrar
tanto en sistemas off-line como on-line de SPE. Las mismas fueron reportadas por Fritz [51] y son

descriptas a continuacion:

(a) Una gran proporcion del analito debe ser retenida de forma reproducible.

(b) El soluto debe ser facilmente eluido de forma completa.

En otras palabras, el proceso de sorcion debe ser idealmente reversible, ademas de poseer poros con
una gran area superficial, estar libre de impurezas lixiviables, ser estable frente tanto a soluciones de
muestra como de eluyente, y por ultimo, que exista una excelente superficie de contacto entre el

solido y la solucidn para favorecer el intercambio.

Fases estacionarias inespecificas

La retencion en este tipo de fases estacionarias es debida a los mecanismos de absorcion (particion),
adsorcion electrostatica superficial, de intercambio i6nico y por reaccidbn quimica con la fase
estacionaria [19,20,52-54]. A pesar de diferenciar estos fendmenos retentivos inequivocamente, en
la mayoria de las fases estacionarias no existe un mecanismo puro de retencidon, sino que coexisten
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varios, pudiendo haber uno o mas preponderantes. Estas interacciones son de caracter inespecifico ya
que no poseen una selectividad apreciable hacia algin analito, familia de analitos, grupos
funcionales, etc. en particular.

Las fases estacionarias mds estudiadas y aplicadas en SPE-CE fueron las clasicamente usadas por
cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa (RPLC), que se han utilizado ampliamente
en los cartuchos de SPE off-line [55]. Estas estan constituidas por hidrocarburos enlazados
covalentemente a particulas de silice. Entre ellas se pueden destacar las particulas de octadecil silice
(C18) y octil silice (C8), que son las utilizadas con mas frecuencia en por su robustez y universalidad
[46,48,49,56—61]. Adicionalmente, también se han empleado fases estacionarias basadas en cadenas
hidrocarbonadas mas cortas (C4 y C2) [62] o variaciones respecto a las anteriores [58]. Por otra
parte, también se han aplicado con éxito fases estacionarias de base polimérica [58]. Es asi que
diversos autores han reportado trabajos utilizando fases poliméricas con mecanismos de retencion
mixtos (hidréfobicos y de intercambio) SDB, SDB-XC, Oasis HLB, ENV y Strata-X para una amplia
gama de analitos, entre ellos podemos destacar péptidos y compuestos farmacéuticos en distintos
fluidos bioldgicos asi como en efluentes naturales [47,50,58,63,64]. También se han descripto
aplicaciones usando fases estacionarias de intercambio idnico [58,65] y con mecanismos mixtos en
los que se combinan estos ultimos con los fendmenos retentivos propios de fases reversas [58,66,67].
En los tltimos afios, se han utilizado monolitos como materiales sorbentes, sus ventajas residen en
evitar la necesidad de las fritas, en la poca caida de presion que poseen respecto a los lechos
particulados y la posibilidad de funcionalizarlos con distintos grupos quimicos [68—73]. Con el fin de
mejorar la superficie activa de la fase estacionaria se han descrito otro tipo de fases estacionarias
basadas en interacciones inespecificas producidas por nanoparticulas, donde pocos trabajos
utilizando nanotubos de carbono [74] y nanoparticulas de oro [75] como fase estacionaria han sido
reportados.

Como se puede apreciar a lo largo de esta seccion, se han utilizado numerosas fases estacionarias con
distintos mecanismos inespecificos de retencion. Tanto con estandares como con muestras reales. En
la mayoria de los casos, uno de los principales problemas que se puede apreciar, es la facil saturacion
de los microcartuchos cuando se analizan muestras reales, lo que resulta en un empeoramiento
notable de los LODs respecto al andlisis de estandares. Este hecho, abre un panorama muy grande
para el campo de las fases estacionarias con interacciones especificas, las cuales tienen el potencial
de mejorar enormemente los factores de preconcentracién para un analito o un grupo de analitos en

muestras reales respecto a las fases estacionarias inespecificas convencionales en muestras reales.
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Fases estacionarias especificas

Las fases estacionarias especificas poseen la ventaja de ser selectivas a un analito o a un grupo de
analitos en particular con caracteristicas similares entre si. Esto mejora no solo la sefial del mismo
sino que elimina todo tipo de interferentes que existan en la muestra disminuyendo, de esta forma, el
ruido que existe y mejorando de forma directa los LODs y la fiabilidad de la determinacion analitica.
Los sorbentes mas destacados en este campo son los basados en interacciones de afinidad (ACE: on-
line affinity capillary electrophoresis) en los que se pueden destacar los siguientes tipos: IACE (on-
line inmunoaffinity capillary electrophoresis) en la que se utiliza un anticuerpo inmovilizado como
fase estacionaria para preconcentrar su antigeno [76]; LACE (on-line lectin affinity capillary
electrophoresis) en el cual la fase estacionaria estd compuesta por lectinas y los compuestos a
preconcentrar son hidratos de carbono o biomoléculas sustituidas con azucares (Ej. Glicopéptidos)
[77]; y EACE (on-line enzyme affinity capillary electrophoresis) que se utiliza para cuantificar la
conversion del sustrato en producto y para evaluar la cinética de la reaccion més que a fines de
preconcentrar [78]. Kasicka et al. publicaron en 1983 los principios de adsorcion de proteinas
selectivamente sobre un inmunosorbente y su electrodesorcion isotacoforética [79], mientras que
subsecuentemente, fue descripto para IACE por Guzman et al. [80] y otros autores [80—82]. En la
actualidad, IACE es la alternativa que presenta mayor potencial para preconcentrar y aislar
selectivamente compuestos de interés bioldgico en muestras complejas, como por ejemplo la
eritopoyetina [83,84]. Entre otros usos también fue aplicada para preconcentrar cierto tipo de
biomoléculas en fluidos biologicos [76,85-88]. Por ultimo, también han sido reportadas fases
estacionarias especificas basadas en polimeros molecularmente impresos (MIP), los cuales retienen
selectivamente grupos de familias de analitos que se tienen en cuenta para su preparacion, incluso en
muestras reales. Lara J. y colaboradores optimizan la separacion y preconcentracion de un grupo de
atrazinas SPE-CE-UV utilizando MIPs como sorbente para realizar un clean-up de las muestras de
orina con muy buenos resultados [89]. Ademas compara los resultados frente a una fase estacionaria

inespecifica polimérica (Oasis HLB), observandose claramente las ventajas de los MIPs.

1.2.2. Detectores selectivos y sensibles: espectrometros de masa

Otra alternativa para poder mejorar los LODs en CE es mediante el uso de detectores selectivos y

sensibles de ultima generacion. Los mas importantes a destacar en este apartado son los fundados en
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la espectrometria de masa (MS), la cual provee la posibilidad de identificar con un alto grado de
confianza (dependiendo del espectrometro) compuestos desconocidos. Por lo tanto, combinando una
técnica de separacion de alta eficiencia como puede ser la CE con un sistema de deteccion por MS se
obtiene una herramienta importantisima para el analisis de muestras complejas. Sin embargo, el
acoplamiento no resulta trivial, ya que se requiere de una interfaz que generé, por un lado, el
contacto eléctrico necesario para cerrar el circuito electroforético de separacion y, a la vez, la
volatilizacion e ionizacion eficiente del BGE y el analito para obtener una sensibilidad y
reproducibilidad 6ptima en la deteccion.

La interfaz de ionizacion actualmente mds utilizada en MS es la de ionizacion por electrospray
(ESI). Fue desarrollada bajo los fundamentos descriptos por Fenn J. en 1993 [90]. En la interfaz de
ESI la corriente de liquido a presion atmosférica atraviesa un electrodo con forma de aguja en cuyo
extremo se aplica una diferencia de potencial de aproximadamente 3 kV. Al pasar por este extremo,
el liquido comienza a estar cargado y el solvente se va evaporando, dejando un espray de pequefias
gotas pulverizadas altamente cargadas. Los iones formados dentro de las gotas son desorbidos
espontaneamente de la misma, o bien estas pequefias gotas experimentan explosiones coulombicas
que producen gotas cada vez mas pequenas tendiendo a las dimensiones de un ion libre [91]. Este
proceso se suele asistir con un gas, en general, nitrégeno y se puede observar esquematizado en la
fig.1.7. Debido a que el ESI produce especies policargadas, y los espectrometros de masa detectan la
relacion masa-carga (m/z) de las especies, se pueden no sbélo observar los iones moleculares
monocargados sino que también especies policargadas de moléculas mas grandes, esto permite la
deteccion de sustancias de elevada masa molecular (>100000 Da), en espectrometros de masa con
intervalos de barrido convencionales (50-3000 m/z).

Hoy en dia existen dos tipos de interfases comUnmente utilizadas para acoplar la CE a los
espectrometros de masa: la interface que utiliza liquido auxiliar (sheathflow) y la interfaz sin liquido
auxiliar (sheathless). Cada una con distintas ventajas y desventajas cuya mayor diferencia radica en
la forma de cerrar el circuito eléctrico de separacion y establecer una diferencia de potencial en la

punta de la aguja [92,93].

Interfaz con liquido auxiliar: Es la interfaz de CE-MS mas antigua y mayormente empleada, la
cual fue desarrollada por Smith et al. en 1988 [94]. La caracteristica principal se centra en la
utilizacion de un liquido auxiliar coaxial para aumentar el caudal proporcionado por el capilar de la
CE y al mismo tiempo, cerrar el circuito eléctrico a la salida del capilar de separacion (fig.1.8-a)
[95,96]. Generalmente, la nebulizacion es asistida con nitrogeno como en las interfases ESI
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convencionales. Asimismo, la composicion del liquido auxiliar es el factor a optimizar dependiendo

del problema, ya que su variacion afecta sensiblemente a la ionizacion. Al operar en modo positivo,

es conveniente emplear soluciones con solventes hidroorgénicos (50-80% v/v) y éacidos organicos

volatiles como aditivos (0.05-0.5% v/v) tales como el acido acético [97]. Como ventajas, vale la pena

destacar la reproducibilidad, robustez, la facil implementacion y la versatilidad a la hora de optimizar

los métodos de CE-MS. Estos se encuentran disponibles comercialmente desde hace mas de 15

afios. La desventaja de utilizar liquido auxiliar es que en algunos casos los LODs no son tan bajos

como los que se obtienen con las interfases sheathless debido a que el liquido auxiliar produce la

dilucién de los analitos. Ademas el liquido auxiliar puede llegar a producir ensanchamiento de los

picos electroforéticos o alterar la separacion debido a la diferencia en las propiedades respecto al

BGE.
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Fig.1.7. Produccién de iones en la interfaz ESI. Se puede observar en una primera
instancia la formacion del pulverizado de la solucion y en la segunda etapa la reduccion
del diametro de la gota por explosiones couldmbicas o por evaporacion del solvente.
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Interfaz sin liquido auxiliar: Las interfases de CE-MS sin liquido auxiliar (sheathless) suelen ser
fuentes de nano-ESI en los que el contacto eléctrico es establecido directamente con el BGE antes o
después de abandonar el capilar de separacion (figura 1.8 b-e) [96—101]. La principal ventaja que
presentan es que no se presenta dilucion de los analitos, lo que permitiria obtener una mayor
sensibilidad respecto a las anteriores. Se han desarrollado diversos tipos de disefios sin utilizar
liquido auxiliar. La mayoria de ellos utilizan en el extremo de salida del capilar de separaciéon o bien
un recubrimiento conductor (figura 1.8-b) o bien un microelectrodo inserto en la salida (figura 1.8 c-
d). Desafortunadamente los tiempos medios de vida de estos recubrimientos son limitados. Los
mismos se deterioran con el uso por los elevados voltajes y el contacto con los componentes del
BGE.

En el caso de utilizar microelectrodos, (figura 1.8.d), la aplicacion de altos voltajes puede favorecer
la generacion de burbujas dentro del capilar reduciendo, de esta forma, la estabilidad del contacto
eléctrico. En la actualidad, se han disenado interfases que constan con la particularidad de poseer
como extremo de salida del capilar de separacion una superficie porosa. En este innovador disefio
(figura 1.8 e), esta superficie porosa permite el contacto eléctrico pero no el transporte de materia,
con un liquido conductor que circula coaxialmente envolviendo esta ultima parte del capilar
[48,102].

A través de esta superficie polar se produce el cierre del circuito electroforético sin dilucion de los
analitos. A diferencia de las interfases convencionales en la que se utilizan capilares de 50 o 75 um
de id y 365 um de od , estas deben trabajar con capilares mucho mas estrechos, de 30 pm id y 150
pm od donde se incorpora el nebulizador de alta sensibilidad con punta porosa (HSPS) en el extremo
de la salida. Si bien estas interfases se han comenzado a comercializar recientemente, existen

resultados publicados en los tltimos afos [48,100,103—-109].
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Fig.1.8. Representacion esquematica de las distintas interfases de CE-MS. En las
cuales a) representa a la interfaz convencional con liquido auxiliar, b), c), d) y e)
son distintas conformaciones sin uso de liquido auxiliar.

1.2.2.1. Analizadores de MS

A menudo, los espectrometros de masa se identifican por su analizador de masas. Existen diferentes
tipos como veremos a continuacion. Sus diferentes prestaciones no solo radican en las diferencias de
sensibilidad, el intervalo dindmico de trabajo, la velocidad de barrido de espectros y la exactitud
sino también la resolucidn espectral entre dos iones con m/z distintas y contiguas. La exactitud en la
medida de la masa se expresa en ppm y se calcula como el error asociado a la medida. De esta forma,
para un ion de m/z teodrica exacta de 500.0000 donde experimentalmente se observa una m/z de
500.0020, la exactitud de la medida de la masa es de 4 ppm. La resolucion de un pico, segiin [UPAC,
es la relacion de masas del pico (M) y la anchura del mismo (AM) a cierta altura (M/AM) [110]. La
manera mas comun de expresar la resolucion es la FWHM (full-width at half maximum), que se
calcula con el valor del ancho del pico a media altura. También, se puede definir AM como la
diferencia de masas entre dos picos adyacentes de alturas similares y separados por un valle que no

supera un 10% de su altura. En la tabla 1 se indican los valores de exactitud y resoluciéon de masas
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(FWHM) que se obtienen al analizar compuestos de masa molecular pequefia para una variedad de
espectrometros de masas disponibles comercialmente en la actualidad.

A lo largo de los afos se han utilizados diversos espectrometros de masa acoplados a la electroforesis
capilar, entre los cuales se pueden destacar el cuadrupolo (Q), la trampa de iones (IT), el tiempo de
vuelo (TOF) y el Q-TOF, los cuales se han comercializados en varias combinaciones como sistemas

totalmente integrados (Tabla 1.1).

 Exactituddela Resolucion
Analizador
medida (FWHM)
Cuadrupolo (Q) ' 10-40 ' 1000-5000
Trampa de iones (IT) 10-40 1000-5000
Tiempo de vuelo (TOF) 2-5 10000-50000
Orbitrap 1-2 100000-200000

Resonancia ciclotronica con

transformada de Fourier (FTICR)

<1-2 100000-1300000

Tabla 1.1. Tabla en la cual se describe la exactitud y resolucion de las masas en
funcién a los distintos tipos de analizadores mas utilizados en MS.

En la figura 1.9 se pueden observar los esquemas de los tres analizadores mas comunmente usados
en CE-MS. Los primeros equipos en comercializarse fueron con analizador de cuadrupolo (Q) (fig.
1.9.a), los cuales si bien poseen buenas prestaciones a costos razonablemente bajos, tiene bajas
velocidades de barrido, una sensibilidad limitada y no permiten realizar medidas de MS/MS. Los
analizadores de trampa de iones (IT) (fig. 1.9.b) poseen mayor velocidad de adquisicion de espectros
y permiten realizar experimentos de masas en tandem (MS/MS y MSn) lo cual proporciona mucha
informacion estructural de la molécula, sin embargo poseen un intervalo dindmico bastante estrecho
debido a la limitada capacidad de la trampa de iones [95,96,111]. Ademas, ambos analizadores
resultan poco adecuados para la caracterizacion de compuestos de elevada masa molecular, dado que
sus limites superiores de barrido son pequefios.

En la ultima década, la espectrometria de masa ha evolucionado considerablemente gracias a la
implementacion de espectrometros con analizadores de elevada exactitud y resolucion de masas
(tabla 1.1), entre ellos el més utilizado en CE-MS es el analizador de tiempo de vuelo (TOF) (fig.
1.9.c). Ademas, vale la pena resaltar la notable mejora en la sensibilidad y los intervalos dindmicos

permitiendo determinar simultineamente componentes de la muestra de masas muy distintas a
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distintos niveles de concentracién [112,113]. Sin embargo, una de las desventajas principales de los

analizadores TOF, es la imposibilidad de realizar experimentos de MS/MS. Una alternativa moderna

es el uso de analizadores hibridos de triple cuadrupolo (QQQ) o de cuadrupolo y tiempo de vuelo (Q-

TOF), los cuales poseen una sensibilidad mas alta respecto a la IT pero son mucho mas costosos que

un TOF convencional.

a) Ion no resonante

Fuente de iones

b) Electrodo anular

Electrodo de entrada /

Detector

Electrodo de salida

\--/

Fig.1.9. Representacion esquematica de
tres analizadores comunmente utilizados
en CE-MS. a) cuadrupolo, b) IT y c) TOF.
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—> —>
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1.2.3. Estrategias combinadas

La combinacion de dos o mas de las estrategias anteriores pueden resultar de utilidad para mejorar
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los LODs en CE, ya sea utilizando preconcentracion por técnicas electroforéticas [17,27,114], no
electroforéticas [23,45,115] o utilizando detectores sensibles y selectivos [92,100]. Sin embargo, no
siempre existe la posibilidad de compatibilizar las condiciones entre ellas, ya sea por los solventes
utilizados, por los recubrimientos de los capilares o por la naturaleza de los analitos o la matriz de la
muestra. Es por ello, que realizar una combinacién de varias estrategias para mejorar los LOD no es
una tarea menor.

Los primeros métodos de preconcentracion en ser combinados fueron los electroforéticos entre si,
debido a que son los més simples de desarrollar y compatibilizar, o bien, ocurrir en distintos lugares
del capilar de separacion. Una de las primeras combinaciones consistio en acoplar FESI (field-
enhanced sample injection) y sweeping, la cual permiti6 aumentar la cantidad de muestra inyectada y
enfocarlos, consiguiendo una mejora de los LOD de cerca de un millén de veces utilizando CE-UV
[116]. Estos métodos se aplican a compuestos basicos con micelas de SDS como fase
pseudoestacionaria en condiciones acidas o bien, a compuestos acidos con surfactantes cationicos
como el cloruro de cetiltrimetilamonio empleando capilares recubiertos para suprimir el EOF [117].
Otro tipo de preconcentracion electroforética en linea es la de uniones de pH dinamicas, la cual se
puede utilizar solamente con analitos débilmente ionizados cuyas movilidades varien segun el pH del
BGE. Se puede deducir, que el método es menos exitoso para analitos de baja movilidad y, en la
mayoria de los casos, no funciona para especies neutras [118]. La combinacion de uniones dinamicas
de pH con preconcentracion por barrido (Sweeping) permite analizar especies neutras y especies de
baja movilidad, debido a que mejora la eficiencia del enfoque comparado con cualquiera de los dos
métodos de forma independiente, consiguiéndose aumentos de hasta 1200 veces la sensibilidad para
derivados de la flavina [119]. Esta combinacion de estrategias fue también muy eficiente para el
analisis de alcaloides pirrolozidinicos en hierbas medicinales de China, donde se consiguid un
aumento de aproximadamente 90 veces llegando a LODs que rondaron los 30 ng/mL [120]. De la
misma manera, la ITP se ha combinado con, por ejemplo, FESI originando la denominada
electrokinetic supercharging (EKS), que permite mejorar mas de 3000 veces los LODs [121,122].
Otra posibilidad, consiste en combinar métodos electroforéticos con no electroforéticos. Este tipo de
combinaciones es un poco mas complicada debido a que los aditivos (surfactantes, solventes, etc.)
que se deben utilizar para el método electroforético no deberian interferir en la retencion de los
analitos en la fase estacionaria a emplear en el método no electroforético. Una de las combinaciones
mas utilizadas es la de tITP con SPE-CE. La tITP se genera en el momento de eluir los analitos del
microcartucho. De esta forma, se puede realizar una compresion o enfoque de las especies eluidas en
un pico electroforético mucho mas estrecho y, consecuentemente, mejorar la sensibilidad. El
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potencial de la combinaciéon de estas dos técnicas con detectores como UV y LIF ha sido
rigurosamente evaluado por diversos autores [24,79,123—126]. Ademads, permite emplear MS como
sistema de deteccion (SPE-tITP-CE-MS), lo que implica la combinacion de, no dos, sino tres
estrategias diferentes para mejorar los LODs respecto a la CE convencional. Es facil deducir que a
medida que aumentan el numero de estrategias combinadas, mas exigentes son los requerimientos
para compatibilizarlas, en consecuencia, es mucho menor la diversidad y cantidad de trabajos
reportados para estas condiciones. [123,124]. Recientemente Wang et al. y Medina-Casanellas et al.
han descripto trabajos de SPE-tITP-CE-MS empleando una interfaz de CE-MS sin liquido auxiliar y

con liquido auxiliar, respectivamente [59,127].

1.3. Influencia de la temperatura en CE

A lo largo de esta seccion se describird minuciosamente el efecto que provocan los cambios de
temperatura, tanto los intencionales como los intrinsecos del sistema, en las principales variables
operativas y, consecuentemente, las implicaciones que éstas tienen tanto sobre las separaciones
electroforéticas como sobre las metodologias de preconcentracion en linea. De esta forma podremos
evidenciar la manera de utilizar la temperatura como variable de optimizacion, basdndonos
principalmente en el conocimiento del comportamiento del sistema a estudiar.

Si consideramos los efectos de la temperatura en CE, debemos considerar principalmente dos tipos
de fuentes, una intrinseca, debido al calentamiento de Joule ocasionado por el paso de una corriente
eléctrica a través del BGE que ofrece resistencia a la misma (BGE) [91], y otra externa, ya sea por
conveccion forzada de aire [128], de un fluido [129,130] o por conduccidon por contacto con un
solido termostatico [131]. La aplicacion externa es la que podemos utilizar intencionalmente para

estudiar los efectos y optimizar tanto las separaciones como la preconcentracion.

1.3.1. Efectos de la temperatura sobre las condiciones fisicoquimicas en CE

Los cambios de temperatura (T), tanto los intrinsecos del sistema como los aplicados externamente,
poseen grandes influencias en la CE, por lo tanto se debe tener un profundo conocimiento de esta
variable tanto como para utilizarla como herramienta de optimizacion en las separaciones, como para
trabajar isotérmicamente.

Si bien los efectos de la T sobre las variables fisicoquimicas mas importantes en CE son bien
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conocidos desde principios del siglo XX [91,128,132—135], otros fueron elucidados en los ultimos
afnos [136]. Hoy en dia, estos mecanismos, siguen siendo tema de estudio tanto por su importancia a
la hora de obtener las medidas experimentales, como por su influencia en los procesos
electroforéticos de EOF y las movilidades efectivas de los analitos.

Sin duda, el efecto mas importante y mas evidente de los cambios de T se produce sobre la
viscosidad. En general, debido a que comunmente se utilizan muestras y BGE muy diluidos, se suele
considerar que estos poseen la viscosidad del agua pura. Tomando ésta como referencia se conoce
que la misma decrece con el aumento de la T [137]. Ademads, en el rango de T comprendido entre 20
y 100 °C podemos describir la dependencia mediante la ecuacion de Andradé, la cual relaciona la T

con la viscosidad (1) de la siguiente forma [133]:

1713

n=2761x 10-3¢(7) (1.14)

En donde n se expresa en centipoise (cp) y T en grados kelvin (K) y el error en la estimacion es de
alrededor de un 2%.

Luego con menor influencia en los sistemas electroforéticos, ya que es menos sensible a la
temperatura que la viscosidad, se encuentra el efecto sobre la constante dieléctrica (g;). La cual

también disminuye exponencialmente con el aumento de la T [138].

T

& = 305.7 x e_(ﬁ) (1.15)

En la cual ¢, es la constante dieléctrica del BGE acuoso diluido y T es la temperatura expresada en K.
En caso de que no sea factible realizar esta aproximacion, se pueden encontrar en literatura valores y
ecuaciones semiempiricas para diversos solventes y mezclas de ellos [139].

Finalmente, si bien los estudios pioneros desarrollados en la década del 60 por Hjerten [1] y
apoyados por Knox [133,134] en las décadas siguientes, sugieren la independencia con la
temperatura del producto entre la constante dieléctrica (g;) del medio y el potencial zeta (&) entre la
superficie del capilar y el BGE con la temperatura. Este concepto fue refutado con el avance de la
precision con la que se pueden medir los cambios de T ocasionados por el calentamiento de Joule
[133,140-143], estudiandose detalladamente su comportamiento como funcion de la T, utilizando la

siguiente expresion:
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g=—sinh (2 ) (1.16)

8RTggercl/2

Donde R es la constante universal de los gases, T es la temperatura en K, F la constante de Faraday y
ow, €0, & Yy € son la densidad de carga de la superficie interna del capilar, la constante dieléctrica en el
vacio, la constante dieléctrica del BGE (asumiéndola igual a la del agua) y la concentracion del
electrolito que forma parte del BGE, respectivamente. De esta manera se reportaron variaciones de
alrededor de un 0.39 % del potencial zeta por cada °C, independizando el valor respecto al producto
(&.¢;) el cual no permanece constante, sino que varia alrededor de un 0.07 % por °C [136].

Adicionalmente, una propiedad fisicoquimica que estd directamente vinculadaalanyala T, y que
es de vital importancia en técnicas de separacion es el coeficiente de difusion (D). El mismo posee
valores grandes para moléculas de tamafio pequefio y disminuye a medida que aumenta el tamafio,
encontrandose los valores tipicos entre 10° y 10™'° m*s™ para la difusién en liquidos. A pesar de que
existen muchas ecuaciones teoricas que describen los D en liquidos y consideran las propiedades
tanto de los solutos como del solvente, se suele adoptar por simplicidad y eficacia la ecuacion de

Stokes-Einstein, para moléculas de peso molecular de entre 90 y 400 Da:

p=2L (1.17)

- 6mNT;

Donde K es la constante de Boltzmann y r1; el radio de la molécula que difunde. Reemplazando la

ecuacion 1.14 en la 1.17 obtenemos D en funcidn exclusivamente de la temperatura:

1713 1713)

_ 2.701x107%° Te_(T) =C Te_( T

as

D (1.18)

Donde C es una constante.
Asi mismo, otro tipo de efectos que puede producir la temperatura radica en el desplazamiento de los
equilibrios quimicos. Supongamos un equilibrio quimico cuyo reactivo es A el cual da como

producto B, el sistema alcanza su equilibro y en consecuencia, podemos definir la reaccion:

A 2B

Donde facilmente podemos deducir su constante de equilibrio termodinamica (Kag), la cual se
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encuentra relacionada con las actividades de los productos, ap, y reactivos, as, presentes en la

reaccion quimica se expresa como:

K="= (1.19)

aa

Considerando que las entalpias y entropias estdndar asociadas al equilibro quimico son
independientes de la T en la que se realizara el estudio y que los coeficientes de actividad para las
sustancias presentes en la reaccidon permanecen practicamente constantes, la variacion de las

constantes de K en funcion de la T puede ser descripta por la ecuacion de Van't Hoff:

d InK

R

= AH® (1.20)

Donde K es la constante termodinamica de equilibrio, T es la temperatura en grados Kelvin (K), R es
la constante universal de los gases y AH’ es la entalpia estindar asociada al equilibrio
correspondiente. Resolviendo esta integral definida cuyos limites serdn las temperaturas T y T, se

obtiene la siguiente expresion:
0
InK; —InK; = — (A%) (T~1 — T 1) (1.21)

En el cual, Kt y Krpson los valores de las constantes a las temperaturas T y T,, respectivamente; AH’
es el valor de la entalpia estandar entre los limites de integracion. Reijenga et al. [144] publicaron
uno de los trabajos basales en lo que respecta al efecto de la T en los equilibrios quimicos como

herramienta para mejorar la selectividad en CE.

1.3.2. Cambios de temperatura internos por calentamiento de Joule

Si bien una de las ventajas de usar tubos capilares para realizar la CE radica en la reduccion de los
efectos por calentamiento Joule debido a la mejor eficiencia en la disipacion del calor, éste sigue
siendo un problema cuando la corriente es elevada ya que los gradientes radiales de temperatura
dentro del capilar seran mayores y, consecuentemente, también se generaran perfiles de viscosidades,

conductividades eléctricas y campos eléctricos, produciendo fuertes ensanchamientos de los picos
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[132—-134,145]. Esto también afectara de la misma forma a las movilidades electroforéticas,
produciendo, que las moléculas de la zona que migren por el centro del capilar iran a una velocidad
mayor que las moléculas de la zona que migren mas cerca de las paredes del capilar, teniendo como
resultado un perfil parabdlico y un aumento en la anchura del pico. Por esta razon, mientras que las
ecuaciones tedricas mas simples para calcular la eficiencia en CE postulan que a mayor campo
eléctrico mayor calidad de la separacion, el calentamiento Joule impone limites a esta afirmacion
muy evidentes en la practica.

Para simplificar, imaginemos al calentamiento Joule como el calentamiento generado por la
circulaciéon de una corriente eléctrica a través de una resistencia. Los cambios de temperatura del
capilar dependen de la potencia disipada por la resistencia, la cual estara vinculada a las dimensiones
del capilar, la conductividad del BGE y el voltaje aplicado. Por lo tanto, se producird un aumento de
las temperaturas cuando la generacion de calor supere a la velocidad de disipacion. Un intervalo
tipico de potencia es entre 0.5 y 5 W/m. Debido a que la disipacion del calor se produce a través de
la pared del capilar, el gradiente de temperatura tendra un méaximo en el centro del capilar y

descendera radialmente hasta el extremo del capilar (fig. 1.10).

Temperatura
Centro ..
Pared del capilar del Pared del capilar Recubrmiento
captlar ,.-""f polunmda
/ \
Alrededores / Alrededores
T
390 375 25 0 25 375 390

d (um)

Fig.1.10. Esquema del gradiente de temperatura que se produce por el
calentamiento de Joule desde el centro del capilar hasta los alrededores.

La magnitud de la diferencia de temperatura entre el centro y el extremo del capilar depende del
radio interno del capilar, del ancho de la pared del capilar y del recubrimiento de poliimida, y por
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ultimo, del coeficiente de transferencia de calor hacia los alrededores. Analiticamente se puede

expresar de la siguiente manera:

AT = & in(2)+ 2 (2) + 2 (3)] (1.22)

2 r3

Donde Q es la densidad de potencia, r;, 7> y r; son el radio interno del capilar, el radio externo del
capilar y el radio externo de la poliimida, respectivamente, £ es la conductividad térmica y 4 es la
velocidad de transferencia de calor desde el capilar.

Se puede deducir facilmente de la ecuacion 1.22 que cuanto mas pequefio es el radio interno del
capilar y mayor el externo, se beneficiara la disipacion de calor disminuyendo, de esta forma, el
gradiente de temperaturas del capilar. Fisicamente se puede adjudicar a que tener volumenes
pequefios de BGE genera menos calor, ademas de que aumenta considerablemente la relacion area-

volumen, lo cual beneficia la disipacion de calor.

1.3.2.1. Efectos e implicaciones en CE

Sin duda la elevacion de la T del capilar y el consecuente gradiente radial generado por la disipacion
del calor ocasionado por el calentamiento Joule en CE llevé el foco de atencion de las
investigaciones practicamente desde la creacion de la técnica misma, y existen distintos tipos de
modelos que lo describen [1,132—-135,140,145-147]. También es sabido que este fendmeno no se
puede evitar, pero que se puede controlar y minimizar. A principios de la década del 90 Knox
establecid que a las concentraciones convencionales de electrolito utilizado como BGE sumado a los
didmetros internos tipicos de capilar (entre 25 y 75 um ) y empleando conveccion forzada o natural
para disipar el calor, el gradiente radial de T que se originaba, no contribuia en gran proporcién al
ensanchamiento total de los picos [133]. Ademas, se ha de tener en cuenta, que el aumento promedio
de la T en el capilar genera un aumento en la dispersion longitudinal debido a que modifica
parametros tales como el coeficiente de difusion (véase 1.3.1). Un control deficiente del
calentamiento Joule puede traer como consecuencia, ademds del ensanchamiento de los picos

comentado anteriormente, pérdidas en la repetitividad y reproducibilidad.
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1.3.3. Cambios de temperatura externos

Los cambios externos de T del capilar de separacion son originados intencionalmente, ya sea con
fines separativos [131,144], para desnaturalizar y/o cambiar la conformacién de macromoléculas
[148] o por otros motivos [149]. Estos cambios de T deben a su vez tener buena disipacion de calor
para evitar los gradientes radiales de temperatura y generar una termostatizacion homogénea a lo
largo del capilar. Asi, es muy importante tener la mayor parte del capilar termostatizado para no
tener interfases o escalones de temperatura a lo largo del tubo, que generen gradientes de
concentracion de BGE y, consecuentemente, inestabilidades en la linea de base y aparicion de picos

que no corresponden a respuestas analiticas esperadas [150].

1.3.3.1. La temperatura como herramienta de selectividad

El empleo de la T para aumentar la resolucion entre compuestos o reducir los tiempos de analisis
radica en aplicar estos cambios de temperatura selectivamente a fin de diferenciar alguna propiedad

que conlleve a modificaciones relativas de sus movilidades y/o alterar la movilidad del EOF.

Sobre el EOF se puede realizar una detallada descripcion del efecto de la T, comenzando con la

expresion mas simple que define su velocidad como ve,:

Voo = % (1.23)

En la cual g y & son la constante dieléctrica en el vacio y en el BGE, mientras que n y & son la

viscosidad y el potencial zeta entre el BGE y la superficie del capilar, respectivamente

Dividiendo la ecuacion (1.23) por el campo eléctrico E se obtiene la movilidad electroosmotica (peo),

la cual es independiente del campo eléctrico aplicado.

Veo ré
T (1.24)

Donde el unico término independiente de la T es g mientras que las demas variables dependen

directamente de la T (véase ecuaciones 1.14, 1.15 y 1.16). Experimentalmente se ha comprobado que
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el cambio provocado por un aumento de la T va a estar ponderado entre la disminucién de la 1, el
aumento del &, y la disminucion de €. Esto da como resultado un crecimiento en la pgor de un 2.22
% por °C elevado [136]. Asi, en caso de que el aumento de T no afecte negativamente las
selectividades de los analitos a separar, se podria aumentar considerablemente la movilidad del EOF
y los tiempos de analisis en CE cuando se analizan cationes sin modificar el campo eléctrico aplicado

o el pH.

Analogamente, ocurre para la per de los analitos. Se sabe que el valor absoluto de la misma es
inversamente proporcional a la n (seccion 1.1.3. ecuacion 1.7), por lo cual, un aumento de la T
conllevaria un aumento considerable, y consecuente reduccion en los tiempos de analisis en CE de
cationes. Esto de nuevo es una ventaja, pero la T es también una variable que afecta la selectividad

del sistema, como se explica a continuacion.

La variable que provoca los mayores cambios de selectividad en CE para analitos ionizables es el

pH. De esta forma, podemos expresar a la g de la siguiente manera:

Hefr = Hact® (1.25)

Donde p,: es la denominada movilidad actual, que no es mas que la movilidad electroforética del
analito totalmente ionizado, mientras que a es el coeficiente de distribucion del analito, el cual
depende de la constante de disociacion del mismo (K,) y del pH del BGE. La expresion se puede
definir en términos de los coeficientes o funciones de distribucion (a) de las especies ionizadas
presentes en el equilibrio. Para el caso de un analito 4cido monoprotico el coeficiente de distribucion

de la especie protonada puede expresarse como:

Ag= ———— (1.26)

1+10®Ka—pH)

Reemplazando el coeficiente de distribucion (ecuacion 1.26) en la ecuacion que define a la peff
(ecuacion 1.25) se obtiene una expresion para analitos anionicos (4cidos débiles, HA) parcialmente

ionizados en funcion de su pK, y del pH del medio:
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_ Hact,HA
Heff, HA = 1+10PKa—pH) (1.27)

Y una expresion equivalente que se obtendrd para cationes (bases débiles, HB") es descripta a

continuacion;

_ ”act,HB"'
Heff B+ = 1+10PH-pKq) (1.28)

Basandonos en esta expresion y considerando con la ley de Van't Hoff (ecuacion 1.21) se puede
inferir facilmente que analitos con grandes AH’ de disociacion poseeran cambios de pK,
considerablemente grandes y por ende veran modificado su grado de disociacion a un pH del BGE
dado con un cambio de T. Esto alterard la p.y del analito de acuerdo a la concentracién de las
especies presentes en solucion. Esta herramienta imparte selectividad extra al sistema debido a que
las entalpias de disociacion varian entre distintas sustancias y las mismas son muy marcadas para
ciertos grupos funcionales ionizables [144,151,152]. De la misma manera, los cambios de T podran
afectar al pK, de la sustancia que se utilizara como BGE, lo cual se vera traducido en un cambio del
pH. Este cambio, modificard de forma indirecta el grado de ionizacién del analito y cambiara

instantdneamente su L suponiendo que no haya modificaciones en su pK,.

El estudio de estos equilibrios en funcién de la T, ayuda a predecirlos para poder aplicar la
temperatura como criterio de optimizacion en las separaciones por CE [151-155] andlogamente a

como se hace en HPLC [156-159].

1.3.3.2. La temperatura en preconcentracion

Ya que la posibilidad de emplear la T para preconcentrar los analitos es intrinseca exclusivamente de
la CE, la cantidad de estudios fundamentales y demostrativos es mucho menor comparado con los
que se encuentran sobre su influencia sobre la selectividad. La mayoria de las aplicaciones sobre
preconcentracion on-/ine radican en la generacion de interfaces de T. El estudio tedrico de interfaces
de T fue abordado por Gas et al. [150] que probaron que se generaban gradientes de concentracion

del BGE no constantes en las inmediaciones de las interfaces. Carrilho et al. presentaron
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posteriormente algunos trabajos de preconcentracion en interfaces de T  con factores de
preconcentracion en el mejor de los casos de dos o tres veces. En é€stos trabajos se preconcentraban
analitos con entalpias de disociacion altas, empleando BGEs cuyas entalpias de disociacion eran
bajas y viceversa, en presencia o no de EOF [129,130].

Por otra parte, Ross et al. publicaron una serie de trabajos que consistian en la aplicacion de
gradientes de T a lo largo del capilar para preconcentrar por gradiente de temperatura en
combinacion con otras técnicas de preconcentracion on-line electroforéticas, incluso aplicandolo
para preconcentrar compuestos quirales [149,160—-162].

Alternativamente, en esta tesis doctoral, nos centraremos en el estudio de la influencia de la
temperatura sobre la preconcentracion on-line por métodos no electroforéticos, concretamente en
SPE-CE. En este campo de estudio no se han encontrado trabajos en publicaciones cientificas,
solamente en una patente publicada por Guzman N. del afio 2011 donde recomienda el uso de la

termostatizacion del microcartucho de extraccion en IACE [163].

1.4. Metodologia de optimizacion de la separacion

Dentro de la optimizacion de un método de separacion, asegurar la resolucion completa de los
analitos, pudiendo ademads, acortar tiempos de analisis, disminuir los residuos de solvente, disminuir
los volimenes de inyeccion, mejorar los LOD, entre otros, son requisitos a considerar al momento de
llevar a cabo este proceso exitosamente.

Considerando las técnicas separativas, cromatograficas y electroforéticas se pueden enumerar un
gran numero de variables a optimizar [128,164]. Obviamente, las mismas difieren sensiblemente
entre técnicas y su influencia también es diferente. A modo de ejemplo podemos citar la fuerza
i6nica, que en las técnicas electroforéticas resulta fundamental mientras que en las técnicas
cromatograficas, si bien es una variable a optimizar, su influencia en la separacidon es practicamente
nula. Centrandonos en las técnicas electroforéticas, més precisamente en la CE, la cantidad de
variables a optimizar es muy grande, y pueden ser clasificadas en dos grandes grupos, las variables
discretas y las variables continuas de optimizacién [91,165].

Respecto a las variables discretas, las cuales no poseen un dominio continuo de optimizacion,
necesitan ser optimizadas experimentalmente por prueba y error. Esto puede ser a modo de ejemplo,
la naturaleza del BGE, del surfactante, del selector quiral o del solvente organico utilizado como
aditivo. En este caso resulta imprescindible durante la optimizacidon apoyarnos en la experiencia

propia y la bibliografia para evitar la realizacion de un excesivo numero de experimentos.
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Contrariamente, las variables continuas pueden ser optimizadas en un dominio continuo, lo cual
permite estudiar su comportamiento por medio de ecuaciones fundamentales, semiempiricas o en
ultima instancia disefio de experimentos. Entre estas variables continuas podemos encontrar a las
comunmente optimizadas en CE, una vez establecidas las variables discretas, son el pH, la
proporcion de aditivo organico, la T, el voltaje, la fuerza idnica, la concentracion de surfactante o de
selector quiral, etc.

En un segundo paso, se debe fijar los criterios de calidad que se deben utilizar para optimizar algun
aspecto, en este caso la separacion, y de qué variables operacionales dependera este criterio. Estos
criterios pueden ser clasificados en, por un lado, los que describen la separacion de un solo par de
analitos en todo el dominio continuo como parametros simples, entre ellos podemos encontrar a la
selectividad (o), la resolucion (Rs), etc. [13,166,167] y analogamente, aquellos que integran a
muchos analitos dentro de una funcién de respuesta dependiente de una o mas variables
operacionales [168]. Vale la pena resaltar, a diferencia de lo que ocurre con las técnicas
cromatograficas donde se puede medir y predecir facilmente la eficiencia de los picos, los cuales
estan directamente asociados con parametros como la HETP (altura equivalente de plato tedrico) y la
resolucion, en cambio, en CE no es tan facil predecirlos debido a la fuerte influencia de la naturaleza
quimica de los constituyentes del medio de separacion [169—171]. Si bien existen modelos tedricos
que la describen, basados en la dispersion longitudinal y de electrodispersion de las bandas
electroforéticas, €stos no son del todo precisos [132]. Por este motivo es recomendado optimizar en
funcion de variables que si sean predecibles en la técnica para conferirle mayor confianza a los
resultados obtenidos, en el caso particular de CE variables basadas en la selectividad entre
compuestos.

Las funciones de respuesta anteriores pueden ser resueltas de diferentes formas, ya sea de forma
empirica, semiempirica o tedrica. Por lo tanto, es razonable pensar, que cuanto mas cerca de una
resolucion totalmente tedrica del problema, menor seran el nimero de experimentos a realizar y el
tiempo invertido en optimizar la separacion. En el caso totalmente empirico, una forma de solucionar
parcialmente el problema es mediante el uso de disefio de experimentos, en el cual se reduce
considerablemente el nimero de los mismos, sin embargo, las cifras se mantienen muy superiores
respecto a las formas semiempiricas y teoricas [168,172—176]. Ademas, una de las desventajas mas
importantes que el disefio de experimentos presenta es la falta de conocimiento fundamental del
comportamiento del sistema, teniendo que realizar una optimizacion completamente nueva frente a
pequefios cambios en el sistema inicial a separar.

El primer factor de respuesta propuesto para cualificar las separaciones por CE fue reportado por
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Giddings, quien propuso el término de selectividad (p), el cual es directamente proporcional a la
diferencias de velocidades, AU, de los dos analitos dividido la velocidad media entre ambos (U)

[166]:

p=2 (1.29)

Tiempo después, Gebauer empled una expresion analoga utilizando la movilidad del i6n en vez de la
velocidad, independizandose, de esta forma, del campo eléctrico aplicado. Este pardmetro fue

utilizado para la prediccion de la separacion de iones por isotacoforesis [167],

p = et (1.30)
Herf

Donde p sigue siendo la selectividad y, Apesr Y Hefr, SOn la diferencia de movilidades entre dos
analitos y la movilidad promedio entre ambos respectivamente. Multiplicando y dividiendo la
ecuacion de Giddings (1.29) por el campo eléctrico se alcanza la ecuacion de Gebauer (1.30), por lo
tanto, ambas son equivalentes y poseen las mismas limitaciones matematicas a la hora de optimizar
la separacion como funcion de la variable operativa que suele ser el pH. Las limitaciones son, -1- la
imposibilidad de considerar analiticamente los cambios en el orden de migracion de los iones, en
otras palabras, cuando la diferencia velocidades o movilidades se vuelve negativa la separacion
puede ser buena pero el valor de la funcidon no reflejaria esta situacion y, -2- la expresion no
contempla la separacion entre los analitos respecto a un supuesto marcador de EOF o a los
compuestos neutros que suelen estar presentes en una muestra real. Esto Gltimo, matematicamente se
veria reflejado en que el término p seria grande cuando una de las movilidades de los analitos
tendiera a cero, lo cual indicaria una separacion entre ambos pero no de los compuestos que se
desplazan con el EOF, impidiendo la determinacion de los mismos.

Otra alternativa, fue propuesta considerando el andlogo en cromatografia de selectividad para dos

analitos utilizando el cociente de ¢ en vez del factor de capacidad [13].

o = 2Lt (1.31)
Heff,2

En este caso, la expresion falla nuevamente cuando una de las movilidades tiende a cero, ya que la

56



selectividad tiende a infinito, dando como resultado en la realidad una separacion nula entre el
compuesto y las sustancias neutras.
En 1994, Clark propuso el uso de la movilidad diferencial (d) [177], la cual considera solamente la

diferencia entre las movilidades de los dos analitos a separar,

d = feff2 = Heff (1.32)

De manera similar, las limitaciones que se pueden resaltar de esta expresion son por un lado que no
se tiene en cuenta la posible inversion en el orden de movilidades a lo largo de todo el intervalo de
pH y la maximizacion del pardmetro cuando uno de los compuestos tiende a ser neutro dando falsas
zonas de separacion completa.

Soélo, Jorgenson et al. sehalaron la importancia de la presencia del EOF adicionando un término en el
denominador representando a la movilidad electroosmética [178]. La forma de la expresion puede

ser expresada de la siguiente forma:

=tz (1.33)

HeoftH2

Sin embargo, esta ecuacion de nuevo no resuelva el problema de la inversion del orden de
migraciones y ademas requiere el conocimiento de la dependencia del EOF con el pH, tema que
hasta el dia de hoy es motivo de estudio. Ademas de los descriptos en esta seccion hasta el momento,
varios autores han desarrollado diferentes pardmetros de respuesta para cualificar la selectividad de
los sistemas electroforéticos con desenlaces similares [179,180]. Por lo cual, todas las expresiones
anteriormente descriptas, aunque muy utiles en muchas aplicaciones, poseen poco éxito a la hora de
utilizarlas para optimizar las separaciones empleando como variable operacional el pH. He aqui que
naturalmente surge la necesidad de desarrollar un pardmetro para cualificar la separacion de dos o
mas analitos mediante funciones de respuesta utilizando el pH como variable operativa, que pueda
ser empleada para la optimizacion sistematica y tedrica de las separaciones en CE. Este tema se

abordara en uno de los capitulos de esta tesis doctoral.

1.5. Analitos y muestras de interés farmacéutico y biomédico
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1.5.1. Alcaloides pB-carbolinicos

Los harmanos (HAIks) son una familia de alcaloides que poseen en comun un nucleo B-carbolinico
(9H-pyrido [3,4-b] indol) con pequetias diferencias en algunos sustituyentes y/o insatiraciones
(Figura 1.11) [181,182]. Estos son especialmente conocidos por sus propiedades como farmacos
antidepresivos debido a que son fuertes inhibidores de la enzima monoamina oxidasa tipo A (MAO-
A), la cual cataliza la desaminacion oxidativa de aminas biogénicas y neurotransmisores [183—185].
Ademas, es conocida su presencia en altas concentraciones en diversas familias de plantas, a modo
de ejemplo podemos nombrar la Peganum harmala (ruda de Siria) [185-187], la Banisteriopsis
caapi [188—190] y la Passiflora incarnata [191]. La harmina, harmalina, harmol y harmalol son las
B-carbolinas mas importantes de la Ayahuasca, una bebida que se prepara a partir de la B. caapi y de
la Psychotria viridis que posee efectos psicotropicos debido a la triptamina. Estos extractos naturales
fueron originalmente utilizados en rituales de tribus amazonicas, pero hoy en dia su uso recreativo se
ha extendido por el mundo, existiendo paises que estain comenzando a tomar medidas al respecto
[188-190,192]. Algunos de estos alcaloides, como el harmano y el norharmano, también fueron
encontrados a muy bajas concentraciones en café, chocolate, bebidas alcohdlicas, carnes vacunas o
de pescado con un exceso de coccion y humo de cigarrillo [191,193—-195]. Por otra parte, el harmano
puede estar también presente como un constituyente enddégeno en un gran numero de tejidos y
fluidos humanos, habiéndose descripto su posible uso como biomarcador de ciertas enfermedades,
como por ejemplo, la enfermedad de Parkinson [191,196]. De todas formas, comparado con la
exposicion exogena que tienen los seres humanos a estos alcaloides, la formacion endogena parece
ser despreciable. Los limites de exposicion por medio de ingesta estimados rondan en un maximo de
1 y 4 ng/Kg de peso corporal por dia para el harmano y norharmano, respectivamente [191]. Sin
embargo, hoy en dia no existen regulaciones para los harmanos en alimentos, ni siquiera para la
difusioén de éstos extractos con fines recreacionales que contengan grandes concentraciones de los
mismos, especialmente los preparados a partir de las especies de P. Harmala y B. Caapi
[187,189,194,197].

Debido a las similitudes existentes entre los harmanos, su separacion es un verdadero desafio
analitico. Ademas, existe una gran variedad de campos en los que su determinacion y cuantificacion
son de gran importancia, desde la industria farmacéutica, pasando por ciencias toxicoldgicas,
seguridad alimentaria, e incluso en medicina y en ciencias forenses. Es por ello que en esta tesis
doctoral se aborda el desarrollo de un método analitico eficiente, rapido y sensible para la

determinacion de estos alcaloides. Naturalmente surge HPLC como primera opcidn, incluso
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acoplado a detectores sensibles y selectivos como los de LIF o MS, con los cuales ya hubo
antecedentes reportado en diversas matrices como alimentos, bebidas y fluidos bioldgicos [186—
188,190,193,198-200]. Sin embargo, al tratarse compuestos ionizables, la CE es una gran
alternativa, dada las ventajas que presenta frente a HPLC [181,182,201]. Empleando CE, se han
reportado un nimero mucho menor de trabajos [192,202-204]. En la mayoria de ellos se aborda
unicamente la optimizacién de la separacion, y empleando estdndares o muestras sencillas con
elevada concentracion de los analitos. Ademads, vale la pena destacar que la separacion de los seis
compuestos no se ha conseguido de forma exitosa hasta el dia de la fecha utilizando BGEs acuosos

convencionales [192,202,204].
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Fig.1.11. Estructura de los alcaloides de la familia de las B-carbolinas que se estudiaron en el
trabajo.

1.5.2. Péptidos opiaceos

Los neuropéptidos constituyen la familia de mensajeros del sistema nervioso central mas numerosa y
actian como neuromoduladores o neurotransmisores. Ademas, estan involucrados en la regulacion
de emociones, la percepcion del dolor, la formacidon de tumores, la demencia senil y un sinfin de

patologias de las mas diversas [205]. Se pueden clasificar en cinco categorias: hormonas
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hipotalamicas, péptidos hipofisiarios, péptidos gastrointestinales, péptidos opiaceos y una categoria
en la cual se ubican los que no se pueden clasificar en las anteriores [206].

A su vez, los péptidos opidceos endogenos se clasifican en cuatro familias: encefalinas, endorfinas,
dinorfinas y endomorfinas [205,207,208]. Las primeras familias en ser identificadas fueron las
encefalinas, las endomorfinas y las dinorfinas, las cuales presentan cierta similitud estructural. Los
péptidos pertenecientes a estas familias tienen la misma secuencia de aminoacidos en su extremo N-
terminal (Tyr-Gly-Gly-Phe-). Las endomorfinas, las cuales fueron descubiertas posteriormente,
constan de una secuencia de aminodcidos N-terminal diferente a las otras familias (H-Tyr-Pro-
Phe/Trp-). En la figura 1.12 se muestran las estructuras y los nombres de los péptidos opiaceos
estudiados en esta tesis doctoral: Dinorfina A (1-7) (DynA), Endomorfina 1 (Endl) y Met-
encefalina (Met).

El nombre de péptidos opiaceos se debe a que su efectos en los seres vivos es similar al producido
por los analgésicos derivados del opio, como la morfina, pero sin los efectos adictivos que genera su
consumo. Estan ubicados principalmente en la zona del encéfalo, mas precisamente en la glandula
pituitaria, la médula andrenal y en las neuronas peptidérgicas. Se sintetizan como parte de un
precursor hormonal més complejo que se fragmenta para dar como producto los péptidos opiaceos
por un lado, mientras que por el otro resulta en otras hormonas con funciones completamente
diferentes.

Los péptidos opiaceos endogenos juegan un papel critico en la modulacion de funciones sensoriales,
emocionales y cognitivas. A modo de ejemplo, se cree que tienen el poder de aliviar el dolor,
sensaciones de euforia, disfrutar los sabores de los alimentos o afectar y modificar ciertos
comportamientos como el consumo de alcohol [208-212]. La determinacion de péptidos opidceos en
muestras biologicas resulta especialmente importante en el diagnodstico y tratamiento de patologias
como los tumores pituitarios, desordenes neuroldgicos y dolores cronicos. Por ejemplo, el péptido
Met-encefalina-Arg-Phe (Meap) estd siendo estudiado como un posible biomarcador en la
fibromialgia ya que se ha encontrado en concentraciones elevadas en enfermos respecto de personas
sanas [213,214]. Adicionalmente, se ha demostrado que las endomorfinas estdn implicadas en
procesos inflamatorios como la artritis reumatoide y la osteoartritis [215], y en la diabetes [216].
También se han relacionado los niveles de f-endorfina, Met-encefalina (Met) y Leu-encefalina con
tumores pituitarios [217,218]. En este contexto, el analisis de péptidos opidceos en fluidos biologicos
no solo es un tema interesante, sino desafiante debido a sus bajos niveles de concentracion,
alcanzando valores subnanomolares dentro de estas matrices complejas (<0.1 ng-mL-1, dependiendo
del neuropéptido y del fluido (plasma, liquido cerebro espinal, etc.)).
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Tradicionalmente, después de un tratamiento de muestra apropiado los péptidos se analizan por
inmunoensayo enzimatico (EIA) o por radioinmunoensayo (RIA) las cuales son técnicas que
proporcionan una selectividad y una sensibilidad suficientes para su determinacion [205,213].
Fundamentalmente, la técnica de deteccion por excelencia es RIA, sin embargo presenta ciertas
dificultades, como las reacciones cruzadas, la falta de confirmacion estructural o de masas de las
sustancias detectadas, la poca precision en la cuantificacion, el uso de materiales radioactivos y los
altos costos operativos. Alternativamente, se han descripto metodologias utilizando HPLC, CE y MS

[24,205,219-222].
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Fig.1.12. Estructura de los péptidos opiaceos estudiados en este trabajo.

Entre las metodologias de HPLC y CE, las mas destacadas utilizan detectores electroquimicos (EC),
de LIF o el propio RIA para conseguir los mejores LOD. Si bien la MS no proporciona los LOD
deseados, permite la selectividad necesaria para la identificacion practicamente inequivoca de los
compuestos. En CE-MS, la incorporacion de una etapa de preconcentracion y purificacion on-line
con métodos no electroforéticos, como puede ser la SPE (SPE-CE-MS) empleando fases
estacionarias cromatograficas convencionales o de inmunoafinidad y/o en combinacidon con diversos
métodos de preconcentracion electroforéticos de preconcentracion on-line han permitido mejorar

hasta los LODs obtenidos por CE-MS [24,43,49,56,96,123,124,223,224].

61



1.5.3. Alga Undaria pinnatifida (Wakame)

Undaria pinnatifida (Wakame) es una macroalga parda, comestible y con usos medicinales,
originaria del este de China, Corea, Japon y sureste de Rusia, que ha invadido las costas de la
Patagonia argentina, la costa atlantica de Espana y Francia. Concentrandonos en el territorio
argentino, desde su deteccion en Puerto Madryn en 1992, se ha dispersado y actualmente se
encuentra formando densas praderas submarinas desde el Golfo San José (norte del Chubut) hasta
Puerto Deseado (norte de Santa Cruz). Considerando el impacto que puede generar esta especie
sobre valiosos recursos costeros (pesqueros, turisticos o ecoldgicos), la provincia de Chubut ha
implementado diferentes medidas con el fin de controlar la dispersion y de generar conocimiento
acerca de su interaccion con el ecosistema costero.

El ciclo de vida de la Undaria pinnatifida incluye una fase esporofitica macroscopica y anual (crece,
esporula y muere en periodos de 6 a 9 meses) y una fase gametofitica microscopica que es capaz de
funcionar como un banco de semillas. Los intervalos térmicos de supervivencia son amplios para
esta especie (entre -1 y 30°C) aunque la esporulacion sélo ocurre después de periodos de 10 dias con
temperaturas superiores a 14°C y la maduracién de los gametofitos solo ocurre por debajo de los
20°C. La capacidad de dispersion natural reportada para la especie es de 1 a 10 km por afio
aproximadamente aunque algunos vectores de origen humano (por ejemplo el transporte ndutico y
algunas actividades relacionadas con la acuicultura) pueden transportarla en escalas de centenares o
miles de km. La especie se ha dispersado muy rdpidamente hacia el norte de su punto de
introduccién en los ltimos 4 afios, llegando actualmente hasta Playas Doradas (Rio Negro). Sobre la
base de sus intervalos térmicos de tolerancia y de los registros térmicos de diferentes localidades de
la costa Argentina, esta alga podria invadir las costas de Buenos Aires y potencialmente también las
de Uruguay. Considerando su amplia distribucion actual, su alta fertilidad y la persistencia de sus
estructuras reproductivas, su erradicacion de las costas Argentinas se considera imposible [225].

Por ello el analisis de distintos tipos de principios activos en estas algas es de gran importancia en la
industria farmacéutica y la alimentaria, ya que para su explotacion comercial permitiria controlar su
poblacién de manera efectiva. Vale la pena destacar, que ésta alga, conocida como wakame, se
comercializa en todo el mundo como alimento natural y puede ser adquirida en muchos mercados no
necesariamente especializados. En la actualidad no solo se comercializa para el consumo humano en
Japon o China, sino también en el resto del mundo. Asi diversos paises como Espafia y Francia
cuentan con una floreciente industria ligada a la explotacion y comercializacion de wakame, entre

otras algas.
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1.5.4. Planta Peganum harmala (ruda de Siria)

Peganum harmala es una planta de la familia de las Nitrariaceae autdctona en las regiones
comprendidas entre el este del Mediterraneo e India. También es conocida como "ruda siria", nombre

que induce a confusion al no guardar esta planta relacion con la ruda.

Esta planta se ha usado tanto con fines medicinales como constituyente de brebajes psicotropicos en
el Mediterraneo a lo largo de la historia, y lo es hoy en la cultura occidental moderna. La harmalina,
que es uno de los alcaloides mayormente presentes en Peganum harmala, es uno de los principios
activos en la ayahuasca, poderoso entedgeno sudamericano. Es por ello, que se suele utilizar como
sustituta de B. caapi para preparar la llamada ayahuasca europea. La ruda siria se usa
en Turquia e Irdn como proteccion talismanica contra el mal de ojo. En Irdn es costumbre muy
extendida y frecuente desde tiempos preislamicos quemar las semillas secas, en ocasiones

combinadas con otros ingredientes, a modo de incienso.

En los paises del occidente europeo se comienza a extenderse con fines recreativos para la
preparacion de brebajes priscotropicos y es posible encontrar semillas en los llamados grow shops.
Las semillas de P. harmala tienen una gran concentracion de alcaloides B-carbolinicos (harmalina,
harmina y tetrahidroharmina), aproximadamente un 4%. Se han descripto diversas metodologias
utilizando HPLC, CE y MS para la determinacion de estos alcaloides tanto en extractos de semillas
como en fluidos biologicos [190,192]. Las semillas se usan también en tinturas, como remedio

medicinal, y hasta como afrodisiaco.
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2. EXPERIMENTAL
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2.1. Reactivos y materiales

Todas las soluciones se prepararon con agua desionizada MilliQ® (Millipore, Bedford, MA, USA).
El metanol, etanol, acetonitrilo, acido férmico (98-100%), acido acético (glacial), amoniaco (25%),
acido clorhidrico (25%), dihidrogeno fosfato de sodio, hidréxido de sodio (NaOH) (Merck,
Darmstadt, Germany) y el isopropanol (Sigma, Saint Louis, USA) utilizados eran de grado HPLC o

superior.

Los analitos harmano, norharmano, harmalol &cido clorhidrico dihidrato, harmina y harmalina fueron
adquiridos en Aldrich (Steinheim, Germany). Las soluciones individuales de cada alcaloide se
prepararon disolviendo el sélido en metanol a una concentracion de 100 pg/mL, las cuales fueron
almacenadas a 4 °C. Las soluciones de trabajo se prepararon diluyendo con agua y se filtraron a

través de filtros de membrana de nylon de 0.22 um antes de ser utilizadas.

La Met-encefalina (Met, Tyr-Gly-Gly-Phe-Met, 573.23 Da) y la endomorfina 1 (End, Tyr-Pro-Trp-
Phe-NH,;, 610.29 Da) fueron suministradas por Sigma (St. Louis, MO, USA). La dinorfina A (1-7)
(DynA, Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg, 867.47 Da) fue adquirida en Bachem (Bubendorf,
Switzerland). Se prepararon soluciones madres de cada péptido a concentraciones de 2500 pg/mL y
se conservaron a -18°C. Las soluciones de trabajo se prepararon diluyendo en agua y se filtraron a

través de filtros de membrana de nylon de 0.22 um antes de ser utilizadas.

Los filtros de corte por peso molecular de 3 kDa (Amicon®” Ultra-0.5) fueron suministrados por
Millipore (Bedford, MA, USA). Los capilares de silice fundida para CE y SPE-CE fueron obtenidos
en Polymicro Technologies Inc. (Phoenix, AZ, USA). Para la construccion del microcartucho de SPE
convencional y para el resistente a altas temperaturas se utilizaron diversos materiales, entre ellos
distintos tubos: Tygon® (0.25 mm id, Cole-Parmer, Vernon Hills, USA), polietileno (0.25 mm id,
Cole-Parmer, Vernon Hills, USA), silicona (0.3 mm id, Colmic, Italia) y silicona (0.2 mm 1d, Stonfo,
Italia). Se probaron también varios pegamentos, entre ellos cabe mencionar: pegamento base Silicona
Fastix™ (Akapol S.A.), Artic® Silver adhesivo resistente a la electricidad y conductor del calor (Artic
Silver, USA), Nural® 25 (Pattex, Barcelona, Espafia) y una resina epdxica resistente a altas

temperaturas (Araldit” alta temperatura, Ceys, L’Hospitalet de Llobregat, Espafia).

Las muestras de plasma humano fueron provistas por el Banc de Sang i Teixits (Hospital de la Vall

d’Hebron, Barcelona) pertenecientes a donantes sanos. La sangre venosa fue recolectada de 16
65



voluntarios en viales de uso clinico estandar seguido de su almacenamiento en hielo. El plasma se
separd de las células de la sangre, y se recolectaron como una unica muestra de plasma. Se

almacenaron en tubos de polietileno a una temperatura de -20°C.

Las muestras de Undaria pinnatifida (wakame) fueron adquiridas en un mercado local del area de
secos y envasados al vacio. Dos de los proveedores eran provenientes de la zona de Galicia,
Algamar® (Galicia, Espafia) y Porto Muifios” (Galicia, Espaiia), mientras que el tercero procedio de

las costas de Bretafia, Bord & Bord® (Bretafia, Francia).

Las semillas de Peganum harmala fueron compradas en un Grow shop de Barcelona (Espafia). Para
su conservacion, las semillas (10 g) se molieron en un molinillo eléctrico de café y se almacenaron

en un ambiente seco y en ausencia de luz para evitar el deterioro de los alcaloides.

2.2. Instrumentos

Los instrumentos utilizados a lo largo de este trabajo de tesis fueron: un equipo de CE Agilent
Technologies HP*°CE system (Waldbronn, Alemania) con detector de arreglo de diodos y acoplado
a un espectrometro de masas de IT (MSD lon Trap, Agilent Technologies). La interfase de ESI con
liquido auxiliar y arreglo ortogonal utilizada en CE-MS fue la G1603A de Agilent Technologies. El
liquido auxiliar se bombeaba por infusion mediante una bomba de jeringa modelo KD Scientific 100
Series (Holliston, MA, USA). También, se utiliz6 la misma CE junto con el resto de los accesorios
pero acoplada a un espectrometro de masa TOF (6220 oa-TOF LC/MS, Agilent technologies). Para
algunos experimentos de CE-UV, se utilizé un equipo de CE Lumex Capel 105M con detector UV
de longitud de onda fija (LUMEX Ltd., St. Petersburg, Rusia) y un P/ACE MDQ (Beckman Coulter,

Brea, CA, USA), equipado con un detector con arreglo de diodos.

Las medidas de pH se realizaron mediante un electrodo combinado de vidrio Schott Blueline 11-pH

(Mainz, Alemania) y otro Crison 52-03 (Barcelona, Espafia).

La incubacion de la muestras se realizé en un agitador con control de la temperatura de incubacion

TS-100 (Biosan, Warren, USA).

Las centrifugaciones fueron llevadas a cabo mediante una centrifuga termostatizada Rotanta 460

(Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Alemania).
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3. SEPARACION DE p-CARBOLINAS POR CE-UV
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En este capitulo se obtuvo teoricamente el pH Optimo para la separacion de los seis alcaloides [3-
carbolinicos de la familia de los harmanos (fig. 1.11). Esto se realizd6 mediante el uso de un nuevo
criterio de optimizacidon basado en una nueva funcion de respuesta que tiene en cuenta al pH como
variable operacional y al EOF. Posteriormente, para comprobar la validez de los resultados, se utiliz6
el valor de pH tedrico y se realizdo un pequeio ajuste experimental por CE-UV en un intervalo

comprendido en 0.3 unidades de pH.

Una vez seleccionadas las mejores condiciones de separacion, el método fue validado con soluciones
estandar empleando distintos equipos de CE. Ademas, fue utilizado para la determinacion de estos

alcaloides en semillas de Peganum harmala y algas de Undaria pinnatifida.

3.1. Procedimientos: condiciones electroforéticas y tratamiento de muestra

Todos los andlisis fueron llevados a cabo en capilares silice fundida de 60 cm de largo total (L;) y 75

pm de didmetro interno (id) termostatizados a 25°C. Las ventanas de deteccion UV estan situadas a

una distancia desde la entrada del capilar ( Lq ) de 50, 51 y 52.5 cm para los equipos P/ACE MDQ,
Lumex Capel 105M y HP3D CE respectivamente.

Todos los lavados del capilar fueron realizados en modo de alta presion (aprox. 1000 mbar). Los
capilares, previo a su uso, fueron activados realizando lavados con NaOH 1M por veinte minutos,
seguido por un lavado de agua por 15 minutos y finalmente, un lavado con el BGE de separacion
durante unos 30 minutos. Entre andlisis, la secuencia de lavados constdé de un enjuague inicial de 1
minuto de NaOH 0.1M, seguido de 1 minuto de agua y 1 minuto de BGE. La inyeccion de la muestra
fue realizada hidrodindmicamente, a 30 mbar por 3 s, y la separacion fue realizada con polaridad
normal (catodo en la salida) a 20 kV. En condiciones 6ptimas, el BGE empleado fue un tampon
Tris/HCI pH=7.8 fuerza i6nica 50 mM 20% metanol (v/v). La longitud de onda de deteccion fue 254

nm, a no ser que se indique otro valor.

En cuanto a la preparacion de las muestras de Undaria pinnatifida, la muestra comercial una vez
retirada del envoltorio de plastico, fue secada en estufa a 40°C durante 24 hs y luego se moli6 en un
molino de discos. A continuacion, el polvo se tamizd con un tamiz de 200 um y se almacen6 a 4°C.
En condiciones optimas, se pesaron 0.1g de polvo, al cual se le adicionaron 500 pL de metanol y 500

pL de HCI 3.5 M. La mezcla de homogeneizo con un vortex durante 30 segundos. La misma fue
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incubada por seis horas a 80°C en un agitador a unas 9000 rpm. Luego, se enfridé a temperatura
ambiente y se centrifugd a 10000 g por 15 minutos. El sobrenadante se ultrafiltr6 con filtros de corte
molecular de 3KDa a 25°C por 15 minutos a 16000 g. Estos filtros fueron pasivados con una
solucion de polietilenglicol (PEG) al 5% v/v por 24 horas antes de usarse para evitar pérdidas de
analito por adsorcion a la superficie del mismo [58,226]. Para evitar quedaran en el residuo del
filtrado alcaloides, se le agregaron dos etapas posteriores de lavado adicionando cada vez 50 uL de
agua y centrifugando a 12000 g por 10 minutos. Finalmente, se adicion6 al conjunto de filtrados que
contenian los alcaloides, el agua necesaria para llegar a un volumen final de 250 pL, obteniendo el
extracto que posteriormente serd analizado. Para mayor detalle sobre la optimizacion del

pretratamiento ver capitulo 5 de este trabajo de tesis.

La preparacion del té de semillas de P. harmala consisti6 en moler 10 gramos de éstas en un
molinillo eléctrico de la cual se separaron 0.5 g del polvo para realizar la extraccion. El solido se
mezclo con 10 mL de agua y se calent6 hasta romper hervor con un mechero Bunsen. La mezcla se
centrifugd por 10 minutos a 8000 g y se separ6 el sobrenadante. Este proceso se repitié dos veces
mas, y todos los sobrenadantes se unieron en un solo extracto acuoso, el cual fue llevado a un
volumen de 50 mL con agua desionizada. La muestra fue luego filtrada con filtros de nylon de 0.22
um seguido de una dilucion 1:250 v/v con BGE. Las muestras diluidas se analizaron por triplicado y
la longitud de onda de deteccion fue, a diferencia de la optimizacion con estandares y con muestras

de Undaria pinnatifida, a 200 nm.

3.2. Resultados y Discusiones

3.2.1. Optimizacion de las separaciones

Para lograr optimizar tedricamente la separacion de un sistema compuesto por distintas sustancias
ionizables es necesario obtener informacion confiable y precisa de los valores de movilidad de las
sustancias totalmente ionizadas y sus constantes de disociacion (K,). En el caso de los seis alcaloides
de la familia de las B-carbolinas se midieron primero las p, de cada uno. Esta determinacion se
realiz6 mediante el andlisis de una solucion estdndar de 10 pg/ml de cada alcaloide que ademas,
contenian una pequefia cantidad de metanol como marcador de EOF. El BGE a utilizar para estas

medidas debe ser de al menos dos unidades de pH por debajo del pKa del grupo mas acido de todas
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las sustancias, y asi, de esta forma, asegurar ionizaciones mayores al 99%. En este contexto, se eligio
un BGE de pH= 3.5 con &cido acético 50 mM y acido formico 50 mM ajustado a pH con amoniaco.
Los resultados fueron obtenidos a través de quintuplicados para tener el maximo de fiabilidad en la

medida.

Paralelamente, se determinaron los pK, de los seis compuestos analizando las mismas soluciones con
BGE:s a cinco pH distintos y manteniendo la fuerza idnica constante en las distintas condiciones. La

expresion general de la pegr para compuestos ionizables tiene la siguiente forma:

Hefr = Hact® 3.1

En donde a es el coeficiente de distribucion y depende del pH del BGE. Si utilizamos la expresion
del coeficiente de distribucion en funcion del pH del BGE y los pK, del analito, la peg queda definida

para el caso de una base débil monoprética y su cation [HB'] como:

H-pK
= ”act,HB"’lO(p PKa)
HefrHp 1+10@H-PKa)

(3.2)

Este seria el caso de la harmalina, harmina, harmano y norharmano (figura 1.11). Una funcion

equivalente puede ser obtenida para el caso de 4cidos débiles monoproticos y sus aniones [A]:

_ Hact, A~
Heffa~ = T0wkapm) (3.3)

Ademés, teniendo en cuenta las estructuras del harmol y del harmalol, en las cuales ambos poseen
dos grupos funcionales ionizables, esto es un grupo amino y un grupo alcohol. L expresion es un
poco mas compleja y resulta de la suma algebraica de las p.s que aportan cada uno de los grupos

funcionales. La misma es descripta a continuacion:
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Herr =

_ ”act,H
1+10®H-PKq)

Bt 10®PH-pKq)

MHact, A~

" 1+10®@Ka—pH)

(3.4)

Como se puede observar en la figura 3.1, se realizaron regresiones no lineales sobre los puntos

experimentales obtenidos. Con circulos negros se pueden ver los 5 niveles experimentales de pH que

fueron medidos por duplicado. La linea continua color negro denota la regresion no lineal, mientras

que la linea continua azul representa las bandas de error con un 95% de confianza. Los ajustes son

buenos con coeficientes de correlacion superiores a 0.99 y las %RSD de prediccion en los valores de

pKa no superaron el 1.3%.

Los valores de pK, obtenidos a partir de los ajustes se pueden contrastar con aquellos obtenidos en la

literatura (tabla 3.1). Como se puede observar los valores experimentales no distaron mucho de los

bibliograficos, salvo algunas pequenas diferencias de alrededor de 0.4 unidades de pK, para el caso

particular de la primer ionizaciéon del harmol, en el cual se evidenciaban diferencias en las

movilidades experimentales cuando se utilizaban los datos de bibliografia (Tabla 3.1).

HAIk pKa; pKa;
Referencias | Técnica
Experimental | Bibliografia | Experimental | Bibliografia

1.Harmalina 9.5 (%0.1) 9.55 - - [182] uv

2.Harmalol 8.6 (£0.05) 8.62 11.3 (£0.1) 11.30 [182] uv

3.Harmina 7.56 (£0.06) 7.45 - - [182] uv

4.Harmol 7.45 (£0.05) | 7.86,7.90 | 9.52(+0.07) | 9.51,9.47 | [182][181] uv
5.Harmano 7.3 (£0.1) 7.34 - - [201] UV-Fluo

6.Norharmano | 6.71 (£0.06) 6.76 - - [227] CE

Tabla 3.1. Compara los pK, obtenidos experimentalmente en este trabajo por CE-UV y los reportados en la
bibliografia con sus respectivas referencias y la técnica mediante fueron determinados. UV representa
espectroscopia ultravioleta, CE electroforesis capilar y Fluo, espectroscopia de fluorescencia ultravioleta.
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Una vez medidas las . y determinados los valores mas confiables posibles de pK, para los distintos

alcaloides, se representaron las curvas teodricas de g en funcion del pH.

.p 1 l.harmalina
30 . 2.harmalol

10 7

4.harmol

3.harmina

10

e 100000 (em?V-leh)

6.norharmano

S.harmano

4 & 8 pH 10 12 4 6 8 pH 10 12

Fig. 3.1. Regresiones no lineales de datos experimentales (circulos negros) a pH 4.0 (formiato de
amonio [=50mM), 5.75 (acetato de amonio [I=50mM), 7.77(fosfato acido / fosfato diacido I=50mM),
9.23 (Borax 50mM) y 11.85 (trietilamina [=50mM) por duplicado para harmalina, harmano,
norharmano, harmina, harmalol y harmol. La linea negra continua representa la regresion y la linea azul
continua representa a las bandas de error. Instrumento Capel 105M.

El comportamiento tedrico de las pegr en funcidon del pH puede ser observado en la figura 3.2 para los
seis alcaloides en cuestion. Se puede observar claramente que a pH acidos, donde todos se

encuentran totalmente cargados, las per son muy similares entre si, lo cual traeria supuestas
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dificultades al momento de separarlos si las eficiencias de pico no son suficientes. Estas diferencias
son, si se consideran diferentes pares de compuestos, en el peor de los casos (harmol/harmalol y
harmina/harmalina), de alrededor de un 0.5%, mientras que en los casos mas optimistas (norhamano/

harmalina) rondan alrededor de un 20%.

Movilidad (em? /V.8)
kb
[

5
0 . ‘s
4 6 g 10 N 12
5 \ pH
= . -1 hammalina \
-10 ., \
= .2 harmalol \
15 : \
—3.h ‘.
armina \
-20 === 4 harmol \
. ™
-25 = = 5 harmano N
30 «ssees 6 notharmano

Figura 3.2. Grafico de L tedricas en funcion del pH para los seis alcaloides estudiados.

Ademas, se puede observar que en la zona de pH mayor a 9 las ps de algunos de los compuestos
tienden a ser cercanas a cero, lo cual implica una mala separacion entre los compuestos y a su vez la
incapacidad de separarse respecto a posibles compuestos neutros que migran con el EOF, cuya

presencia es frecuente en muestras reales. Por lo tanto se observa so6lo una zona entre pH 6 y 9 donde
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deberian separarse el mayor numero de compuestos. Ya que esta optimizacion es dificil de realizar a
simple vista, es necesario establecer un pardmetro de respuesta adecuado que permita seleccionar el

pH optimo para la separacion de manera sistemadtica, rapida y sencilla.

Los resultados de la optimizacién empleando los parametros de respuesta tipicos anteriormente
mencionados en la introduccién se compararon con los obtenidos con el pardmetro de respuesta
disefiado en este trabajo de tesis. Para ello, debemos explicar en qué consistio el mismo y cuales son

sus ventajas.

Como ya se comento en la introduccion de esta tesis doctoral, un parametro de respuesta en CE debe
cumplir ciertas condiciones que lo hagan conveniente para ser usado en la optimizaciéon de
separaciones. Si consideramos dos compuestos, una de éstas condiciones debe ser que su valor
aumente a medida que la separacion aumenta, es decir, que cuanto mas diferentes sean sus
respectivas s en unas condiciones determinadas, mayor debe ser su el valor. Otro requisito a
cumplir es que éste pardmetro tenga una aplicacion practicamente universal, siendo 1til tanto para
cationes como para aniones. Adicionalmente, el parametro debe considerar no so6lo la separacion
entre los dos analitos, sino también la separacion de cada uno respecto a los compuestos neutros o
marcadores de EOF. Esta condicion restringe indirectamente la velocidad de la separacion debido a
que cuanto mayor es la movilidad de cada uno de los analitos a separar, mayor sera el valor del
parametro, y a su vez mayor serd la velocidad global de la separacion. Finalmente, este parametro no
debe discriminar los cambios en el orden de migraciéon de dos compuestos cuando se optimiza todo
el intervalo de pH, sino que debe mantenerse siempre en valores positivo, considerando el valor

absoluto de las diferencias entre las pleg.

De acuerdo a estas condiciones se desarrollé un nuevo parametro de respuesta, el cual cumple con
todos los requisitos mencionados en los parrafos anteriores. El pardmetro se denominé ¢” y puede ser
aplicado para cualquier par de sustancias en todo el intervalo de pH. La expresion del mismo tiene la

siguiente forma:

t = [(Meff,z - Ileff,1)ﬂeff,z-ﬂeff,1]2 3.5
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En la cual pefr, ¥ fepr1 son las movilidades efectiva de los compuestos 1y 2. En la figura 3.3 se

esquematiza el sentido fisico de cada factor que compone el producto.

mau

o |

A

Figura 3.3. Esquema de interpretacion de las consideraciones elegidas para el parametro de
respuesta en el caso particular del estudio de la separacion de un par de analitos (1 y 2) y la
presencia de compuestos neutros (N).

La diferencia entre las pess, (,ueff,z — .ueff,l)a cualifica la calidad de la separacion entre ellos en
funcion del pH mientras que, el producto individual de sus peg €s una medida de cuan grandes son
¢stas y cuan separados de los compuestos neutros que migran con el EOF se encuentran. Ademas, al

elevarla al cuadrado se obtienen valores siempre positivos.

En la figura 3.4 se representan frente al pH del BGE algunos de los parametros de respuesta
tipicamente utilizados en trabajos anteriores y descriptos en la seccion 1.4 (o y Ap) junto con el
parametro disefiado en este trabajo de tesis (¢') para los alcaloides estudiados de a pares, es decir,
evaluados cada uno respecto a los 5 restantes. Esto da como resultado 15 pares de analitos de las

cuales se grafican sus funciones de respuesta en una misma figura en todo el intervalo de pH.
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En la figura 3.4-a se representa la selectividad (o)) de los 15 pares de analitos en funcion del pH del
BGE. El parametro selectividad a que es el cociente entre las g de los compuestos considerados, es
el mas empleado en CE, igual que en LC lo es su analogo empleando factores de retencion. Se puede
observar que en este caso el par critico en la separacion es, por un lado, en la zona de pH menor a 8,
el par harmano/ harmol (3-6, celeste), mientras que en la zona mayor a pH 8 el par mas dificil de
separar es el norharmano/harmol (4-6, verde claro). Por lo tanto, existe una zona de optimizacion
entre pH= 6.5 y pH= 8 en la que todos los analitos deberian separarse ya que cada uno posee un

maximo de selectividad con los restantes.

También se puede distinguir una zona entre pH 8 y 9 (justo después de que el par harmano/harmol
tome el valor 1), la cual es muy estrecha y concuerda con la necesidad de medir de forma muy
precisa los pK, de los analitos para tener una cierta certeza de los limites de la zona de separacion

optima.

Ademads, una gran zona donde las selectividades se hacen muy grandes es la que se encuentra a pH
mayor a 11. Intuitivamente se puede elegir esta zona debido a que no se requerira una gran precision
en la medida del pH a la hora de preparar el BGE. Sin embargo, en esta zona se ha probado
experimentalmente que no hay separacion de los compuestos, arrojando una de las falencias mas
importantes de este parametro, el cual tiende a infinito en la medida que la movilidad que se
encuentra en el denominador tiende a cero (Ver fig. 3.2), por ende en zonas donde uno de los analitos
no estd cargado la separacion se considera erroneamente maxima. Esta indeterminacion si bien no
constituye un problema en cromatografia si presenta un inconveniente grave en CE, donde es

habitual la presencia de marcadores de EOF o compuestos neutros en muestras reales.

Otros inconvenientes que trae la utilizacion de esta funcion radican principalmente en que por si sola
no puede utilizarse en todo el intervalo de pH para un par de analitos que invierten su orden de
migracion. En esta situacion los valores de selectividad tienden a ser menores que uno, y por ende
los valores pierden el sentido deseado de cualificar la separacion. fdem si nos referimos al caso en el
cual uno de los compuestos se ioniza negativamente a un pH en particular, arrojando valores
negativos del cociente de movilidades efectivas. Para solucionar ello y crear un grafico que puede
solucionar parcialmente algunos de estos inconvenientes, se grafico el valor absoluto del pardmetro y
se introdujeron funciones ldgicas que invirtieran el cociente cuando habia una inversion en el orden

de migracion de cada par estudiado.
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Figura 3.4. Graficos de distintos parametros respuesta a) valor absoluto de la selectividad (a=p./p,),
b) valor absoluto de la diferencia de movilidades (Ap=pr-p;) y ¢) t'= ((ui-p2)pips)” para los
compuestos: 1- harmina, 2-harmalina, 3-harmano, 4-norharmano, S5-harmalol y 6-harmol. Los
segmentos marcados con lineas negras muestran las regiones donde se deberian obtener las mejores
condiciones de separacion.

Por otra parte, en la figura 3.4.b, se evalu6 la diferencia de pegr (Ap) en funcion del pH para todos los
pares de analitos. Los resultados fueron similares, Existe practicamente un continuo entre los pH 7 y
10 en donde los analitos deberian encontrarse separados. Sin embargo, como se apuntd
anteriormente, experimentalmente se evidencid que a pH mayor que ocho no existe separacion

completa de los mismos.
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A diferencia de la selectividad, esta funcion anula las zonas a pH mayores de 11 en las que las
movilidades de muchos analitos tienden a cero. De nuevo, para poder graficar apropiadamente los
datos y facilitar su interpretacion, los datos graficados son los del valor absoluto de la diferencia. La
necesidad de utilizar este recurso matematico advierte de nuevo la principal falencia del parametro
de respuesta, el cual no permite que exista una inversion en el orden de migracidén de ninguno de los
pares estudiados. Esto se suma a que la funcion dara maximos en las condiciones en que uno de los

dos analitos presentes tienda su movilidad a cero.

Finalmente, al abordar la figura 3.4.c, en el que se grafica el pardmetro de respuesta desarrollado en
este trabajo para todo el intervalo de pH, podemos observar que la zona de pH que indica como
Optima, es la comprendida entre pH 7 y 8. Se puede observar que los pares criticos harmano/harmol
(3-6, celeste) y norharmano/harmol (4-6, verde claro) coinciden con los de las graficas a y b de la
figura 3 denotando que una parte de la informacion cualitativa extraida sigue siendo similar. La
diferencia radica en el resto de zonas que antes apuntaban como Optimas, donde experimentalmente
no se observaba separacion. Asi, en la zona de pH mayor a 11 el parametro t” decae en relacion a la
figura 3.3.a, debido a que la mayoria de los compuestos, menos harmol y harmalol que se encuentran
cargados negativamente, tiene s alrededor de cero, por ende no pueden ser separados respecto a
compuestos neutros. Ademas vale la pena resaltar que para evaluar t” no hizo falta aplicar ni el valor
absoluto de la funcion ni variables l6gicas para invertir el orden de los compuestos, ya que la misma
no depende ni del signo de la carga, ni de que exista inversion en el orden del par de compuestos. Por
otra parte, se puede extender el parametro de respuesta evaluado para un par a una ecuacidon
completa que comprenda la mezcla de todos los analitos considerados de a pares. De esta forma, se
observa s6lo un valor de t,” en funcion del pH, cuyo maximo sera el pH teérico de optimizacion en el
que la separacion deberia ser la mejor posible sin contemplar las eficiencias de los picos

electroforéticos. La expresion para una mezcla de n compuestos ionizables es la siguiente:

i _ 2
t'n = [IT7 e TG g<ny Akap) 3.6)

En donde t,” el pardmetro para n compuestos, p; s la pesr del i-ésimo analito y Apj) es la diferencia
entre las peg de los analitos i y j, respectivamente. Este maximo representa el balance entre ambos

productos, los factores de las movilidades tienden a maximizar los valores absolutos de las mismas
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mientras que el factor que posee la diferencia tiende a hacer lo propio con las diferencias entre cada
par, dando una ponderacion entre la velocidad de separacidon y g por una parte, y la separacion

entre los mismos.

En la figura 3.4 se puede observar el comportamiento de la funcion de respuesta (t,") para el caso
particular de la separacion de los seis alcaloides. Como puede ser facilmente observado, se alcanza
un maximo tedrico a pH 7.75, donde deberia existir una separacion completa de los mismos con e
suficientes para poder separarse eficazmente de un hipotético marcador de EOF o compuestos
neutros que puedan llegar a estar presentes en la muestra real. De todos modos, este maximo es
bastante estrecho y abarca un intervalo especifico donde la separacion deberia ser probable, esto es

entre pH 7.4 y pH 7.8.
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Figura 3.5. Grafico de la funcion predictiva de respuesta para el caso particular de la mezcla de
los 6 alcaloides de la familia de los harmanos.

Una vez establecido el valor 6ptimo de pH teorico, se recomienda realizar una pequefia optimizacion
experimental para corroborar su validez. Cuanto mayor es la exactitud con la cual se obtuvieron los
pK, vy las pyee de los compuestos considerados, mayor serd la fiabilidad del pH teérico establecido, lo

que requerira estudiar un intervalo menor de pH y un menor nimero de experimentos. En este caso
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particular, se realizé en un intervalo de + 0.3 unidades de pH, obteniendo la mejor separacion a pH
7.8. En la figura 3.6.a se observa la separacion completa a pH 7.8 mientras que en la figura 3.6.b se

puede observar una separacion a pH 9.0 donde se resuelven solo tres alcaloides de los seis.

Vale la pena resaltar que la condicion de pH 9 es una zona de pH en la cual los otros pardmetros
consideraban separacion completa de los compuestos, lo que refuerza aun mas la validez tanto del

parametro de respuesta disefiado como de la funcidn predictiva que contempla la mezcla de todos los

analitos.

50 | a) pH= 7.80
.{f - = =2 = 5
25 7 Ve
b) pH= 9.00
Harmano, norharmano,
/ harmina
I:I T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Time (min)
Figura 3.6. Electroferogramas de la mezcla de alcaloides en dos condiciones de pH diferentes. a) Tris pH 7.8

20% v/v de metanol y, b) Borax pH 9.0. Ambos BGE estan a la misma fuerza idénica de 50 mM. Separacion a

25 KV, inyeccion hidrodinamica 30 mbar x 3 s, longitud de onda de deteccion 254 nm. Instrumento: Lumex
Capel 105 M.

80



3.2.2. Determinacion de alcaloides de la familia de las p-carbolinas por CE-UV

La optimizacion de la separacion consistid en varios pasos, que van desde la eleccion del pH 6ptimo
de la separacion hasta la eleccién de algin aditivo hidroorgénico para mejorar la eficiencia de los

picos electroforéticos.

La primera etapa, como se menciono anteriormente, fue la optimizacion del pH, la cual se realizd

tedricamente como se describio en la seccion anterior.

La segunda etapa consistio en la eleccion de la naturaleza del BGE, el cual resulta ser critico para
elegir el que mejor eficiencia de pico ofrezca. Para ello se evaluaron tres BGE diferentes a pH 7.8,
con acetato de amonio (AcNHy,), fris (hidroximetil) aminometano clorohidrato (Tris/HCI) y fosfato.
En la figura 3.7 se muestran los resultados obtenidos cuando la fuerza idnica era 50 mM. Como se
puede observar en la figura 3.7, utilizando cualquiera de los BGE propuestos no se obtienen
eficiencias y formas de picos aceptables para la harmina y el harmol (3 y 4), mientras que para el
BGE de acetato de amonio (fig. 3.7.b)) esta condicion se extiende también para los alcaloides
harmano y norharmano (5 y 6). En consecuencia la eleccion del BGE ideal es fundada en que si bien
para el BGE Tris/HCI (fig. 3.7.¢)), las eficiencias y formas de pico no son las mejores para los dos
analitos anteriormente nombrados, se obtiene una separacion practicamente completa de todos los
componentes. Caso contrario, en el BGE fosfato (figura 3.7.a) los analitos parecerian no tener picos

tan anchos pero la separacion entre el par harmina/harmol es practicamente inexistente.

Una vez elegido un BGE de Tris/HCI, se realizaron pruebas a distintas fuerzas idnicas, dando como
resultado una pequefia mejora en la eficiencia de la separacion en general a fuerzas ionicas de 50
mM. Sin embargo, estas mejoras fueron leves (fig. 3.7-c), por lo tanto insuficientes. Por tal motivo se
requiri6 la adicion de un modificador organico como aditivo para mejorar sustancialmente la

eficiencia de los picos electroforéticos y, de esta forma, mejorar la resolucion entre ellos.

En consecuencia, se realizaron pruebas utilizando metanol y acetonitrilo como aditivos organicos en
distintas proporciones entre 0% y 20% v/v en el BGE. Si bien ambos modificadores organicos
arrojaron mejoras significativas en la separacion, el metanol fue superior. En la figura 3.8 se puede
observar las mejoras al cambiar la composicion de metanol en el BGE. Cabe aclarar que utilizando
bajas concentraciones de metanol (inferiores al 20% v/v) nos aseguramos de no provocar cambios en
la selectividad del sistema por adicion de metanol debido, principalmente, a que no modificamos las

constantes de disociacion del BGE y, por ende, no modificamos el pH del medio de separacion.
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Figura 3.7. Separacion de 1) harmalina, 2) harmalol, 3) harmina, 4) harmol, 5) harmano y 6) norharmano a
una concentracion de 10 pg/ml. El voltaje de separacion fue de 20 KV. La deteccion de los compuestos se
ha realizado a 254 nm. Inyeccién hidrodindmica: 30mbar, 3s. L=58.8 cm y Ls=51. La separacion fue
desarrollada para distintos BGE al mismo pH (7.8) y misma fuerza iénica (50mM), para a)
NaH,P0O,/Na,HPO,, b) AcNH, y c) Tris/HCI. Instrumento: Lumex Capel 105M.

Ademads conociendo que el grupo funcional principal de estos compuestos es un amino o un amino y
un alcohol, esta aproximacion también es valida para los analitos en cuestion. Esto se puede
contrastar facilmente con trabajos recientes de nuestro grupo de investigaciéon en los que se
evidencian que la adicion de metanol a un tampon Tris/HCI no modifica significativamente el pH ni
el pK, de los grupos amino en un amplio intervalo de composiciones [152]. Trabajos similares se
pueden encontrar en literatura con los grupos alcohol. La adicion de un 10 % v/v de metanol mejora
significativamente la eficiencia y la forma de los picos (fig. 3.8.b)) aunque los mejores resultados se
aprecian claramente utilizando una composicion de un 20% v/v de metanol como modificador
organico (figura 3.8.c)). Por lo tanto el BGE que se utilizard para la separacion de este grupo de

alcaloides en CE-UV sera el de Tris/HCl a pH 7.8 con fuerza i6nica 50 mM y metanol 20% v/v.

A continuacion, se procedio a evaluar la metodologia optimizada en tres equipos de CE de distintas
marcas comerciales, dos con sistemas de deteccién por arreglo de diodos (HP*PCE, Agilent y P/ACE
MDQ, Beckman) y el restante con detector UV onda fija (Capel 105M, Lumex). Las curvas de
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calibracién para cada alcaloide se obtuvieron a cinco niveles de concentracion por triplicado. A
modo de ejemplo se observan en la figura 3.9 las obtenidas para el harmano y norharmano para los

tres equipos en cuestion.

100 -
20 a) 0% metanol v/v
=
<
=
60 - —
=
b) 10% metanol v/v N g %
=
40 -
-
20 - - I
¢) 20% metanol v/v N M 8
O 1 1 1 1 1 I 1 1 1
0 1 2 3 4 5 6 7 min 9 9

min

Figura 3.8. Separacion de 1) harmalina, 2) harmalol, 3) harmina, 4) harmol, 5) harmano y 6) norharmano
a una concentracion de 10 pg/ml. El voltaje de separacion fue de 20 KV. La deteccion de los compuestos
se ha realizado a 254 nm. Inyeccion hidrodinamica: 30mbar, 3s. L=58.8 cm y Ly=51. BGE Tris/HCI pH
7.8 I=50 mM. con metanol a) 0%, b) 10% y c¢) 20%. Instrumento Lumex Capel 105M.

Las figuras de mérito obtenidas para los tres equipos comerciales en estos experimentos se resumen
en la tabla 3.2. Las desviaciones estandar relativas (%RSD) de las repetitividades en tiempos de
migracion y areas de pico son buenas y muy similares en los distintos instrumentos. Sin embargo, si
observamos los datos relacionados a los limites de deteccion y de cuantificacion (LOD y LOQ)
podemos corroborar que los valores son mejores, desde dos veces hasta mas de diez veces inferiores,
en el equipo Lumex Capel 105 M. Esto era esperable ya que, si bien el detector UV de longitud de

onda fija es menos versatil que un detector de arreglo de diodos, el primero posee mucha mayor
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sensibilidad ya que los fototubos son mas sensibles que los diodos. Adicionalmente, el detector del
instrumento Lumex cuenta con un juego de lentes que enfoca el haz incidente en el lumen del
capilar, mientras que los otros instrumentos so6lo utilizan una rendija para restringir el paso de luz al
lumen del capilar pero sin enfoque. Por otra parte, si se desea realizar trabajos de tipo cualitativo y
tomar espectros de los compuestos durante los analisis, el detector que permite hacerlo con mayor
facilidad es el de arreglo de diodos. Los dos equipos con este tipo de detector poseen LODs y LOQs

similares, lo que concluye en que ninguno de los posee un mejor desempefio a la hora de la

deteccion.
1600 200 1 %1075
E ¢Harmano : g | *Harmano I = | * Harmano |
< | wNorharmano =z m Norharmano E m Notharmano .
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’ ] |
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I Lumex capel 105M » Agilent HPCE3D Beckman P/ACE MDQ
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Figura 3.9. Curvas de calibracion de harmano y norharmano para los tres equipos CE-UV comerciales.
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Instrumento

Lumex capel 105M Agilent HPCE3D Beckman P/ACE MDQ,
HAlk "(‘:l'glli::?l Regresion lineal | LOD Loq t?::lp%; ?2? I?:l:glli::?l Regresion lineal | LOD LoQ t?es:_.;{; Tr[;;/“ “(]:l'g:i,:':?l Regresién lineal LoD LoQ t?:r[r)m:; R:i:{’
R>0.99) | (¥=a7C+b) | (we/mi) Kug/mi) o) | (n=10) | (R%>0.99 (v=a*C+b) | {ue/mi) ((he/ml)) 10y | (n=10) | (R%0.99) (v=a*Ceb) | (wg/mi) | (pe/ml) | 1) | (n=10)
Harmalina 0.2-120 1.4%C+2.1 0.06 0.2 1.2 8.2 4.8-70 0.4*C-1 1.2 4.8 1.2 6.5 0.6-70 262*C-80 0.2 0.6 1.3 8.2
Harmalol 0.4-120 0.8*C+1.64 0.12 0.4 1.2 2.4 8.3-70 0.2*C+0.3 2.1 8.3 1.2 2.2 1.1-70 142%C-27 0.3 1.1 1.3 33
Harmina 0.05-120 5.7%C+3.2 0.02 0.05 14 83 1.2-70 1.7%C+1.2 0.3 1.2 14 6.3 0.1-70 1705*C-200 0.03 0.1 1.6 7.5
Harmol 0.1-120 4.7%C-0.8 0.02 0.1 1.4 6.9 1.3-70 1.5%C-3.2 0.3 1.3 1.2 53 0.1-70 1428%C-286 0.03 0.1 1.3 49
Harmano 0.05-120 6.1*¥C+3.5 0.01 0.05 1.4 5.2 1.1-70 1.8%C-0.7 0.3 1.1 1.0 54 0.1-70 1891*C-20 0.02 0.1 0.9 5.4
Norharmano| 0.03-120 10.9%C+3.8 0.01 0.03 15 24 0.7-70 2.8%C-2 0.2 0.7 0.8 35 0.1-70 2746%C-80 0.02 0.1 11 51

Tabla 3.2. Resumen de los intervalos lineales, limites de deteccion (LOD, pg/ml), limites de cuantificacion (LOQ, pg/ml) y la desviacidon estandar relativa para tiempos y areas en
patrones de los seis alcaloides a una concentracion de 25 pg/ml (n=10) (%RSD). Estas figuras de mérito fueron evaluadas para tres equipos disponibles comercialmente (Lumex capel
105M, Agilent HPCE3D and Beckman P/ACE MDQ).

85




3.2.3. Aplicacion a muestras de Undaria pinnatifida

El extracto de Undaria pinnatifida fue analizado por CE-UV utilizando las condiciones 6ptimas de
separacion establecidas. En la figura 3.10-a, se muestra un electroferograma de un extracto de alga
fortificada a una concentracion de 10 pg/ml de cada uno de los alcaloides antes del pretratamiento de
muestra y otro sin fortificar (3.10-b). Como puede observarse, no fue posible detectar ninguno de los
seis alcaloides en la muestra sin fortificar, debido a que se encuentran por debajo de los LOD de este

método de CE-UV.

20 1
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Figura 3.10. Separacion de 1) harmalina, 2) harmalol, 3) harmina, 4) harmol, 5) harmano y 6)
norharmano en a) un extracto de Undaria pinnatifida fortificado a una concentracion de 10 pg/ml
y b) un extracto de Undaria pinnatifida sin fortificar. El voltaje de separacion fue de 20 KV. La
deteccion de los compuestos se realizo a 254 nm. Inyeccion hidrodinamica: 30mbar, 3s. L=58.8
cmy Lg&=51. BGE Tris/HCI pH=7.8 I=50 mM 20 % MeOH v/v. Agilent HP*"CE.
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Con el objetivo de evaluar el efecto de matriz, tanto sobre la intensidad de la sefial como sobre la
forma de los picos, y los LODs en este tipo de muestras, se analizaron muestras de algas fortificadas
con los alcaloides a diferentes niveles de concentracion. Los LODs fueron determinados mediante
exploracion empirica (LOD experimental), mediante el andlisis de muestras fortificadas a
concentraciones cada vez menores, hasta que los picos correspondientes dejaron de diferenciarse
respecto a la linea de base. En todos los casos la relacion sefal/ruido a las concentraciones
correspondientes a los LODs fue siempre superior a 3. Los resultados para cada una de las f-
carbolinas se resumen en la tabla 3.3. Ademas también se incluyen los datos de repetitividad tanto
para tiempos de migracion como para areas de pico obtenida de los resultados de diez replicados de
una muestra fortificada a 10 pg/mL. Estos datos estan expresados como RSD %. Como puede
observarse, respecto a los valores obtenidos para los patrones en los diferentes instrumentos, la
repetitividad es inferior en los tiempos de migracion que en las areas y los LODs muy superiores.
Una primera solucidon a ambos problemas se describira en la proxima seccion, donde por un lado se
describira la mejora del acondicionamiento del capilar entre inyecciones para evitar contaminacion
cruzada y baja repetitividad y, por otro lado, el uso de un detector de MS para mejorar la sensibilidad

y la selectividad, y asi, los LODs.

Compuesto LOD |relacién Repetitividad (n=10)
(ng/ml) = %RSD tiempo| % RSD Area
Harmalina 10 6 2.3 17.3
Harmalol 10 4 2.3 18.4
Harmina 6 4 2.2 16.7
Harmol 6 3 2.2 18.4
Harmano 6 6 2.1 15.2
Norharmano 6 6 2 18.4

Tabla 3.3. Se observan los LODs y a las relaciones S/N que fueron medidos para los seis
alcaloides en muestras de Undaria pinnatifida fortificadas. Ademas, se muestra la
repetitividad expresada en desviacion estandar relativa (n=10) para las areas y tiempos de
migracion obtenidos para una concentracion de 10pg/ mL. Instrumento Agilent HP*PCE.
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3.2.4. Aplicacion a muestras de semillas de Peganum harmala

Para poder comprobar los alcances del método desarrollado para el analisis de estos alcaloides por
CE-UV y debido a que en la determinacion de estos analitos en muestras de Undaria pinnatifida no
se obtuvieron los LODs deseados y, en consecuencia, los mismos no fueron detectados, se analizé un
extracto acuoso, a modo de té, preparado a partir de la decoccion de semillas de Peganum harmala.
Las mismas son conocidas por sus altos contenidos de harmalina, harmina y, en algunos casos,

harmol y harmalol [185—-187].

En la figura 3.11 se observan los electroferogramas obtenidos para una muestra de té (1:250) a
longitudes de onda de 200 nm y 254 nm. A 200 nm (figura 3.11-i) se pudieron identificar con
facilidad la harmalina (1), harmina (3) y harmol (4) comprobando su presencia tanto con muestras
fortificadas con estandares como con experimentos separados por CE-MS. Por otra parte, a 254 nm
(figura 3.11-i1) la determinacion no podia realizarse debido a fuertes interferencias de la matriz en las

senales analiticas de los compuestos pudiéndose observar simplemente la presencia de harmina (3).

A 200 nm (figura 3.11-1), ademds de los alcaloides de interés, se detectd otro compuesto muy
abundante en estas semillas a tiempos de migracion de alrededor de 3 minutos. Este compuesto, en
concordancia con Frison y col. [187] se trataria posiblemente de un alcaloide quinazolinico
denominado peganina [187,192]. Su presencia fue confirmada en otros experimentos por CE-MS.
Para poder cuantificar los alcaloides B-carbolinicos a esta nueva longitud de onda, se realizaron
curvas de calibracién externa a 200 nm. El intervalo lineal de trabajo fue 4-100 pg/ml, R*>0.99, y las
rectas de calibrado obtenidas fueron para harmalina, S=.5.1*C+2.9, para harmina, S=4.8*C+2.8 y
para harmol S=5.5*C+0.16, donde S es la sefial analitica y C es la concentracion del analito
expresada en pg/mL. La cuantificacion de los mismos dio como resultado concentraciones de
harmalina, harmina y harmol en el t¢ sin diluir de 53 (£2), 24.3 (£0.4) y 16.4 (£0.7) pg/mL, que en
las semillas expresados en % m/m resultan 0.32 (£0.01), 0.151 (£0.004) y 0.098 (£0.004)%,
respectivamente. Estos valores, junto con la relacion de concentraciones de harmina/harmalina (0.46
en nuestro caso), estuvo en concordancia con gran variedad de valores encontrados en la literatura

empleando incluso otras técnicas analiticas [185-187,228].

Considerando las cantidades de alcaloides en esta decoccion preparada con agua, es 16gico encontrar
valores sustancialmente diferentes a los que se obtienen a partir de una extraccion exhaustiva con

solventes organicos, dependiendo de las condiciones de extraccion y la cantidad de muestra
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empleada. Ademas, la cantidad total y relativa de los distintos alcaloides en estas semillas cambia

drasticamente entre diferentes estados de crecimiento, condiciones climaticas e incluso origen

geografico. Esta ampliamente aceptado que la cantidad total de alcaloides en semillas de P. harmala

varian entre 2%-7% (m/m) [185—187]. Sin embargo, existe poca informacion sobre la caracterizacion

de infusiones preparadas a partir de estas semillas. G. Frison y col., encontraron en un extracto

organico de semillas de P. harmala cantidades de 12.00 y 7.20 mg/mL de harmalina y harmina,

respectivamente [187]. En cambio, brebajes como la ayahuasca, los cuales son preparados también

en forma de infusiones o decocciones acuosas, han sido caracterizados ampliamente. Se han

reportado concentraciones entre 0.003-0.2 y 0.07- 1.70 pg/mL para harmina y harmalina,

respectivamente, en diversos analisis de éstos tés preparados de distintos modos [187,188,229].

o

mAu

1) 200 nm

ii) 254 nm

Figura 3.10. Analisis de semillas de P. Harmala por CE-UV detectado a 1)
200 nm y a ii) 254 nm. Voltaje de separacion +20 KV. BGE #ris/HCI pH=7.8
=50 mM 20 % metanol v/v. 1) harmalina, 3) harmina, 4) harmol.
Instrumento Agilent HP*°CE.
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Contrariamente al caso de la harmalina y la harmina, no hay un consenso sobre la concentracion de
harmol en las semillas de Peganum harmala, el cual es uno de los principales metabolitos de la
harmina. Sélo en algunos de los trabajos revisados se encontré harmol como compuesto minoritario,
mientras que en otros apuntan a que se trata de un compuesto mayoritario, esto puede estar
intimamente relacionado al tipo de preparacion del extracto, la cual puede degradar en distintos
grados a la harmina y, consecuentemente, producir cantidades variables de harmol [185-187,192].
En nuestro caso en particular del té, preparado a partir de las semillas contenia concentraciones de

harmol de alrededor de la mitad de los niveles de harmina.
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3.3. Conclusiones Parciales

e Se ha disefiado exitosamente un nuevo parametro de respuesta para la optimizacion del pH de
separacion entre pares de analitos por CE considerando no sélo la diferencia de movilidades
entre los analitos sino también considerando la separacion de cada uno respecto a los
compuestos neutros que migran con el EOF.

e Se ha compuesto una funcién de respuesta basada en este parametro que se puede aplicar a
una mezcla de muchos analitos, obteniendo un maximo al pH en el cual se produce la mejor
separacion de los compuestos entre ellos y respecto a una sustancia que migra junto con el
EOF.

e Esta funcion se ha aplicado de manera exitosa a la optimizacion de la separacion de seis
alcaloides B-carbolinicos estructuralmente muy similares y dificiles de separar mediante otro
tipo de optimizaciones, obteniéndose un pH optimo de 7.8.

e Ademas del pH, se optimizaron diversas variables como la naturaleza del BGE, la fuerza
ionica, la composicion y naturaleza del solvente, obteniendo la mejor separacion para el
analisis por CE-UV utilizando un BGE T77is/HC] pH=7.8 [=50 mM 20 % metanol v/v.

e Se evalu6 el método desarrollado en tres instrumentos comerciales obteniendo rectas de
calibrado, LODs, LOQs, repetitividad y reproducibilidad en area y tiempos de migracion para
los seis compuestos en cuestion. Se encontrd que el detector de UV con longitud de onda fija
posee mejores LODs y LOQs que los detectores DAD.

e FEl método desarrollado se aplico en extractos de Undaria pinnatifida donde los LODs no
fueron suficientes para detectarlos debido al importante efecto de matriz. Sin embargo, se
analizaron muestras fortificadas evaluando los LOD que se alcanzan, ademas de la
repetitividad y reproducibilidad de las determinaciones.

e Por tltimo, se aplicd el método desarrollado a un té de semillas de Peganum harmala, donde
se pudo detectar y cuantificar harmina, harmalina y harmol. Tanto sus concentraciones, asi
como la relacion de concentraciones entre la harmina y la harmalina, fueron congruentes con
los valores encontrados en literatura.
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4. SEPARACION DE B-CARBOLINAS POR CE-MS
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En este capitulo se compatibilizé el método obtenido en la seccion anterior empleando CE-UV con la
deteccion por MS. Para ello se debié optimizar el BGE, la composicion del liquido auxiliar en la
interfase de CE-MS, ademas de todos los parametros de deteccion del MS. Una vez encontradas las
condiciones Optimas se validé la metodologia para la determinacion de los seis alcaloides,
obteniendo de esta forma todas las cifras de mérito asociadas a la misma. También se estudiaron sus
espectros de MS/MS. Luego, se aplico el método de CE-MS a muestras de Undaria pinnatifida. Para
ello, se optimiz6 un procedimiento de extraccion con solvente organico. A continuacion, se evalud la
presencia de efectos de matriz para cada uno de los compuestos para, finalmente, detectar,

caracterizar y cuantificar adecuadamente los alcaloides presentes en las muestras.

4.1. Procedimientos

4.1.1. Deteccion por espectrometria de masa

Los andlisis fueron llevados a cabo en un capilar de silice fundida de 60 cm Ly, 75 pm id y 360 pm
od, a 25°C. Todos los lavados del capilar fueron realizados a una presion de 930 mbar. Los capilares
sin usar tuvieron una activacion inicial que constaba de un lavado con NaOH 1M (20 min), agua (15
min) y BGE (30 min). Vale la pena resaltar que todos los lavados fueron realizados fuera del equipo
para evitar la contaminacion innecesaria del MS debido al uso de NaOH. Una vez insertado el capilar
en el cartucho e instalada la interfase de CE-MS, el ultimo paso fue equilibrar el capilar con el BGE
aplicando el voltaje de separacion. Entre jornadas de trabajo, el capilar fue acondicionado circulando
metanol (5 min), agua (5 min) y BGE (15 min). Entre andlisis, el acondicionamiento que resulté mas
adecuado y con el cual se obtuvo la mayor repetitividad y reproducibilidad en los resultados fue el
siguiente: metanol (1 min), agua (1 min) y BGE (2 min). El tipo de inyeccion utilizada fue la
hidrodinamica, introduciendo la muestra a una presion de 35 mbar durante 3 segundos. La separacion
se realizd a una temperatura de 25°C bajo polaridad normal a 20 kV. Entre jornadas, el capilar fue
almacenado lleno de BGE y para periodos mas extensos se lavd con agua y luego aire durante 5

minutos para evitar cristalizacion de sales en su interior.

A continuacion se describen las condiciones para la deteccion en linea por MS en ESI modo positivo.
El liquido auxiliar 6ptimo fue una mezcla isopropanol/agua 60/40 v/v, con 0.05% v/v de acido
férmico como aditivo, a un caudal de 3.3 pL/min. Ademas, se optimizé tanto el caudal del gas de

secado (N;) como su temperatura, siendo las condiciones Optimas las de 5 L/min y 250°C,
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respectivamente. La presion de gas nebulizador (N,) fue de 5 psi. Respecto a los parametros del MS
en particular, el potencial de ESI fue de 4000 V, mientras que los voltajes a la salida del capilar y del
skimmer fueron 145 y 47 V. Los voltajes de los octopolos fueron 7.5 y 1.25 V. Los parametros
relacionados con la trampa, la RF en el octopolo y las lentes 1 y 2 tomaron los valores de 94.5, 93.5,
-14 y -100 V respectivamente. Los espectros adquiridos en el intervalo de m/z entre 100 y 500

resultaron del promedio de siete barridos.

Respecto a la deteccion por MS-MS, todas las variables que afectaban a la fragmentacion del i6n
molecular detectado para cada alcaloide fueron optimizadas para cada uno por separado. Se
obtuvieron los patrones de fragmentacion MS/MS (MS?) y MS" para todos los compuestos. Su
identidad en muestras reales se confirmo so6lo con el espectro de MS/MS por motivos de sensibilidad.
Las variables obtenidas para cada uno de los analitos individualmente, se promediaron para el
analisis de las muestras. Este hecho no arrojé diferencias significativas en la deteccion debido a la
similitud estructural de los compuestos y su consecuente semejanza en las condiciones de
fragmentacion. Las fragmentaciones fueron inducidas por colision con moléculas de Helio, el
intervalo de m/z para el aislamiento de los iones de ésta fue de 4 m/z y la energia de colision fue de 1
V. Los espectros de masas MS/MS fueron adquiridos como promedio de 7 barridos de m/z entre 100

y 500.

4.1.2. Pretratamiento de Undaria pinnatifida

Las muestras de Undaria pinnatifida (wakame) fueron obtenidas en supermercados del area de
Barcelona de tres marcas comerciales distintas. En dos de los casos, las algas eran originarias de la
costa atlantica de Galicia (Espafia) mientras que el restante era originario de la costa atlantica de
Bretafia (Francia). Todas las muestras fueron secadas en estufa a una temperatura de 40°C por 24 hs,
luego fueron cuidadosamente molidas en un molino de discos. Finalmente, el polvo resultante fue
tamizado con un tamiz cuyo didmetro de orificios es de 200 um, posteriormente fueron almacenadas
a 4°C y fuera del contacto de la luz.

El pretratamiento optimizado consistid en realizar una extraccion sobre 0.1 g del polvo tamizado de
algas utilizando como extractante una mezcla de 500 pL de metanol con 500 uL de HC1 3.5 M. La
mezcla de polvo y solvente hidroorganico de extraccion fue incubada durante 6h a 80°C en un
agitador termostatizado (Ver figura 4.1). Luego de este paso, las muestras se agitaron en un vortex

durante 30 s y luego se centrifugaron a 10000 g por 15 min a una temperatura de 25°C.
94



Luego de recoger el sobrenadante, este se ultrafiltré con un filtro de corte por peso molecular de 3

KDa por 15 minutos a 16000 g y 25°C.

Finalmente, se debe lavar con una alicuota de 50 pL de agua el residuo y centrifugar nuevamente a
12000 g por 10 minutos para minimizar las pérdidas de compuestos de bajo peso molecular, entre
ellos los alcaloides buscados. Este paso de lavado debe realizarse dos veces, y recuperar los filtrados,
antes de llevar a un volumen final de 250 pL. con agua.

Vale la pena destacar, que los filtros empleados deben ser pasivados para obtener los mejores
factores de recuperacion para los compuestos en cuestion. El tratamiento se debe realizar antes del

primer uso de los filtros y consiste en la adicion de una solucion de PEG al 5% (v/v) [226].
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4.2. Resultados y Discusiones

4.2.1. Optimizacion de la separacion y deteccion por CE-MS

En la seccion anterior, se describid el BGE optimo para la separacion de los alcaloides por CE-UV
(Tris pH 7.8 =50 mM 20% v/v de metanol). En CE-MS, los componentes del BGE deben ser
volatiles para poder generar un electroespray estable, reproducible y eficiente, evitando depdsitos de
sales en la entrada del espectrometro de masas, supresion de la ionizacién o inestabilidad de la
corriente de ESI o electroforética [192,226,230,231]. Los BGEs acidos con acético, acido féormico y
cantidades moderadas de amoniaco, si es necesario ajustar el pH, suelen ser en general los que
mejores resultados dan para andlisis por CE-MS en modo positivo. También se han obtenido
resultados aceptables utilizando BGEs voldatiles débilmente basicos a base de acetato de amonio,
debido a que el uso de liquidos auxiliares hidroorganicos acidos permite ajustar el pH de la solucion
a nebulizar promoviendo la ionizacién eficiente de los analitos de modo positivo. Por lo tanto, para
optimizar la deteccion se han de considerar las caracteristicas tanto del BGE como del liquido
auxiliar [232]. Para ello, la composicion del BGE debe ser adaptada, conservando caracteristicas
asociadas a la selectividad de la separacion, como puede ser el pH pero reoptimizando otros aspectos

como la naturaleza del BGE, la fuerza idnica y el contenido de aditivo organico.

Se seleccionaron distintos BGE de pH=7.8 basados en acetato de amonio y dihidrogenofostato de
amonio/ hidrogenofosfato de amonio a distintas fuerzas i6nicas (entre 10-50 mM) y distintas
proporciones de metanol como modificador orgéanico (entre 0 y 20% v/v). En el caso de los BGE de
fosfato de amonio, la fuerza idnica se trat6 de mantener lo mas baja posible (maximo 25 mM) para

asegurar una volatilidad apropiada.

A pesar de que la mejor separacion se obtuvo utilizando como BGE fosfato de amonio pH= 7.8,
fuerza id6nica 25 mM y 10% v/v de metanol, y en segundo lugar el acetato de amonio a pH= 7.8,
fuerza i6nica 25 mM y 10% v/v de metanol, la sensibilidad de la deteccion fue diez veces mayor para
el caso del BGE de acetato de amonio debido a su mayor volatilidad. Por lo tanto, si bien la
separacion no fue tan buena como con el primer BGE considerado, se utilizo por su mayor eficiencia
de ionizacidn de los analitos. Se deben tener ciertas precauciones debido a que el BGE de acetato no
es una solucion amortiguadora a estos valores de pH. Por lo tanto, el BGE fue renovado después de

cada analisis para evitar cambios en el pH de separacion.
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Una vez seleccionado el BGE, se optimizo la deteccion por MS estudiando las condiciones del
liquido auxiliar. Se emplearon distintos caudales (de 1 a 5 pL/min), distintos modificadores
organicos en diferentes proporciones, como pueden ser isopropanol y metanol (desde 60% a 100%
v/v), empleando distintos aditivos acidos (acido acético y formico) a distintas concentraciones (desde
0.05 a 1% v/v). La mejor sensibilidad y estabilidad de sefial en ESI+ fue obtenida para un liquido
auxiliar compuesto por una mezcla 60:40 v/v isopropanol : agua y 0.05% v/v de acido férmico a un

caudal de 3 pL/min.

En la figura 4.1-a se puede observar el electroferograma de iones totales (TIE) de una mezcla de
patrones a una concentracion de 1 pg/mL de cada alcaloide. A diferencia de la separacion efectuada
en CE-UV, en donde todos los analitos se separan completamente a este valor de pH, aqui quedan sin
resolverse completamente los picos 3 y 4 correspondientes a la harmina y el harmol (la resolucion
aproximada es de Ry= 0.5). Esto es probablemente debido al efecto de aspiracion que produce el gas
nebulizador que se utiliza para asistir la formacién del espray, que induce un flujo laminar positivo
hacia la salida del capilar que acorta los tiempos de andlisis y disminuye la eficiencia de la
separacion. Los electroferogramas de iones extraidos (EIE) para cada alcaloide se muestran en la
figura 4.1-b, muestran que los diferentes compuestos pueden separarse exitosamente segun las

relaciones m/z de los iones moleculares detectados en cada caso.

En base a las condiciones optimizadas, el método fue sujeto a una validacién, primeramente
realizando una calibracion externa con patrones, seguido de ensayos de repetitividad y de
reproducibilidad. Las figuras de mérito se encuentran resumidos en la tabla 4.1. De acuerdo con sus
similitudes estructurales, los harmanos arrojaron intervalos de linealidad, LODs y LOQs similares
entre si. Respecto a los LODs obtenidos, se encontraban entre 5.9 ng/mL (harmol) y 1.2 ng/mL
(harmina, harmano y norharmano). No se han encontrado publicaciones reportando los LOD para
alcaloides de esta familia de B-carbolinas utilizando CE-MS, ya que los trabajos se suelen centrar en
el desarrollo de metodologias analiticas de tipo cualitativo [192,202-204,230]. Sin embargo, estos
valores son similares a los obtenidos para otros alcaloides por CE-MS, como por ejemplo la
estricnina (0.12 pg/mL), la brucina (0.13 ug/mL) [233], la hiosciamina (1 pg/mL) y la scopolamina
(0.1 pg/mL) [234]. Varios autores también han reportado que normalmente los LOD que se obtienen
por CE-MS para este tipo de alcaloides son normalmente diez veces menores a los obtenidos por CE-

UV (alrededor de 1 pg/mL) [233,235,236].
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a) Electroferograma de iones totales (EIE) b) Electroferogramas de iones extraidos
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Figura 4.1. a) Electroferogramas de iones totales (TIE) de una mezcla estandar de los alcaloides a una
concentracion de 1 ug/mL. b) Electroferogramas de iones extraidos (EIE) de los iones moleculares
correspondientes a cada alcaloide. 1) harmalina, 2) harmalol, 3) harmina, 4) harmol, 5) harmano y 6)
norharmano. Voltaje de separacion +20kV. L;:60.0 cm. Instrumento: HP*PCE acoplado a Agilent MSD Trap.

En nuestro caso, tenemos mejoras de entre 10 y 100 veces dependiendo del instrumento respecto al
método CE-UV. De todos modos, los mismos siguen siendo sensiblemente mayores que los
obtenidos para algunos alcaloides por HPLC con deteccidon por fluorescencia y por MS, entre ellos
podemos destacar a los publicados para la harmina, harmalina, harmol y harmalol de 0.3 ng/mL para
harmina y de 0.5 ng/mL para el resto [188,190]. Los LODs elevados es una de las principales
desventajas de las técnicas microseparativas como la CE debido a las pequefias cantidades de
muestra empleadas. Las principales ventajas en este caso en concreto respecto a HPLC son la
reduccion a la mitad de los tiempos de andlisis y el ahorro de solventes y reactivos, debido a su
bajisimo consumo. Ademds, es importante destacar que la repetitividad y la reproducibilidad
alcanzada es similar a aquellas obtenidas por otros autores para el analisis de B-carbolinas por HPLC
[190]. Las repetitividades expresadas en %RSD tanto para areas de pico como para tiempos de
migracion fueron buenas y rondaron entre el 2.5 % y el 10 % para areas de pico y entre 0.9 % y 1.3
% para tiempos de migracion, los cuales son valores tipicos para determinaciones por CE-MS
[20,237,238]. Ademas, los valores de reproducibilidad también fueron satisfactorios con %RSD

entre 9.1 % y 12 % para areas de pico, mientras que para tiempos de migracidon se encontraron entre
2.9 % y4.5 %.
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Compuesto

Harmalina
Harmalol
Harmina

Harmol
Harmano

Norharmano

Compuesto

Harmalina
Harmalol
Harmina

Harmol
Harmano

Norharmano

Calibracion externa

LOD LOQ
Y=a+bx (r >0.99) (ng/mb) (ng/ml)

2.5
1.8
1.2
5.9
1.2
1.2

8.0
6.0
4.0
20
4.0
4.0

Adicion de estandar

Linealidad
Intervalo
(ng/ml)
0.008-10  3.4x10 x - 2.8x10"
0.006-10  6.0x10 x - 1.8x10°
0.004-10  52x10'x + 1.5x10"
0.020-10  5.4x10'x - 1.2x10’
0.004-10  5.4x10'x +4.2x10°
0.004-10  5.8x10 x - 3.3x10°
Linealidad
Intervalo 2
(ug/ml) Y=a+bx (r >0.99
0.014-16  3.4x10'x - 2.8x10"
0.013-16 | 5.2x10% - 1.2x10°
0.007-16  7.9.x10x +7.9x10°
0.033-16  4.9x10x - 1.2x10°
0.006-16  8.7x10x + 2.8x10"
0.005-16  1.3x10'x - 5.3x10"

LOD LOQ
) (ng/ml) (ng/ml)

5.1
4.0
23
10.0
1.8
1.5

14.1
13.0
7.0

333
6.0

5.0

Repetitividad Reproducibilidad

% RSD

(n=10)
t, Area
1.3 10
1.1 7.3
1.1 2.5
0.9 6.4
1.0 8.9
1.0 9.9

% RSD

(n=10, 3 dias)
t, Area
3.1 12
2.9 10
3.2 9.7
3.6 9.1
3.8 9.9
4.5 12

Repetitividad Reproducibilidad

% RSD
(n=10)
t, Area
1.2 12
1.1 10
1.0 93
0.8 9.1
1.1 9.1
1.0 6.7

RSD%
(n=10, 3 dias)
t, Area

34 12
2.5 11
2.6 12
3.35 10
3.2 10
33 8.1

Tabla 4.1. Parametros de calidad analitica obtenidos para la calibracion externa y para la calibracion por el
método de adicion de estandar, ademas de repetitividad (n=10) y reproducibilidad (n=10) para tres dias distintos

y empleando capilares nuevos, a una concentracion de 1pg/ml, para los seis alcaloides estudiados.
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4.2.2. Optimizacion del pretratamiento de muestra

Para poder determinar los alcaloides B-carbolinicos en las muestras de Undaria pinnatifida se
optimiz6 un pretratamiento de muestra adecuado. Es conocido que los alcaloides son compuestos
basicos que pueden ser facilmente extraidos en medio acido y con solventes polares bajo su forma
protonada, o bien en medio altamente basico con solventes no polares bajo su forma neutra
[185,239]. En este caso, dos de los alcaloides, mas precisamente harmol y harmalol, poseen un grupo
hidroxilo que a pH basico se encontraria ionizado y no podrian extraerse eficientemente empleando
solventes no polares. Por este motivo, se eligio la extraccion en medio acido con solventes polares

como método de extraccion.

Después de la extraccion, dada la complejidad de la matriz, antes del analisis por CE-MS fue
también necesario eliminar los compuestos de elevado peso molecular utilizando filtraciéon por
centrifugacion con filtros de corte por peso molecular de 3KDa. El motivo principal radica en la
eliminacion de los interferentes, pero también prevenir la falta de reproducibilidad debido a la
adsorcion de estos componentes de la matriz en las paredes internas del capilar de silice fundida. Su
presencia producira variaciones en el EOF e inestabilidades en el espray que generaran variabilidad

en la senal, y pérdidas del contacto eléctrico [226].

En primera instancia se evaluaron las recuperaciones en la etapa de filtracion por centrifugacion
utilizando soluciones estandar, las cuales arrojaron valores en torno al 100% para todos los
alcaloides estudiados. Los factores de recuperacion para la filtracion fueron evaluados como un paso
independiente del pretratamiento y la metodologia utilizada para probar la validez de su uso consistio
en la comparacion de las 4reas de los picos obtenidos por CE-MS para una muestra estandar de los
seis alcaloides a una concentracion intermedia de 1 pg/mL con y sin ultrafiltracion. Ademas también
se realizaron las pruebas pertinentes para comprobar las diferencias entre filtros pasivados y sin
pasivar. Una mayor discusion del efecto de la pasivacion puede ser encontrada en el trabajo de Pont
et al. [226]. Los factores de recuperacion obtenidos en el proceso de filtrado empleando filtros

pasivados también fueron excelentes.

Una vez corroborada la eficiencia en este paso se estudiaron otras variables que podian afectar la
extraccion de los alcaloides directamente desde las muestras de algas, entre ellas la temperatura de
extraccion, el tiempo de incubacion, el tipo de acido y su concentracion, el tipo de solvente orgédnico

polar, y su proporcién en la mezcla con agua.
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La temperatura de extraccion fue evaluada entre 50°C y 90°C, los mejores resultados, en término de
recuperaciones de los alcaloides fueron obtenidos a 80°C. En cuanto a la naturaleza del solvente
organico, se probaron etanol y metanol el cual el Ultimo dio resultados superiores. Una vez
seleccionado el metanol como solvente se procedi6 a optimizar su composicion entre 40 y 70% v/v.
Si bien los valores no fueron muy distintos entre si, se observo una leve mejora en las recuperaciones

para la composicion de metanol 50% v/v.

Para mejorar la extraccion se evaluaron diferentes tipos de acido, entre los que podemos nombrar
acido formico, acido acético y acido clorhidrico a concentraciones 1 M, 3 M y 10 M para los dos
acidos débiles y IM y 3.5 M para el acido fuerte. En la figura 4.2 se puede observar las

recuperaciones para los seis alcaloides para tres concentraciones distintas del acido acético.

10M
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0 20 40 60 Recup. (%)30 100

Figura 4.2. Representa las recuperaciones porcentuales a distintas concentraciones de acido acético para los seis
alcaloides de estudio.

Como se puede observar, las recuperaciones resultaron bajas para todos las concentraciones del acido
que, si bien variaron entre 1 y 10 M, la acidez de la extracciéon no cambiaba sustancialmente (1.9-

2.4) y por ende no se observan grandes diferencias entre las condiciones experimentales.
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A continuacion, se procedidé a realizar el mismo procedimiento de optimizacion para el acido

formico. Los resultados se pueden observar en la figura 4.3.
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Figura 4.3. Representa las recuperaciones porcentuales a distintas concentraciones de acido férmico para los
seis alcaloides de estudio.

Las recuperaciones son en general mejores respecto a las obtenidas con acido acético, lo cual puede
asociarse a que el valor de pKa del acido formico (3.74) es mas bajo que el del 4cido acético (4.75),
o sea que el pH de las distintas soluciones a las mismas concentraciones era mas bajo (1.3-1.9).
Ademas, aqui si se puede observar que al incrementarse la concentracion de acido en el extractante
se produce un leve aumento en las recuperaciones. Esto es mas notable en el caso de harmalol,
harmina, harmol y harmalina, mientras que para harmano y norharmano aunque muestran una

tendencia creciente, la misma no resulta tan evidente.
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El altimo 4cido utilizado fue el 4cido clorhidrico, el cual arrojo claramente los mejores resultados. Se

evaluaron a dos concentraciones distintas y los resultados se muestran en la figura 4.4.

Acido Clorhidrico
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0 20 40 60 80Recup (%)100 120

Figura 4.4. Representa las recuperaciones porcentuales a distintas concentraciones de acido clorhidrico para los
seis analitos de estudio.

En este caso y en consonancia con la tendencia marcada en los estudios con los dos acidos anteriores,
se observa que cuanto mas acido es el medio, mejores son las recuperaciones, por ello los mejores
resultados se tienen con el HCI més concentrado. Con la mayor de las concentraciones evaluadas
(3.5 M) las recuperaciones ya rondan el 95% para todos los analitos, lo cual ya resulta satisfactorio.
Para evitar hidrolisis de componentes en la matriz, evitar acidez extrema en la muestra a inyectar, y
por cuestiones de seguridad se optd por no aumentar mas la concentracion de HCl. Cabe mencionar
que, a pesar de que el HCI genera mayores rendimientos, luego, durante el andlisis se obtuvieron
corrientes mucho mas homogéneas al analizar los extractos de acido acético y acido férmico. Con los
extractos de HCI los perfiles de corriente eran perfectamente reproducibles pero, los mismos decaian

y volvian a aumentar durante el andlisis hasta estabilizar generando un perfil de corriente parabdlico.
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Una vez que se obtuvieron las condiciones Optimas para la mezcla de extraccion (metanol 50% v/v
HCI 3.5 M, 80°C), se procedid a evaluar, como ultima etapa los tiempos de contacto. Para ello se
obtuvieron las recuperaciones para tiempos de contacto entre 40 minutos y 24 horas. En la figura 4.5

se pueden apreciar las diferencias en las recuperaciones para los compuestos estudiados a distintos

tiempos.
D1 harmaling @2 harmalol B3 harmina ®4harmol B35 harmane  Oé6.norharmano
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Figura 4.5. Recuperaciones porcentuales a distintos tiempos de contacto para los seis analitos estudiados.
Condiciones de extraccion: metanol:agua 50% v/v, HCI 3.5 M, 80°C. La desviacion estdndar entre replicados
para cada compuesto se ha indicado con barras verticales.

Como se puede ver en la figura, a medida que aumenta el tiempo de contacto las recuperaciones
tienden a incrementarse alcanzando un maximo (95-100%) para todos los alcaloides a las 6 horas.
Para 40 minutos los valores de recuperacion obtenidos son los mas bajos, siendo para el caso del
harmol de alrededor de un 40%, para harmina un 60%, para harmalina y harmalol rondan en un
valor promedio del 80 %, y Unicamente para los casos del harmano y norharmano (>100%) no
presentan practicamente modificaciones frente al resto de los tiempos de contacto. Luego de las seis
horas, especificamente para 12 y 24 horas, las recuperaciones decaen significativamente en todos los

casos. Ademads, como se puede ver en la figura 4.5, un tiempo de contacto de 6 horas, aparte de
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proveer una muy buena recuperacion también posee muy buena repetitividad de acuerdo a los
pequefios valores de la desviacion estandar, que se evidencian con las barras de error ubicadas en la

parte superior para cada compuesto en cada una de las condiciones.

4.2.3. Analisis de B-carbolinas en muestras de Undaria pinnatifida

Para la determinacién de los alcaloides en Undaria pinnatifida por CE-MS se siguieron una serie de
pasos para la identificacién de los compuestos a cuantificar. A modo de ejemplo en la siguiente
figura se muestra el caso del harmalol, el cual fue detectado y cuantificado en las muestras (figura

4.6).
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Figura 4.6. EIE del harmalol (201.0 m/z) para: i) soluciéon patrén de los 6 alcaloides en agua a una
concentracion de 0.1 pg/mL, ii) extracto de wakame (Undaria pinnatifida) fortificado con mezcla estandar
de concentracion 0.1 pg/mL y iii) extracto de Undaria pinnatifida. b) espectro de masas del pico y, ¢)
espectro MS-MS del i6n molecular del alcaloide, ambos extraidos del extracto de Undaria pinnatifida sin
fortificar. Las transiciones MS-MS para todos los alcaloides son (en m/z): (1) harmalina 215.1>173.9, (2)
harmalol 201.0>184.1, (3) harmina 213.2>198.0, (4) harmol 199.1>171.0, (5) harmano 183.2>167.1, (6)
norharmane 169.1>N/D.

En la figura 4.6-a se pueden observar los electroferogramas de i6n extraido (EIE) del harmalol
(figura 4.6-a)), el cual corresponde a una relacion m/z de 201.0, analizando 1) una solucion estandar
una concentracion de 0.1 pg/mL de cada uno, donde se puede facilmente ver que no hay ningln tipo
de interferencias debido a que la masa que muestra el EIE es la especifica del harmalol. En segundo
lugar, figura 4.6-a- ii), se puede observar el extracto de Undaria pinnatifida fortificado a una

concentracion final de 0.1 pg/mL de cada uno vy, finalmente, en la figura 4.6-a-ii1) se observa
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simplemente el extracto de Undaria pinnatifida sin fortificar. Relacionando los tiempos de migracion
y las alturas de los picos electroforéticos de estos tres electroferogramas se puede deducir la
presencia de harmalol en la muestra. Para confirmar la identidad del harmalol basta con examinar los
espectros de MS y MS-MS del pico senalado con el nimero 2 (figuras 4.6.b) y c)). Estos espectros
muestran tanto el ion molecular del harmalol como su fragmentacion MS-MS caracteristica,
apareciendo un i6n fragmento con m/z 184.1. Este analisis confirma la identidad del pico sefialado y,

por ende, la certeza de su presencia en la muestra de alga, antes de su cuantificacion.

Para poder cuantificar los alcaloides en las muestras de algas, ademas de la calibracion externa se
realiz6 una calibracion por el método de adicion de estdndar para, de esta forma, estudiar la
existencia de efecto de matriz. Por otra parte, también se realizaron ensayos de repetitividad y de
reproducibilidad, los cuales fueron caracterizados por sus desviaciones estandares. En el primer caso
se realizaron diez replicados, mientras que en el segundo se realizaron diez replicados para tres dias
diferentes utilizando capilares nuevos. Los resultados para los seis analitos se muestran en la tabla
4.1. Se puede observar que los LODs y LOQs obtenidos fueron alrededor de dos veces mayores a los
obtenidos con los patrones realizando la calibracién externa. También se observan diferencias en la
sensibilidad de los métodos (pendiente de la recta). Estas ultimas, a fin de encontrar la presencia de
efecto de matriz para los analitos, se sometieron a una comparacion estadistica mediante el test de
comparacion de medias con un grado de significancia de 95%. Este test arroj6 diferencias
significativas entre las pendientes de las dos rectas de calibrado para los seis analitos. Se observaron
depresiones de la sefial analitica debido a la matriz para todos los analitos, con valores relativos de -
150%, -90%, -55%, -51%, -28% y -6% para harmalina, harmalol, harmina, harmol, harmano y
norharmano, respectivamente. Con respecto a las repetitividades y reproducibilidades en las areas de
pico y los tiempos de migracion, las %RSD obtenidos para las areas de pico en un dia (repetibilidad
intra-dia) variaron en un intervalo de entre 6.7 % y 12 %, mientras que la repetitividad inter-dia
como medida de la reproducibilidad vari6 entre 8.1 % y 12 % en término de areas de pico. Para el
caso de los tiempos de migracion, la %RSD intra-dia vario entre 0.8 % y 1.2 %, mientras que inter-
dia se obtienen valores entre 2.5 % y 3.4 % (ver Tabla 4.1). Si bien, tal como lo mencionamos
anteriormente, existe un efecto de matriz, este no interfirié en la reproducibilidad de las medidas lo
cual se puede constatar comparando los valores mencionados con los obtenidos para las rectas de

calibrado externas con estandares (ver Tabla4.1).

La cuantificacién de los seis harmanos en las muestras de Undaria pinnatifida de tres productores
distintos, dos de la zona de Galicia (Espafia) (1-2) y uno de la zona de Bretafia (Francia) (3), fue
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realizada con la recta de calibracion por adicion estandar, teniendo en cuenta los efectos de matriz.
Como resultado se pudieron detectar y cuantificar tres de los seis alcaloides en las muestras de algas,
estos son el harmalol, la harmalina y la harmina. Solamente el harmalol fue encontrado en niveles
similares en las tres muestras de los distintos productores (Cpromedio (5.d.): 24 (2), 24 (1) and 22 (1)
ug/kg de alga seca). En cambio, la harmalina (17 (1) pg/kg alga seca) y la harmina (7 (1) ug/kg alga
seca), solo fueron detectadas en las distintas muestras de la costa de Galicia. Las concentraciones
determinadas coinciden con la imposibilidad de detectar los harmanos por medio de CE-UV, al

encontrarse por debajo de los LODs de esta técnica.

Los resultados sefialan diferencias entre los contenidos de estos alcaloides en las muestras. Ademas,
es conocido que harmol y harmalol son los metabolitos principales de la harmina, harmalina y
harmano [188,199,200]. De todas formas, las concentraciones de harmalol, harmalina y harmina
encontrada en wakame distan enormemente de aquellas encontradas en las semillas de Peganum
harmala (ruda de Siria) (0.6 harmalol % m/m, 0.003 harmol % m/m, 5.6 % m/m harmalina y 4.3%
m/m harmina) [185] o en ¢l te de Ayahuasca (0.06 mg/mL para harmalina y 0.90 mg/mL para
harmina) [188]. Debido a esto, y sumado a que los fabricantes recomiendan una ingesta diaria
maxima de algas de alrededor de 1-2 g (debido a otros componentes bioactivos o contaminantes
como ioduro, metales pesados, arsénico, etc.), el contenido de estos alcaloides en wakame resulta

inofensivo para adultos.

Estas concentraciones encontradas en algas son menores que las medioambientales y las relacionadas
con la exposicion ocasionada por consumir cigarrillos o tomar café pero, por otro lado, las mismas
son mayores a las generadas por exceso de coccion de carnes y otros alimentos. Concretamente, se
puede encontrar valores de hasta 9.34 y 1.41 pg/g para harmano y norharmano, en plantas y café
instantdneo, respectivamente, o hasta 9 y 3 png/g, para cigarrillos también para harmano y
norharmano [191,195]. En extracto de carnes, las concentraciones solamente alcanzaron valores de
unos pocos cientos de ng/g [191]. Sin embargo, hasta el momento no se han definido niveles seguros
de exposicion para estos alcaloides pero la ingesta maxima diaria de harmano y norhamano ha sido

estimada en 4 y 1 ug/kg de masa corporal, respectivamente [194].
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4.3. Conclusiones parciales

e Se ha compatibilizado la metodologia optimizada para CE-UV con la deteccion por MS,
empleando el uso de BGE volatiles y optimizando todas las condiciones de separaciéon y
deteccion con el fin de obtener la mejor separacion sensibilidad y reproducibilidad.

¢ Se han analizado tanto los espectros de MS, como los espectros de MS-MS en soluciones
estandar de alcaloides para estudiar sus fragmentaciones caracteristicas y de esta forma
realizar una identificacion en muestras reales mucho mas confiable.

¢ El método de CE-MS optimizado fue validado obteniendo las cifras analiticas de mérito mas
importantes, ademas, se compararon las pendientes de la recta de calibracion externa con las
pendientes de la recta realizada por el método de adicién de estandar evidenciando la
presencia de efectos de matriz para todos los compuestos a determinar.

e Se optimizo el pretratamiento de muestra para la extraccion de estos alcaloides en el alga
Undaria pinnatifida. Se evaluaron las recuperaciones individualmente en todos los pasos y en
el proceso completo, alcanzando recuperaciones mayores al 95% en todos los casos bajo las
condiciones Optimas.

e Se detectaron, identificaron y cuantificaron el harmalol, (Cpromedio (s.d.): 24 (2), 24 (1) y 22 (1)
ng/kg de alga seca), la harmalina (17 (1) pg/kg alga seca) y la harmina (7 (1) pg/kg alga
seca) en muestras de tres productores distintos de Undaria pinnatifida. Las concentraciones
determinadas coinciden con la imposibilidad de detectar los harmanos por medio de CE-UV
en las algas, ya que se encuentran a por debajo de los LODs del método establecido
anteriormente en este trabajo de tesis.
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5. SPE-CE PARA LA PRECONCENTRACION DE PEPTIDOS Y p-CARBOLINAS
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Dentro de lo comprendido en este capitulo, se estudiara la SPE-CE tanto para la preconcentracion de
péptidos opidceos como para alcaloides B-carbolinicos. En el caso de los péptidos, se evaluara y
optimizara la preconcentracion en linea utilizando deteccion UV (SPE-CE-UV), la cual se aplicara a
muestras de plasma humano. Para el caso de los alcaloides B-carbolinicos, se hara lo mismo tanto
para detectores UV como de MS (SPE-CE-UV y SPE-CE-MS). Una vez obtenidas las condiciones
Optimas en patrones, el método se validara para finalmente aplicarlo a muestras de Undaria

pinnatifida.

5.1. Procedimientos

Todos los experimentos de CE-UV y CE-MS se llevan a cabo mediante un instrumento de CE

Agilent HP’PCE y un espectrometro de masa Agilent 6220 0aTOF.

5.1.1. Separacion de péptidos por CE-UV

Para la separacion de los péptidos opidceos se utiliza un capilar de silice fundida de 58.5 cm de L
, 50 cm de Ly, 75 pm id y 365 um od. Los capilares se activaron por primera vez mediante lavados
sucesivos a 930 mbar con NaOH 1M (20 min) y BGE (30 min). El BGE optimizado en trabajos
previos del grupo de investigacion estaba formado por una mezcla de acido acético S0mM y 4cido
férmico 50mM ajustado a un pH de 3.5 con amoniaco [58]. Entre anélisis el capilar se lavaba a 930
mbar con NaOH 0.1M (2 min), agua (4 min) y BGE (4 min). La inyeccion fue realizada de forma
hidrodindmica a 30 mbar por 5 segundos. La separacion se llevo a cabo mediante la aplicacion de 25
kV (polaridad normal) y la longitud de onda de deteccion fue de 214 nm. Ademas, debido a que estos
compuestos fueron analizados a elevadas temperaturas, se les realizaron pruebas de estabilidad
térmica analizando, mediante CE-UV, muestras patron de los mismos a una concentracion de 10

pg/mL antes y después de someterlos a una temperatura de 95°C durante 1 hora.

5.1.2. Pretratamiento de plasma humano para el analisis de péptidos

Se descongelaron diferentes alicuotas de plasma a temperatura ambiente. El plasma descongelado,
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fue pretratado para eliminar las sales y los compuestos de elevado peso molecular (ej. proteinas)
antes de ser analizados por CE-UV o SPE-CE-UV. Este pretratamiento consiste en una precipitacion
con acetronitrilo seguida de una filtracion por centrifugacion. En el paso de precipitacion con
acetonitrilo, las condiciones Optimas fueron establecidas en trabajos previos de nuestro grupo de
investigacion [226]. Las cuales constaron de una adicién de 1200 pL de acetonitrilo frio a 200 uL de
muestra de plasma. La mezcla fue homogeneizada en un vortex por 30 s y luego se dejo reposar por
1h a una temperatura de -20°C. Luego de retirarla, se someti6 a una centrifugacion a 3000 rpm por 8
min. El so6lido remanente se lavo con 100 pL de acetonitrilo y se recogid el sobrenadante, seguido de
una nueva centrifugacion, pero esta vez, a 4000 rpm por 8 min. El sobrenadante se agreg6 al anterior.
Finalmente, la punta de la micropipeta se enjuagé con 100 pL de acetonitrilo y este volumen se
combind con los anteriores con el fin de perder la menor cantidad posible de péptidos.
Posteriormente, la solucion se evapord hasta sequedad a temperatura ambiente bajo corriente de aire,
y el residuo sélido se reconstituyd con un volumen de 100 pL de agua. Esta solucidén se sometio a
una filtracion por centrifugacion a temperatura ambiente utilizando filtros de corte por peso
molecular de 3 kDa a una velocidad de 12000 rpm por 10 minutos. Para ello, anteriormente, los
filtros debieron ser lavados con agua Milli-Q por 15 min cuyo filtrado fue descartado. A
continuacion la muestra se centrifugd como se mencion6 anteriormente, se recolecto el filtrado y se
lavo tres veces el residuo con 50 pL de agua por 10 min a 12000 rpm. De nuevo, todos los filtrados
se combinaron en una solucidon Unica y se ajustd con agua a un volumen final de 200 pL. Las
recuperaciones de cada péptido fueron estimadas por comparacion entre las areas de los picos
obtenidos por CE-UV para el andlisis de muestras de plasma fortificado a una concentracion final de
10 pg/mL antes y después de todo el pretratamiento.

Los filtros de corte por peso molecular fueron pasivados previamente con PEG 5% v/v para obtener
las mejores recuperaciones [226]. El procedimiento consistid en agregar un volumen de 500 pL de la
solucioén dentro del filtro, tapar y dejar reposar a temperatura ambiente durante 24 h. Luego, se
destapa y se enjuaga mediante sucesivos lavados con agua del grifo seguido por agua destilada. Se
afiade agua Milli Q y se centrifuga por 30 min a 12000 rpm. El resto de agua remanente dentro del

filtro se elimina disponiendo los depositos de forma invertida y centrifugando por 2 min a 2000 rpm.

5.1.3. Construccion de microcartuchos de extraccion

El disefio del microcartucho de extraccion acorde al tipo de deteccion (UV o MS) sélo difiere en que

al primero debe hacérsele una ventana para la deteccion a una longitud caracteristica de la salida del
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capilar mientras que | para el segundo tipo la salida se conecta a la entrada del espectrometro de
masas. Para llevar a cabo la construccion se debe cortar un capilar de silice fundida de unos 57.5 cm
de Ly, 75 um de id y 360 um de od. Previamente el capilar se activa utilizando la misma secuencia
de lavados anteriormente mencionados en el capitulo anterior. Una vez realizado este proceso, el
capilar se corta en dos partes, una de 7.5 cm y otra de 48 cm. Entre ellas se inserta el microcartucho.
Vale la pena resaltar que todo el proceso de fabricacion se monitoriza bajo una lupa binocular

(100x).
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Fig. 5.1. Esquema de la construccion de un microcartucho preconcentrador de SPE-CE-UV (o SPE-CE-
MS). a) cuerpo del microcartucho y frita del cartucho original de SPE, b) y c¢) empalme del
microcartucho y llenado mediante la aplicacion de vacio, d) colocacion de la frita de salida y
finalmente, €) empalme del microcartucho con el capilar de separacion [46].

En la primer parte de la preparacion (fig 5.1-a), se debe cortar una pequefia pieza de capilar (7mm x
250pum id x 360 m od) en el cual debe insertarse una frita polimérica de aproximadamente 0.1 cm de
largo, las mismas se obtienen de un cartucho original de SPE. En esta tesis doctoral se emplearon
cartuchos Sep-Pak® C-18 (Waters) Una vez insertada, el cuerpo del microcartucho debe ser

acoplado al capilar de 7.5 cm de largo mediante el uso de un tubo de Tygon® de aproximadamente
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unos 0.5 cm de largo (250 um id x 610 mm od).

Una vez realizada la conexion, se puede rellenar el microcartucho con las particulas de sorbente
obtenidas del cartucho de SPE original de forma féacil mediante la aplicacion vacio en el extremo de
entrada del capilar (fig. 5.1-b-c). Al momento en el que la pieza se encuentra casi completamente
llena se detiene la aplicacion de vacio y se le coloca una segunda frita de polietileno en la salida del
mismo (0.1 cm) (fig. 5.1-c-d). A continuacion se acopla el otro tramo de capilar de 48 cm utilizando
nuevamente un tubo de Tygon® como conector (fig. 5.1-e). Esta parte del capilar es la parte en la
cual ocurrira la separacion de los analitos retenidos. Como las juntas ajustan de manera muy precisa,
no es necesario el uso de adhesivos, lo cual permite reemplazar el microcartucho una vez que este se
haya deteriorado y reemplazarlo por uno nuevo sin desechar los dos extremos de capilar. Las
conexiones entre capilar y microcartucho deben tener un corte limpio y homogéneo para no generar
volumenes muertos que provoquen perdidas en la eficiencia de la separacion y propicien fugas o
cortes de corriente. La posicion del microcartucho a 7.5 cm de la entrada del capilar de separacion
fue seleccionada con el fin de poder adaptarlo al cassette comercial, del instrumento HP*°CE. Esta
disposicion puede ser apreciada en el la figura 5.2, donde se muestra el caso en el que la deteccion es
por MS. Debido a que este equipo de CE tiene termostatizacion por conveccion forzada de aire, el
microcartucho no deberia sufrir ninglin tipo fuga de corriente ni desgaste. Al contrario, en equipos
que utilizan termostatizacion por conveccion forzada de liquidos, es recomendable agregar un
recubrimiento a los microcartuchos para evitar este tipo de inconvenientes.

El capilar de SPE-CE se debe probar antes de insertarlo en el cassette haciendo fluir agua a través de
¢l y verificando, de esta forma, si existe alguna restriccion al flujo que pueda generar caidas de

presion demasiado grandes o bien la imposibilidad de establecer una corriente eléctrica separacion.
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Fig. 5.2. Esquema que describe la disposicion del capilar de SPE-CE-MS dentro del cassette
comercial del instrumento HP*°CE. Para SPE-CE-UV, la disposicién es similar solo que al capilar
se le debe crear una ventana de deteccion la cual debe pasar por el alineador metalico que pasa por
la ventana de UV ubicada en la parte izquierda del cassette.

5.1.4. Metodologia general de SPE-CE

Una vez construido el capilar de SPE-CE y colocado dentro del cassette del instrumento, los pasos a
seguir para realizar con éxito el proceso de preconcentracion y clean-up en linea, los cuales se
realizaran automaticamente, van desde el acondicionamiento del sorbente hasta la separacion y
deteccion de los mismos (fig.5.3).

La primera etapa, tal como sucede con los cartuchos convencionales de SPE, consiste en el
acondicionamiento y el equilibrado del sorbente. Esto se hace lavandolo con diversos solventes, cuya
naturaleza dependera fuertemente del sorbente. Asi, pueden variar desde el diclorometano para el
caso de carbon activado, al metanol para el caso de fases estacionarias de silice recubiertas de

compuestos hidrocarbonados (C;s, Cs, C,).
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Fig. 5.3. Metodologia general para la preconcentracion, elucion, separacion y
deteccion en linea de compuestos por SPE-CE.

Una vez acondicionado el preconcentrador, el paso siguiente es la introducciéon de muestra. Esta
etapa se suele realizar hidrodindmicamente, aunque algunos autores prefieren la introduccién
electrocinética [240]. La introduccion hidrodinamica suele dar mejores resultados a presiones
elevadas (930 mbar) porque se favorece el acceso de la muestra a toda la superficie activa del
sorbente, que suele ser porosa. La otra variable a optimizar es el tiempo, como veremos a lo largo de
este capitulo. Normalmente los voliumenes de introduccion rondan entre los 60 y 100 pL de muestra,
lo que equivale a unos 10 minutos a 930 mbar en un capilar de las dimensiones empleadas en esta
tesis.

Al finalizar la etapa de introduccion de muestra, se debe realizar un lavado del microcartucho (clean-
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up) para desorber impurezas y sustancias poco retenidas que luego interferiran en la separacion y
deteccion de los compuestos de interés. Esta etapa se suele realizar también a alta presion y puede ser
optimizada variando los tiempos de lavado y la naturaleza de la solucion de lavado, por ejemplo,
lavando con mezclas de solventes de cada vez mayor fuerza eluotropica. Esto deberia permitir
eliminar la mayor cantidad de interferentes sin desorber los deseados. A veces el compromiso entre
ambos objetivos no es sencillo. Ademas, se ha de tener en cuenta que el ultimo lavado de esta etapa
se ha de hacer con el BGE para llenar el capilar antes de la elucion y la separacion. En esta instancia
ya se debe optimizar la naturaleza, pH, fuerza i6nica y los aditivos del BGE. A continuacion se debe
inyectar un pequefio volumen de eluyente, que constard de un solvente o mezcla de ellos, con una
gran fuerza eluotrdpica tal que sea suficiente como para desorber los analitos de interés. El tamafo
de esta inyeccion debe ser estudiado, pero los valores normales se encuentran entre los 10 y 50 nL
(aproximadamente 1000 veces menor a los volimenes de muestra inyectados). Inmediatamente se
aplica un voltaje de separacion entre los extremos del capilar, el eluyente viaja a la velocidad del
EOF vy eluye el contenido del cartucho cuyos componentes comienzan a separarse a lo largo del
capilar. En esta instancia se debe tener en cuenta de nuevo el BGE junto con el voltaje optimo de
separacion y las condiciones de deteccion. Después de cada inyeccion se puede lavar con otros

solventes para prevenir la contaminacion cruzada (carry-over) entre andlisis.

Metodologia de SPE-CE-UV y SPE-CE-MS para alcaloides

Previo al armado del microcartucho y antes de cortarlo, el capilar fue activado en el instrumento de
CE haciendo pasar NaOH 1M (15 min) y agua (15 min). Las dimensiones del capilar de SPE-CE-UV
incluyendo el preconcentrador fueron de 57,5 cm L, 50,0 cm Ly y 75um de id. Todos los lavados e
introduccién de muestra se realizaron a 930 mbar. El capilar de SPE-CE-UV fue acondicionado por
sucesivos lavados con MeOH (2 min), H,O (2 min) y BGE (4 min). Seguido a esto, se introdujo la
muestra durante 10 minutos. La etapa del clean-up o lavado fue efectuada con BGE durante 1
minuto. Los analitos retenidos en el microcartucho fueron eluidos mediante la inyeccion
hidrodinamica de una solucién 60:40 v/v metanol/H,O con 50mM de HAc y 50mM de HFor a una
presion de 50 mbar por 30 segundos. La separacion se realizd con polaridad normal a 20 kV con un
BGE de acetato de amonio 10% metanol v/v pH 7.8, I= 20 mM, a una temperatura de 25 °C. Luego
del analisis el sistema fue lavado con H,O (2 min) y MeCN (2 min), con el fin de evitar que hubiera

quedado retenido algiin compuesto en el microcartucho y de esta forma evitar contaminacion cruzada
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en los subsiguientes analisis. En este caso en particular, no se requirid la regeneracion del capilar de
separacion con NaOH 0.1M ya que en ningun momento se evidencio perdida en la reproducibilidad
tanto en las dreas como en los tiempos de migracion observados. En caso de ser necesario, deberia
regenerarse el capilar desmontando el microcartucho para evitar que el sorbente de C18 entre en
contacto con soluciones de pH extremo y pierda su capacidad retentiva.

Cuando el capilar SPE-CE-UV no estaba en uso, se almacenaron rellenos con MeCN. La deteccion
se realizd a 200 y 254 nm simultdneamente para obtener informacion de los alcaloides (254 nm) y
del marcador de EOF (200 nm), que en este caso era el metanol.

En el caso de SPE-CE-MS, el BGE usado fue de nuevo acetato de amonio pH 7.8, fuerza ionica de
20 mM, y 10% v/v de metanol. Las condiciones fueron idénticas a las empleadas en SPE-CE-UV.
Respecto a las condiciones especificas relacionadas con la deteccion en linea por MS. En este caso
concreto se empleo el espectrometro de masa de TOF y fueron las siguientes: fragmentador 217 V, el
skimmer 61.5 V, los octupolos 1 y 2 a 259 V y 25.3 V respectivamente. En lo que respecta a la
interfase ESI, la temperatura y caudal del gas de secado fue 200°C y 4 L/min y la presion del gas
nebulizador (N,) fue de 5 psi. La adquisicion de los datos se realizo en un intervalo de m/z entre 100

y 500, promediando siete espectros tomados con alta resolucion.

Metodologia de SPE-CE-UYV para péptidos

Antes de su uso, el capilar fue previamente activado de manera externa. Las dimensiones del capilar
de silice incluyendo el preconcentrador fueron de 57,5 cm Lt, 50,0 cm Lyy 75 um de id. Todos los
lavados y la introduccion de muestra se realizaron a 930 mbar. El capilar de SPE-CE-UV fue
acondicionado por sucesivos lavados con MeOH (2 min), H,O (2 min) y el BGE de separacion (4
min). Seguido a esto, se introdujo la muestra durante 10 minutos. La etapa del clean-up o lavado fue
efectuada con BGE durante 2 minutos. Los analitos retenidos en el microcartucho fueron eluidos
mediante la inyeccion hidrodindmica de una solucion de metanol/H,O 60:40 v/v con 50mM de HAc
y 50mM de HFor a una presiéon de 50 mbar por 40 segundos. La separacion se realizo a 25 kV,
aplicando una presion de 15 mbar para disminuir los tiempos de andlisis, y a una temperatura de 25
°C. Luego del anélisis el sistema fue lavado con H,O (2 min) y MeCN (2 min). De nuevo no se
requirio la regeneracion del capilar de separacion con NaOH 0.1M.

Cuando no estaban en uso, los mismos fueron almacenados rellenos con MeCN. La deteccion se

realizé a 200 y 214 nm simultaneamente para obtener informacion de los péptidos (214 nm) y del
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metanol como marcador de EOF (200 nm).
Estos estudios de SPE-CE-UV utilizando C18 como fase estacionaria constituyeron el punto de
partida para la investigacion de la influencia de la temperatura, que se tratara en el capitulo 6 de esta

tesis doctoral.

5.2. Resultados y Discusiones

5.2.1. Analisis de péptidos opiaceos por CE-UV y SPE-CE-UV

Las condiciones de separacion del grupo de péptidos opidceos estudiados fue previamente
optimizada por nuestro grupo de investigacion [241-243]. En la figura 5.4 se puede observar un
electroferograma de la separacion de los tres péptidos opiaceos por CE-UV empleando un BGE de
acido acético 50 mM y acido férmico 50 mM ajustado a pH 3.5 con amoniaco. Este BGE tiene la
caracteristica de ser volatil y por lo tanto compatible con CE-MS.

Debido a las bajas concentraciones a las que estos péptidos se encuentran, tanto en plasma como en
liquido cerebroespinal, resulta imposible determinarlos por CE-UV o CE-MS debido a sus LODs
limitados (Ej. 1pug/mL para estos péptidos opidceos por CE-UV). Por tal motivo, como se propuso
anteriormente, un-a de las estrategias posibles para mejorar estos LODs consiste en emplear SPE-
CE. En base a los trabajos previos del grupo de investigacion la fase estacionaria utilizada fue la de
C18 [49,56,58,226].

En las condiciones 0ptimas, mencionadas en la seccion experimental, se encontraron para soluciones
estandar factores de preconcentracion de alrededor de 1000 veces para los tres péptidos, mientras que
para el caso de muestras de plasma los factores de preconcentracion fueron de unas 100 veces. Los
LODs resultaron peores en plasma respecto a los estdndares dado a que los “sitios activos” de la fase
estacionaria no selectiva (si es que cabe esta consideracion) pueden ser ocupados no solo por los
analitos sino también por el resto de los componentes del plasma, dejando un menor niimero de sitios
libres disponibles para los analitos que nos interesa retener.

En la figura 5.5.a se puede observar el analisis por SPE-CE-UV de una solucion estandar de los tres
péptidos a una concentracion 100 veces menor al de los LOD obtenido en analisis CE-UV directo.
Los tres péptidos son perfectamente detectables, aunque la separacion y los tiempos de analisis son
ligeramente diferentes respecto a CE-UV (fig. 5.4-a). Esto es debido al proceso de preconcentracion
en linea y a la aplicacion de 15 mbar durante la separacion.
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Fig. 5.4. Electroferograma CE-UV de dinorfina A (Dyn A), endomorfina (End) y met-
encefalina (Met) a una concentracién de 10 pg/mL. Voltaje de separacion 25 kV, longitud de
onda de deteccion a 214 nm. BGE: acido acético 50 mM y acido formico 50 mM pH= 3.5
ajustado con amoniaco.

Se puede observar por comparacidn directa entre los electroferogramas 5.5 a y b que ademas de las
diferencias en los LODs mas pobres (las concentraciones de los péptidos en la muestra de plasma
fortificada son 10 veces mayores), se encuentran diferencias en la relacion de las intensidades de los
diferentes péptidos. Esto es debido a que los factores de recuperacion del pretratamiento de la
muestra (precipitacion con acetonitrilo seguido de filtracidon por centrifugacidon) son diferentes para
cada uno de ellos. Los resultados obtenidos estdn en concordancia con trabajos previos del grupo de
investigacion donde se realiza un estudio mas profundo de éste pretratamiento de muestra. En el caso
de la Dyn A, el pico electroforético en el plasma es mucho menor debido a que el factor de

recuperacion en este caso es menor, tomando un valor de alrededor del 26% [226].
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Fig. 5.5. Electroferogramas obtenidos mediante SPE-CE-UV de a) mezcla estandar de Dyn A, End y
Met a una concentracion de 0.01 ug/mL y b) muestra de plasma fortificada antes del pretratamiento de
muestra con Dyn A, End y Met a una concentracion de 0.1 pg/mL. Voltaje de separacion +25kV +

15mbar y longitud de onda de deteccion 214 nm. BGE: acido acético 50 mM y acido férmico 50 mM
pH 3.5 ajustado con amoniaco.

5.2.2. SPE-CE para la preconcentracion de p-carbolinas

Dado que por CE-UV los LODs no son suficientemente bajos como para determinar estos alcaloides

a las concentraciones a las que se encuentran en la Undaria pinnatifida (Ver tabla 3.3) y, a su vez,

para tratar de detectar la presencia de alguno de los que no podian detectarse por CE-MS (Ver Tabla

4.1),

se requiere utilizar una estrategia para mejorar la sensibilidad. En esta tesis doctoral se decidio

evaluar la preconcentracion mediante SPE-CE debido a sus excelentes prestaciones. Ademas, hasta

el dia de la fecha, no se han publicado trabajos similares sobre el andlisis por SPE-CE de estos

alcaloides en este tipo de muestras.
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5.2.2.1. Optimizacion de la preconcentracion en SPE-CE-UV

En la etapa de optimizacion se realizaron numerosos ensayos para obtener las mejores condiciones
para la preconcentracion. Para ello, empleando una mezcla de tres alcaloides, se optimizaron
variables tales como la cantidad de muestra introducida en el microcartucho, la naturaleza del
electrolito en el BGE, el tiempo de lavado y composicion de la disolucion en la etapa de lavado, y el
volumen y composicion del eluyente. El sorbente seleccionado, debido a la gran afinidad que posee
hacia compuestos aromaticos de baja polaridad como los alcaloides y las buenas recuperaciones que
proporcionan, fue un C18 [23,115].

Los BGE que se evaluaron en primera instancia, fueron aquellos que mejores resultados dieron en la
optimizacion de la separacion por CE-UV (seccion 3.2.1). Los BGE fueron: buffer fosfato de
amonio 10 mM pH 7.8 en metanol 10% v/v, tris/HCI 50 mM pH 7.8 en metanol 20% v/v y acetato
de amonio 25 mM pH 7.8 en metanol 10% v/v. En cuanto a eficiencia y areas de pico a partir de
mezclas patron, los mejores resultados no se obtuvieron con el BGE que produce la mejor

separacion, sino que se lograron con el de acetato de amonio (Tabla 5.1).

Tris/HCI Acetato de amonio Fosfato de amonio

Area N Area N Area N

harmalina | 3.8 (20.1) | 153000 (£1000) | 22.7 (£0.8) | 54500 (£500) | 9.8 (£0.2) | 3740(80)

harmina | 82(2) | 7500 (£100) 85 (£1) | 55700 (+400) | 34 (£2) | 4700(x100)

norharmano | 96 (+2) 6200 (£200) 106 (£3) | 27400 (£100) | 52 (x5) | 15100(£200)

Tabla 5.1. Areas y platos tedricos luego de preconcentrar mediante SPE-CE-UV utilizando distintos BGE. N=
5.54*(t/w,,,)". Todos los valores se encuentran por triplicados (s.d.).

En la figura 5.6 se pueden observar los tres analisis con distintos BGE, en los que se encuentra el
tris/HCI (1) donde las areas de los analitos son aceptables para harmina y norharmano pero con muy
bajas eficiencias de pico (N). Contrariamente, en el caso de la harmalina, sus dreas son muy bajas
pero la eficiencia de los picos son grandes. En el caso del acetato de amonio (ii), vemos que tanto las
areas como las eficiencias de los picos son excelentes para los tres compuestos analizados. Se
obtienen, ademads, buenas separaciones y lineas de base, asi como pocas interferencias que también
estan presentes en el blanco. Se puede observar en la tabla 5.2 que con el BGE de acetato de amonio,
se obtiene una buena repetitividad y reproducibilidad tanto en tiempos de migraciéon como en areas
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de pico para todos los alcaloides. Sin embargo, para obtener estos buenos resultados con este BGE,
se deben tener ciertas precauciones, debido a su limitada capacidad amortiguadora a estos valores de

pH. El BGE debe renovarse después de cada analisis para evitar cambios en el pH de separacion.
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Figura 5.6. SPE-CE-UV utilizando distintos BGE: 1) tris/HCI 50 mM pH 7.8 en metanol 20%
v/v , ii) acetato de amonio 25 mM pH 7.8 en metanol 10% v/v y, iii) fosfato de amonio 10 mM
pH 7.8 en metanol 10% v/v. Concentracion de harmalina, harmina y norharmano 0.01 pg/mL
de cada uno. Introduccion de muestra 10 min a 930 mbar. Lavado BGE (2 min). Elucion 60:40
v/v metanol/agua con acido féormico 50 mM y acido acético 50 mM 50 mbar x 40 segs. Voltaje
+20 kV v deteccion realizada a 254 nm.
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Repetitividad Reproducibilidad
RSD% (n=10) RSD%(n=10,3 dias)
tm Area tm Area
Harmalina 0.6 3.9 1.3 7.8
Harmalol 0.6 7.5 1.1 12.1
Harmina 0.7 4.3 1.5 8.9
Harmol 0.5 7.3 1.5 10.3
Harmano 1.1 3.0 1.8 8.5
Norharmano 0.7 9.5 1.3 15.3

Tabla 5.2. Valores de repetitividad y reproducibilidad expresados
como %RSD para los tiempos de migracion y para las areas obtenidas
para los seis alcaloides a una concentracion de 0.01 pg/mL por SPE-
CE-UV. Repetitividad por 10 replicados y reproducibilidad por 10
replicados para tres microcartuchos distintos en tres dias diferentes.
BGE de acetato de amonio.

Para eliminar las impurezas poco retenidas después de la etapa de introduccion de muestra, se
evaluaron distintos tiempos de lavado (clean-up) entre 1 y 3 minutos con el BGE de acetato de
amonio, que contenia una pequefia proporcion de metanol (10% v/v). Se observo experimentalmente
que empleando tiempos de lavado de hasta 2 minutos las areas de pico para los distintos analitos se
mantenian constantes, mientras que para tiempos superiores (3 y 5 min) se notaron reducciones,
indicando la pérdida de analito del microcartucho y, por tanto, merma en la recuperacion. Si bien
esta etapa adicional de lavado con BGE hidroorgéanico aumenta el tiempo total del andlisis por SPE-
CE, es muy util a la hora de eliminar las impurezas poco retenidas de la matriz de la muestra lo que
resulta imprescindible al momento de aplicar este procedimiento a muestras reales.

Respecto a la elucion de los analitos, el eluyente aparte de tener una fuerza eluotropica grande
debido a la presencia en gran proporcion de un solvente organico, también deberia tener un pH acido
con el fin de, en el momento de la elucion, protonar a los analitos y de esta forma generar fuerzas de
repulsion adicionales con el sorbente apolar. Por lo tanto, en esta etapa se optimizo, primeramente, la
composicion del eluyente y se evalud el uso de distintos acidos y de distintas composiciones de
metanol. El criterio es que la solucion de eluyente tenga la fuerza minima suficiente para extraer a los
analitos en forma de una banda estrecha, manteniendo la eficiencia separativa, y dejando retenidos en
el microcartucho la mayor parte de los componentes de la matriz que pueden interferir y que no
fueron eliminados durante el lavado previo al requerir fuerzas eluotropicas mayores. Por lo tanto, en

esta instancia se prestd especial atencion a los anchos y a la forma de los picos. A efectos de obtener

123



un eluyente que, a futuro, resultara compatible con deteccion por MS, estas pruebas se llevaron a
cabo con soluciones de acido formico 50mM y acido acético SOmM. Y dado que el BGE de
separacion contenia metanol, se evalu6 la mezcla de los 4cidos antes mencionados con distintas
proporciones de este solvente, concretamente, agregados de 50%, 60% y 70% v/v. De esta forma, se
obtuvieron resultados similares para las tres composiciones de metanol, sobresaliendo levemente la
condicidn que posee un 60% v/v de metanol.

En cuanto al volumen de solucion eluyente, variando el producto “presion x tiempo” de inyeccion
hidrodinamica y observando, el area total de pico para cada analito, las perturbaciones que produce
la diferencia de solvente, de 4cido y de composicion de esta solucion respecto del BGE, y la
estabilidad de la corriente durante la separacion posterior, se sacaron las pertinentes conclusiones. El
objetivo de esta optimizacion es el de utilizar el menor volumen de eluyente que mantenga la
capacidad de elucion de los analitos en forma de pico estrecho sin extraer otros componentes de la
matriz pero que, ahora, lo haga produciendo la minima interferencia posible, tanto en la linea de base
del electroferograma posterior como en la estabilidad de la corriente eléctrica de separacion. En la
figura 5.7 se puede observar la comparacion entre tres volumenes de eluyente distintos expresados
como producto “presion x tiempo” de la inyeccion hidrodindmica para las areas de pico de la
harmalina, harmina y norharmano. Como se puede notar la recuperacion de los tres compuestos
aumenta significativamente con el aumento del volumen de eluyente, al pasar de 50 x 20 a 50 x 40,
lo cual tiene sentido. Por otra parte se puede ver que para los volimenes representados como 50x40 y
50x60 no se observa un crecimiento significativo. Esto nos llevo a seleccionar como mejor opcion el
volumen de inyeccion indicado como 50x40, ya que de esta forma se inyectaba la menor cantidad de
solvente organico dentro del capilar y se evitaban futuros inconvenientes relacionados a la
estabilidad de la linea de base y de la corriente. Este volumen de inyeccion equivale a 0.3 pL en el

capilar empleado para SPE-CE-UV.
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Figura 5.7. Volumenes de eluyente expresados como el producto “presion x tiempo” (mbar*s) para
un eluyente 60:40 metanol/agua 50 mM de acido férmico y S0mM de acido acético en funcion del
area de pico obtenida para harmalina, harmina y norharmano a una concentracion de 0.01 pg/mL
por SPE-CE-UV.

Otra de las variables que se estudié fue el tiempo de introducciéon de muestra. En la figura 5.8 se
puede observar los graficos de area vs. tiempo de introduccion de muestra a 930 mbar para la
preconcentracion de una mezcla de harmalina, harmina y norharmano a tres niveles distintos de
concentracion (0.5, 1 y 10 ng/mL). Como puede observarse, las curvas de carga no son iguales para
los distintos analitos. Asi a una concentracion de 10 ng/mL, para el caso de harmina y norharmano
alcanzan un méximo a los 20 minutos de introduccion de muestra, mientras que para el caso de la
harmalina crece abruptamente hasta los 20 minutos y continua en crecimiento con una pendiente
menor como si alcanzaran los niveles de saturacion del microcartucho. Cuando se estudian los
tiempos de introduccion de muestra empleando soluciones con concentraciones menores de los
alcaloides se puede observar el comportamiento normal y esperado: que cuanto menor es la
concentracion de los analitos en la muestra se necesita un tiempo superior (un volumen mayor de

muestra) para que este fenomeno ocurra.
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Figura 5.8. Graficos de area de pico en funcion del tiempo de introduccion hidrodinamica de muestra a
930 mbar para a) harmalina, b) harmina y c¢) norharmano a tres niveles distintos de concentracion de
cada uno. Volumen inyectado en pL.

Por otra parte, en la figura 5.9 se comparan las curvas de introduccion de muestra de los tres

alcaloides pero todos a la misma concentracion de 1 ng/mL(i) y 0.5 ng/mL (ii).
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Figura 5.9. Graficos de area de pico en funcion del tiempo de introduccion de muestra en minutos a
930 mbar para una mezcla de harmalina, harmina y norharmano a una misma concentracion de i) 1
ng/mL y, ii) 0.5 ng/mL. Volumen inyectado en pL.

A la concentracion de 1 ng/mL (fig. 5.9-1) se puede observar claramente que si bien el factor de
preconcentracion maximo para los tres analitos ocurre a los 20 minutos de introduccion de muestra, y

que para tiempos de carga mayores estos factores se reducen hasta un 75% del valor maximo posible.
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Esto es debido a que a partir de los 20 min de carga, se comienza a sobrepasar el volumen de ruptura,
osea que se comienza a eluir parte del analito retenido. Esto conducird directamente a un deterioro en
los LODs. Sin embargo, como podemos observar en la figura 5.9-ii, las diferencias que se observan a
una concentracion de 0.5 ng/mL entre 20 y 30 minutos son poco significativas (alrededor de un
20%), lo que hace pensar que no se traduciran en diferencias tan significativas en los LODs. Por tal
motivo el tiempo Optimo de introduccion de muestra deberia tener como limite superior 20 minutos,
donde la curva de carga comienza a dejar de comportarse de forma practicamente lineal. Por otra
parte, si bien el tiempo de introduccion de muestra estard relacionado también a los LOD
alcanzables, valores demasiado grandes conllevarian a tiempos totales de andlisis demasiado largos.
Por lo tanto, para que el tiempo de andlisis no sea demasiado extenso, la mejor situacion de
compromiso es introducir la muestra durante 10 minutos. De esta forma se obtendran LODs muy
buenos trabajando lejos de la zona en la que se pierde la linealidad, incluso trabajando a
concentraciones relativamente altas, todas por debajo de los LODs obtenidos para CE-UV (Tabla
3.2).

Basado en estas condiciones optimizadas se procedié a inyectar la mezcla de los seis alcaloides. En
la figura 5.10 se muestra: (a) un electroferograma de CE-UV de la mezcla estandar de los seis
alcaloides a una concentracion de 10 pg/mL y (b) el electroferograma obtenido por SPE-CE-UV de
la mezcla estdndar pero a una concentracion 1000 veces menor, es decir 0.01 pg/mL. Como puede
observarse, la etapa de preconcentracion concentra alrededor de mil veces a los seis analitos
utilizando un tiempo de introduccion de muestra de 10 minutos respecto a CE-UV. Sin embargo se
puede evidenciar la clara pérdida en la eficiencia y resolucion de la separacion debido a la inclusion
del paso de preconcentracion en linea. Los pares harmalina y harmalol, o harmano y norharmano,
que en el analisis directo por CE-UV se encuentran perfectamente separados (fig. 5.10-a)), ahora, en
el analisis por SPE-CE-UV (fig.5.10-b), practicamente comigran. Esta disminucion de la calidad de
la separacion es algo comin en SPE-CE y de acuerdo a nuestra experiencia tiene dificil solucion
cuando ya se ha optimizado al pH del BGE y el eluyente para una resolucion y preconcentracion
optimas. El problema, en general se agrava, al analizar muestras reales complejas ya que los
sorbentes basados en C18 son poco selectivos y suelen quedar retenidos, a pesar de los lavados
posteriores, numerosos componentes de la matriz, de manera que interfieren en la separacion. En
consecuencia, conviene emplear un detector mas selectivo que el UV para analizar estos alcaloides
en muestras de Undaria pinnatifida. La utilizacion de la MS surge naturalmente como una posible
alternativa la cual permitiria diferenciar cada uno de los compuestos de la mezcla, sumado a la
posibilidad de reducir aun més los LODs de cada uno de los analitos. En este caso en particular se
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utiliz6 un espectrometro de masas con analizador de TOF.
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Figura 5.10. Separacion de 1) harmalina, 2) harmalol, 3) harmina, 4) harmol, 5) harmano y, 6) norharmano
por a) CE-UV a una concentracién de 10 pg/mL de cada uno y por, b) SPE-CE-UV a una concentracion de
0.01 pg/mL de cada uno. Introduccion de muestra 10 min a 930 mbar, lavado 2 min a 930 mbar con BGE,
eluyente de 60:40 % v/v metanol/agua (50mM acido formico y acido acético 50 mM), 50 mbar x 30 s. BGE
acetato de amonio 20 mM pH 7.8 a 25 kV y 25°C. Deteccion a 254 nm. Post-acondicionamiento de 2
minutos de acetonitrilo seguido de 2 minutos de agua ambos a 930 mbar.

5.2.2.2. Validacion en SPE-CE-TOF-MS

Debido a que el BGE optimizado por SPE-CE-UV (acetato de amonio 20 mM pH 7.8 10% v/v
metanol) contenia elementos volatiles no fue necesario modificar su composicion para compatibilizar
las condiciones SPE-CE-TOF-MS. Unicamente se realizé una optimizaciéon de los pardametros del

espectrometro de masa TOF porque era diferente al utilizado anteriormente (IT)
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Figura 5.11. Electroferograma de iones totales (TIE) de SPE-CE-TOF-MS para una mezcla estandar de
alcaloides a una concentracion de 0.001 pg/mL. 1) harmalina, 2) harmalol, 3) harmina, 4) harmol, 5) harmano
y, 6) norharmano. Introduccion de muestra 10 min a 930 mbar, lavado 2 min a 930 mbar con BGE, eluyente
de 60:40 % v/v metanol/agua (4cido formico S0mM y acido acético 50 mM), 50 mbar x 30 s. BGE acetato de
amonio 20 mM pH 7.8 10% v/v metnaol a 25 kV y 25°C. Post-acondicionamiento de 2 minutos de
acetonitrilo seguido de 2 minutos de agua ambos a 930 mbar.

En la figura 5.11 se muestra un TIE por SPE-CE-TOF-MS de la mezcla estdndar de 6 alcaloides a
una concentracion de 0.001 pg/mL. Si comparamos este electroferograma con el que se mostro
previamente por SPE-CE-UV (fig. 5.10-b) se observan ligeras diferencias en la separacion y los
tiempos de andlisis. Esto se debe a la presencia del gas nebulizador, que produce un flujo laminar
hacia el detector y se suma a la implicancia de otras caracteristicas propias del acoplamiento CE-
TOF-MS. La falta de separacion electroforética se soluciona obteniendo los electroferogramas de
iones extraidos (EIE), donde se aprovecha la excelente selectividad de este tipo de detectores para
separar dos compuestos que tienen masas moleculares diferentes pero muy similares. En la figura

5.12 podemos observar los EIE de los diferentes compuestos (fig.5.12).
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Figura 5.12. Electroferograma de iones extraidos (EIE) para los iones
moleculares monocargados ([M+H]") de los diferentes alcaloides (M= masa

molecular monoisotopica). Se tienen en cuenta para el calculo so6lo los
isotopos mas abundantes.

A partir de estos electroferogramas es facil obtener los espectros de masa de alta resolucion de cada
uno de los analitos de interés para confirmar con un muy alto grado de fiabilidad la identidad de los
mismos. En la figura 5.13 se puede observar claramente la diferencia en exactitud y resolucion entre
los espectros de masa del norhamano obtenidos utilizando espectrometros de masa con analizador de

trampa de iones, IT (5.13-1), y un TOF (5.13-11). Vemos que la exactitud en las masas y la resolucion
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espectral aumentan drasticamente cuando utilizamos un TOF como analizador. De esta manera
podemos obtener relaciones m/z con cuatro cifras significativas después de la coma (errores muy
pequefios). Esto permite diferenciar ficilmente entre iones moleculares con relaciones m/z muy
similares, obtener masas moleculares mucho mas fiables, y observar més claramente la distribucién
isotopica tipica de los iones monocargados, lo que resulta de gran utilidad al momento de confirmar

que el 16n considerado corresponde con el compuesto de interés.

[M+H]" =169.0

81 1) Trampa de iones:

- Resolucién (FWHM)1000-5000.
- - Exactitud 10-40 ppm
% 6
E 1D
=]

E 4
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E
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Figura 5.13. Espectros de masa del norharmano utilizando un analizador i) IT y ii) TOF. Resolucion
(FWHM:full-width-at-half-maximum). Exactitud (Error: [Mco-Mexp| /Mieo X 106).

Asi, en la figura 5.14 se muestran los espectros de masa de los seis alcaloides obtenidos con el

analizador TOF y los errores asociados a la medida de la m/z del ion molecular monocargado.
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Figura 5.14. Espectros de masa de alta resolucion de a) harmalina, b)harmalol, ¢) harmina, d) harmol,
e) harmano y f) norharmano obtenidos con un espectrometro de masas con analizador TOF. Relaciones
m/z monoisotopicas. Exactitud expresada como error (en ppm).

A partir de estos valores de m/z es posible obtener valores de masa molecular monoisotdpica con una
alta exactitud (< 5 ppm) lo que permite la identificacion fiable de los mismos.

Una vez transferido el método de SPE-CE-UV a SPE-CE-TOF-MS se procedi6 a la validacion del
método de SPE-CE-TOF-MS. Para ello se realizaron curvas de calibracion de cinco niveles para
cada uno de los analitos, usando triplicados a cada nivel en un intervalo de concentraciones que iba
desde 0.0001 pg/mL hasta 0.01 pg/mL. Todas las calibraciones se obtuvieron con coeficientes de

determinacion (R?) >0.99. En la figura 5.15 se muestran las curvas de calibrado de cada compuesto
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con su respectiva regresion lineal y expresion asociada.
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Figura 5.15. Curvas de calibrado por SPE-CE-TOF-MS para a) harmalina, b) harmalol, ¢) harmina,
d) harmol, e) harmano y f) norharmano.

Se encontraron LODs para los seis alcaloides de entre 2-77 pg/ml resumidos en la tabla 5.3. Estos
valores son aproximadamente 1000 veces inferiores a los que se obtuvieron en CE-MS utilizando un
analizador IT (Tabla 4.1) y apuntan el enorme potencial del método SPE-CE-TOF-MS para
determinar estos compuestos a nivel de trazas, tanto en fluidos bioldgicos como en extractos
naturales. Ademas se obtuvieron excelentes valores de repetitividad y reproducibilidad en tiempos y
en areas para todos los compuestos que rondaron entre 0.8-2.3% y 5.0-15.5% para los diferentes
alcaloides, respectivamente (Ver tabla 5.3). Los parametros que caracterizan la reproducibilidad en
estos casos son ligeramente mayores que los que se pueden obtener mediante analisis realizados por
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CE-UV o CE-MS debido a que para los distintos dias se utilizaron distintos preconcentradores. Sin
embargo, los valores siguen siendo muy buenos y similares a los de SPE-CE-UV. En condiciones
optimas una columna de SPE-CE-TOF-MS permite realizar alrededor de 30 andlisis antes de
comenzar a observar disminuciones en las recuperaciones de la extraccion o inestabilidades e

interrupciones de la corriente.

Repetitividad Reproducibilidad
RSD%(n=10) RSD%(n=10,3 dias) | LOD (pg/mL)
tm Area tm Area
Harmalina 1.2 5.4 2.3 8.2 77
Harmalol 1.1 10.2 1.8 12.1 3
Harmina 0.8 8.3 1.6 9.5 2
Harmol 0.9 9.4 1.8 11.5 7
Harmano 1.5 5.0 2.1 12.3 37
Norharmano 1.1 10.5 1.8 15.5 39

Tabla 5.3. Valores de repetitividad y reproducibilidad expresados como desviacion
estandar relativa porcentual (RSD%) tanto para tiempos de migraciéon como para las areas
obtenidas para los seis compuestos a una concentracion de 0.001ug/mL de cada uno.
Repetitividad por 10 replicados y reproducibilidad por 10 replicados para tres
microcartuchos distintos en tres dias diferentes. BGE acetato de amonio pH 7.8, I= 25mM,
10 % v/v de metanol. Estimacion LOD: 3*S/N

5.2.2.3. Aplicacion a muestras reales

Para el caso de SPE-CE-UV, se utilizo el pretratamiento de algas desarrollado para CE-UV y CE-
MS, con la diferencia que al extracto orgdnico que se obtenia originalmente se le realizaron dos
modificaciones adicionales independientes. Esto se debia a que la gran cantidad de metanol que
poseia el extracto no permitia que los compuestos interactuaran con la fase estacionaria, por ende, no

fueron retenidos.

El primer pretratamiento consisti6 en la evaporacion completa del extracto, seguido de la
reconstitucion del precipitado con agua a un volumen final de 700 uL. Como tltima etapa, se realizod
una filtracion con filtro de nylon 0.22 um. Por otra parte, el pretratamiento alternativo consistié en la

evaporacion parcial del extracto, dejando de los 700 pL iniciales unos 200 pL que luego se

134



reconstituyeron con agua hasta un volumen de 700 pL nuevamente, siendo finalmente filtrado de la
misma manera anteriormente mencionada. De esta forma se buscd evitar que precipitaran parte de
los analitos que son poco solubles en agua. Sin embargo, ya que los resultados de estabilidad de
corriente al inyectar la muestra y los electroferogramas obtenidos fueron similares, se utilizé el
primer pretratamiento adicional, ya que se consideré mas exhaustivo al eliminar totalmente la

presencia de metanol en el medio.

En figura 5.16 se pueden observar los electroferogramas de SPE-CE-UV del extracto sin fortificar
junto con el extracto fortificado con los alcaloides a una concentracion de 0.015 pg/mL de cada uno.
A esta concentracion, se deberian detectar los alcaloides en el extracto fortificado, pero como puede

observarse esto no ocurre.
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Figura 5.16. Electroferogramas de SPE-CE-UV de Undaria pinnatifida (Bord & Bord,
Bretana, Francia) sin fortificar y fortificada a una concentracion de 0.015 ug/mL de cada
uno de los alcaloides. Condiciones optimas del andlisis detalladas anteriormente. Longitud
de onda de deteccion: 254 nm.

Esto significa que, o bien la selectividad de la deteccion UV no es suficiente como para poder
detectarlos de forma clara, o bien, los interferentes de la matriz son muy importantes y no permiten
que los analitos se retengan eficazmente en el sorbente, ya que, como se ha mencionado
anteriormente, un C18 es poco selectivo. Un indicio de que se podria estar reteniendo una parte muy
grande de la matriz yace en los valores muy elevados de absorbancia que podemos observar en los
dos electroferogramas. Debido a estos inconvenientes, y para rechazar una de las dos hipotesis

planteadas en el parrafo anterior, se analizaron los extractos por SPE-CE-TOF-MS.
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En la figura 5.17 se observa la comparacion entre los TIE obtenidos mediante el analisis por SPE-

CE-TOF-MS del extracto de 1) Undaria pinnatifida y i1) Undaria pinnatifida fortificada con los

alcaloides B-carbolinicos a una concentracion de 0.015 pg/mL de cada uno.
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Figura 5.17. TIEs del analisis de alcaloides por SPE-CE-TOF-MS de un
extracto de i) Undaria pinnatifida y de una ii) Undaria pinnatifida fortificada a
una concentracion de 0.015 pg/mL de cada uno de los alcaloides. Bord & Bord
(Bretafia, Francia). Condiciones 6ptimas del analisis detalladas anteriormente.

Como puede observarse, son numerosos los compuestos de la matriz que se retienen en el C18 y que

se preconcentran junto con los alcaloides. La comparacion entre la figura 5.17-1 e —ii no arroja

resultados favorables en cuanto a la identificacion de los compuestos debido a que no se encuentran

diferencias apreciables en la zona que migrarian los alcaloides entre la muestra y la muestra
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fortificada con alcaloides. Esto nos lleva a pensar nuevamente, que la poca selectividad del sorbente
jugaria un papel negativo frente a la complejidad de la matriz, reteniéndose muchos de los
compuestos presentes en la misma. Para poder eliminar los posibles efectos negativos de la matriz, se
decidi6 agregar lavados con BGE durante uno y dos minutos después de la introduccion de muestra y

antes de la elucion pero los resultados fueron similares.

Para poder observar que sucedia individualmente con los alcaloides, se estudiaron los EIEs
correspondientes (ver figura 5.12) de las muestras fortificadas y sin fortificar, las cuales se pueden

observar con detalle en la figura 5.18-1y 5.18-I1.

Como se puede observar en el caso del harmalol y harmol (figura 5.18-1-b y 5.18-II-d) la retencioén
de estos compuestos no se puede detectar en las muestras fortificadas y sin fortificar. En estos casos
se puede sacar como conclusion que ambos compuestos dentro de la matriz presentan una retencion
minima, es decir, competitivamente son desplazados del sorbente frente a otros compuestos presentes
en ésta. En un sentido estructural el harmalol y harmol poseen el mismo nucleo B-carbolinico y los
mismos sustituyentes (un grupo metilo y un grupo oxidrilo) diferenciandose s6lo en una insaturacion.
Se puede pensar que el grupo oxidrilo podria ser el responsable de la falta de retencion cuando estos
analitos interactlian dentro de un medio competitivo ya que solo a estos alcaloides de los seis
estudiados les ocurre este fenomeno. Por otra parte, en los casos de harmina y harmalina (figura
5.18-I-a y ¢), se puede afirmar que no hay evidencia de la presencia de estos compuestos en las
muestras debido a que poseen una sefial muy clara en los EIE de las muestras fortificadas y los

mismos estan totalmente ausentes en los electroferogramas de las muestras sin fortificar.
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Figura 5.18.1. EIEs por SPE-CE-TOF-MS de un extracto de Undaria pinnatifida y de un extracto de
Undaria pinnatifida fortificado antes de analizar, a una concentracion de 0.015 pg/mL de a) harmalina, b)
harmalol y, c¢) harmina. Condiciones 6ptimas del analisis detalladas anteriormente. Bord & Bord (Bretaiia,
Francia).

138



110° ) hamol
T
t
& 37 .
£ . '\
-E Muestrafortificada A .
= - A ~— R
11. —ee I »®
| 1
Muestra
xle 1 1 3 4 j 6 1 § 9 10 183.1037
¢) hamano ‘
2 (__//
Z \ 184,1042
3 Muestrafortificada ‘
E 181 182 183 184 185 186 187
mz
|
183,1023
Muestra
- ¢ v . : ; : : 184,10271
; | ) 3 4 5 6 1 § 9 10
310}4 J{ 1) nothamano L. L A L
181 182 183 184 185 186 187
m'z
25
H
g Muestrafortificada 169,0842
I
- 169,0784
17 /*
168,6 169 1694 169,8 170,2
:\mestﬁ M m/z
! ) 3 ! 5 § 7 3 9 10

Figura 5.18.11. EIEs por SPE-CE-TOF-MS de extracto de Undaria pinnatifida y de un extracto de Undaria
pinnatifida fortificado antes de analizar, a una concentracion de 0.015 pg/mL de d) harmol, e) harmano y,
f) norharmano. Condiciones optimas del analisis detalladas anteriormente. Bord & Bord (Bretaiia, Francia).
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De manera similar, se puede evidenciar la ausencia del norharmano en las muestras sin fortificar
(figura 5.18-II-f), aunque la retencioén de este es mucho menor que la de harmina y harmalina, tal y
como se puede comprobar en las muestras fortificadas. Por otro lado, sélo el harmano pudo
detectarse tanto en las muestras fortificadas como sin fortificar. En éstas tltimas se pudo estimar una
concentracion de 60 pg/ mL considerando la recta de calibrado externa establecida para este

alcaloide por SPE-CE-TOF-MS (fig. 5.15-¢).
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5.3. Conclusiones Parciales

e Basado en trabajos previos del grupo de investigaciéon se optimizo la separacion y
preconcentracion de péptidos opidceos tanto para mezclas estdndar como para muestras de

plasma fortificado.

e Se optimizd la preconcentracion mediante SPE-CE-UV de alcaloides B-carbolinicos en
mezclas estandar utilizando como sorbente C;z. Debido a la perdida de eficiencia en la
separacion debido a la adicién del preconcentrador, los analitos no se lograron separar
completamente impidiendo su cuantificacion. Esto, unido a los problemas con la matriz de
las muestras de Undaria pinnatifida, conllevé a la utilizacion de detectores mas selectivos

para poder resolver el inconveniente.

e Posteriormente se realizd el desarrollo y compatibilizacion del método de preconcentracion
utilizando como detector un espectrometro de masas con analizador de TOF el cual permitid

detectar de forma independiente cada uno de los analitos.

e Se valido el método SPE-CE-TOF-MS mediante la realizacion de rectas de calibrado,
estimando LODs, asi como ensayos de repetitividad y reproducibilidad en areas y tiempos de

migracion para los distintos alcaloides.

e Se analizaron muestras de Undaria pinnatifida mediante SPE-CE-UV y SPE-CE-TOF-MS.
Por un lado, la deteccion UV resulto no poseer la suficiente selectividad como para detectar
los analitos sin las interferencias de la matriz de la muestra. Por otro lado, la deteccion
mediante MS no arrojé datos concluyentes cuando se analizaron los TIE tanto de muestras
como de muestras fortificadas. Finalmente el analisis de los EIE de muestras, muestras
fortificadas y espectros de masa, solo evidencio la presencia de harmano a una concentracion
estimada de 60 pg/mL en los extractos de algas. Harmalina y harmina, si bien presentan
retenciones altas a los niveles fortificados, no se han encontrado indicios de su presencia en
los extractos de Undaria pinnatifida proveniente de la costa francesa, lo cual es congruente
con los resultados encontrados en el capitulo 4. Tampoco se observo la presencia de

norharmano en el extracto a pesar de que los niveles de retencion en la fase estacionaria eran
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de moderados a bajos. Respecto al harmalol y al harmol, ambos no fueron detectados tanto en
el extracto sin fortificar como en el extracto fortificado debido a su nula retencion. Por lo
tanto el harmalol no pudo ser detectado aunque pudo cuantificarse por CE-MS en el capitulo

4,
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6. EVALUACION DE LA TEMPERATURA EN SPE-CE-UV
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En este capitulo se estudia principalmente el efecto de la temperatura (T) en distintas instancias del
método de SPE-CE-UV con el fin de tratar de mejorar aun mas los factores de preconcentracion.
Inicialmente, se estudi6 el efecto de la T en CE-UV utilizando la termostatizacion interna del equipo
comercial con el fin de observar si la T poseia influencias en los cambios de sefial o resolucion de las
separaciones convencionales. En una segunda etapa se procedio a evaluar la T en métodos SPE-CE-
UV utilizando la termostatizacion del equipo comercial, la cual es limitada. Finalmente, se disefié un
mini bafo termostatico (MTB) capaz de termostatizar el microcartucho SPE de manera localizada, y
eficiente, controlar la T en distintas etapas de la preconcentracion. Este dispositivo se utilizé en la
preconcentracion de soluciones patron de alcaloides y péptidos opidceos. Basado en las condiciones
de T Optimas, se analizaron por SPE-CE-UV los péptidos en muestras de plasma humano fortificados

y se estudiaron las diferencias respecto a la preconcentracion a T ambiente.

6.1. Procedimientos

Las columnas de SPE-CE fueron acondicionadas a una presion de 930 mbar por sucesivos lavados de
agua (10 min), metanol (5 min), agua (5 min) y BGE (5 min). Finalmente, se aplicaron durante 10
min el voltaje de separacion (25kV). Un andlisis tipico por SPE-CE a una T de 25 °C consiste en:
acondicionamiento a 930 mbar de agua (1 min), metanol (1 min), agua (1 min), muestra (10 min) y,
finalmente BGE (2 min) para lavar el microcartucho de impurezas no retenidas y para llenar el
capilar de separacion. Luego (50 x 10 mbar.seg) se inyecta un tapon de elucion cuya composicion es
50mM 4cido acético y S0mM 4acido formico preparado en una mezcla metanol : agua 60:40 (v/v).
Una vez inyectado se aplica un voltaje de separacion de 25 kV, al finalizar el andlisis se realiza un
post-acondicionamiento y lavado del preconcentrador que consta de 2 minutos con ACN seguido de

2 minutos con agua.

6.1.1. Temperatura en CE-UV modificando la termostatizacion interna

El sistema de termostatizacion interna de los instrumentos comerciales de CE posee prestaciones
limitadas, sin embargo permite realizar estudios preliminares relacionados con la influencia de la T,
tanto en CE como en SPE-CE [144]. En el caso especifico de este trabajo de tesis, las pruebas se

realizaron sobre un instrumento HP*°CE (Agilent technologies), el cual posee un sistema de
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termostatizacion del cassette por conveccion forzada de aire regulado por un Peltier. Este permite
regular la T del capilar desde 10 °C por debajo de la T ambiente (para T ambientes mayores 15
grados) hasta 60 °C (£ 0.1 °C). En nuestro laboratorio en particular, se pudieron estudiar las T entre

15°Cy 60 °C.

Para llevar a cabo los experimentos se utilizo un capilar de silice fundida de 57 cm de Ly x 50 cm de
Lp X 75 um id % 365 um od. Los capilares que se utilizaron por primera vez fueron activados por
lavados sucesivos a una presion de 930 mbar, con NaOH IM (20 min) seguido de, agua (20 min) y
BGE (50mM de 4cido acético y S0mM de acido féormico ajustado a pH 3.5 con amoniaco) (30 min).
Entre analisis los capilares fueron acondicionados de la siguiente forma: NaOH 0.1 M (2 min), agua
(2 min) y BGE (4 min). La inyeccion de la muestra se realizé de forma hidrodindmica a una presion
de 50 mbar, sin embargo los tiempos de inyeccion fueron ajustados teniendo en cuenta los cambios
de viscosidad ocasionados por la T utilizando la ecuacion de Hagen-Poiseuille para inyectar siempre
los mismos volumenes [46]. La separacion fue realizada a un voltaje de 25 kV a 6 T distintas entre
25 °C y 60 °C. La longitud de onda de deteccion fue de 214 nm. Debido a que el contexto de este
trabajo implica altas T los péptidos que se utilizaron como modelo (Metionina encefalina (MET),
secuencia: Tyr-Gly-Gly-Phe-Met, PM: 573.23 Da, Endomorfina 1 (END), secuencia: Tyr-Pro-Trp-
Phe-NH,, PM: 610.29 Da y Dinorfina A (Dyn A), secuencia: Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg, PM:
867.47 Da), fueron sometidos a pruebas de estabilidad a alta T. Luego de analizar por CE-UV
mezclas estdndar de concentracion de 10 pg/mL antes y después de estar a una T de 95 °C en un
bafio de agua durante 1 hora, no se evidenciaron cambios en las dreas o formas de los picos

electroforéticos, los espectros UV-Vis ni los tiempos de migracion.

6.1.2. Efecto de la temperatura en SPE-CE-UV con termostatizacion interna

En una primera etapa se evaluo todo el procedimiento de SPE-CE a distintas T entre 25°C y 60
°C, es decir, incluyendo las etapas de introduccion de muestra, lavado, elucion y separacion. A
continuacion, el proceso se dividio temporalmente en dos pasos en los que se modifico
independientemente la T, uno que incluye la introduccion de muestra mientras que el otro comprende
el lavado, la elucion y la separacion. En este ultimo caso la T fue programada con el software de
manera automatica y los tiempos fueron adaptados a los tiempos de estabilizacion del equipo, los

cuales eran mucho mas largos para enfriar que para calentar. Basados en esta division se combinaron

145



las T extremas del instrumento realizando introducciones de muestra a 60°C mientras que
posteriormente se lavaba, eluia y separaba a 25°C y viceversa. La duracion de los lavados,
introducciéon de muestra, inyeccion e inyeccion del eluyente fueron corregidos acorde a la T de

trabajo utilizando la ecuacion de Hagen-Poiseuille por los motivos mencionados anteriormente.

6.1.3. Efecto de la temperatura en SPE-CE utilizando el mini bafio termostatico.

En esta parte del trabajo se utilizé un mini bafio termostatico diseiiado especialmente para llevar a
cabo los experimentos de SPE-CE-UV a distintas T, como el motivo principal del estudio radica en
el efecto de la T sobre la preconcentracion, en este caso simplemente se modifica la T del
microcartucho mientras que la T del resto del cassette es controlada a 25 °C. El anélisis por SPE-CE-
UV fue nuevamente dividido en dos etapas: La primera etapa, la cual consistia en la introduccion de
muestra, fue probada a distintas T comprendidas entre 5 °C y 90 °C. Una vez finalizada la etapa la T
fue rdpidamente modificada hasta 25 °C, para comenzar isotérmicamente la segunda etapa

comprendida por el lavado del cartucho, la elucion y la separacion.

Dado que el cambio de T estuvo enfocado solamente en el microcartucho de extraccion, y
sabiendo que este es el responsable de una gran proporcion de la caida total de presion del capilar al
interponet un lecho particulado, la forma de corregir los volumenes inyectados hidrodindmicamente
fue diferente a la anteriormente mencionada (ecuacion de Hagen-Poiseuille). Para ello se midieron
las velocidades del caudal a través del capilar inyectando metanol como marcador de tiempo muerto
(3sec x 30mbar para 25 °C) y eluyendo por presion a distintas T del MBT. A continuacién se
normalizaron las medidas respecto a las velocidades obtenidas a 25°C y se establecid un factor de
correccion hidrodindmico (f), el cual dividiendo los tiempos aplicados a 25°C resultan en los tiempos

deseados a la T que se requiere trabajar.
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En la figura 6.1 se pueden observar los factores de correccion hidrodindmico a diferentes T
comprendidas entre 5 y 90 ° C. Estos experimentos se realizaron por duplicados para tres capilares
SPE-CE distintos. En consecuencia, se puede observar la excelente coincidencia entre rectas, lo que

permite usar los factores findependizandose del preconcentrador.
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Fig. 6.1. Factor de correccion hidrodinamico (f) en funcion de la
temperatura para tres capilares distintos. Cada medida fue realizada por
duplicados. Inyeccion de metanol 35 mbar x 3 seg. Analisis aplicando
50 mbar y 20 kV. Deteccién a 200 nm.

6.2. Resultados y Discusiones

6.2.1. Optimizacion de la temperatura en la separacion en CE utilizando termostatizacion
interna

Para esta etapa se analizo por CE-UV una solucion estandar de los tres péptidos opidceos a una
concentracion de 50 pg/mL de cada uno, en la que se variaron las T entre 25 °C y 60 °C utilizando el
sistema de termostatizacion interno, que en el caso del instrumento Agilent HP*PCE es por

conveccion forzada de aire. En este equipo el sistema interno termostatiza la zona central del capilar
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de separacidon que en este caso en que utilizamos un tubo de L= 57.5 cm corresponde al tramo de 45
cm comprendido entre los 5.0 cm desde el extremo de entrada y los 7.5 cm desde el extremo de
salida.

Los resultados se muestran en la figura 6.2, en donde se observa claramente que los cambios de T
pueden causar cambios muy drasticos, en particular sobre los tiempos de andlisis. Esto se debe a que
el aumento de la T disminuye marcadamente la viscosidad del BGE, lo cual afecta fuertemente la
movilidad aparente de los analitos.

Por ende, si aumentamos la T de 25 °C a 60°C, podemos reducir los tiempos de analisis a la mitad, lo
cual convierte a la T en una herramienta importante a la hora de optimizar los analisis.

Es importante destacar, aunque este no sea el caso, que la T también puede afectar equilibrios
quimicos secundarios presentes en la separacion relacionados con las especies del BGE o los
analitos, como por ejemplo el equilibrio 4cido-base [144].

Para poder comparar las areas de los picos, las cuales pueden estar directamente asociadas a mejores
LOD de un método, se necesita tener en cuenta las diferencias en los tiempos de migracion. Debido a
que la deteccion UV responde a concentracion y no a masa, el ancho y el area de los picos dependen
de la velocidad a la que pasa el analito por la ventana de deteccion que es diferente para cada analito.
Por lo tanto las 4reas seran normalizadas dividiéndolas por el tiempo de migracion (Aci=Ai/tm)-

En la figura 6.2 se observa que al aumentar la T desde 25°C a 60°C se produce un incremento del
44% y 11% en las A, de MET y END respectivamente, mientras que el mismo aumento de T para el
caso de Dyn A produce una disminucion de la A; de alrededor de un 10%. Las selectividades entre
picos adyacentes, definidas como el cociente entre los tiempos de migracion electroforética (o, p=
t@/t)) N0 muestran cambios significativos frente a variaciones en la T. Esto resulta razonable dado
que en este caso no hay efecto de la T sobre el grado de ionizacion y el efecto sobre la viscosidad

afecta en igual medida a todos los analitos.
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Fig. 6.2. Electroferograma de CE-UV de mezclas estandar de Dyn
A, End y Met a una concentracion de 50 ug/mL a tres temperaturas
diferentes, 25°C, 40 °C y 60°C. BGE: acido formico 50 mM y
acido acético 50 mM pH= 3.5 ajustado con amoniaco. Separacion
a 25 kV y longitud de onda de deteccion a 214 nm.

6.2.2. Efecto de la temperatura en SPE-CE-UYV utilizando termostatizacion interna

En esta serie de experimentos se utilizo el sistema de termostatizacion interna de forma similar a la
seccion anterior con la diferencia que ahora lo que se someti6 a diferencias de T fue todo el capilar
SPE-CE-UV. En primera instancia el estudio se llevd a cabo analizando una solucion estandar
conteniendo los tres péptidos opidceos a una concentracion de 10 ng/mL de cada uno, mientras que
las T fueron estudiadas en el intervalo comprendido entre 25°C y 60°C. Dado que la T méaxima de

este intervalo de estudio no es extremadamente alta, los microcartuchos SPE se construyeron
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utilizando los mismos materiales y con el mismo procedimiento que los que se emplean para trabajar
a T ambiente.

Los electroferogramas obtenidos cuando el capilar de SPE-CE-UV es utilizado a tres T diferentes
son mostrados en la figura 6.3 En adelante en cada electroferograma se utilizard una etiqueta que
indica de modo resumido las T de las diferentes etapas SPE-CE. Por ejemplo, 25-25 indica que la
etapa de introduccion de muestras se realiza a 25°C, mientras que el “clean-up”, elucion y separacion
electroforética también se llevan a cabo a esa T. Mas adelante se mostraran combinaciones que
justifican la introduccion de esta codificacion.

Volviendo al andlisis de los resultados, como es de esperar, los efectos mas significativos fueron los
relacionados a los cambios en la viscosidad, lo cual se ve reflejado en la marcada reduccion de los
tiempos de andlisis a medida que aumenta la T. Si tomamos como ejemplo los resultados de las
figuras 6.3-a y c se observa un aumento de T desde 25 °C a 60 °C reduce el tiempo de anélisis de 30 a
10 min. Al igual que en CE-UV las selectividades entre los analitos adyacentes no presentan
modificaciones con los cambios de T. Con respecto a las areas de pico corregidas (A.), se incrementa
desde 25°C hasta 40°C los valores solo disminuyen para Dyn A y End (figura 6.3 -a y -b) pero,
luego, al incrementar la T desde 40°C hasta 60°C vuelven a valores maximos proximos a los de 25°C
en todos los casos.

Estos comportamientos sugieren que podria existir una combinacion de efectos de la T, algunos
disminuyendo los valores de A, y que prevalecen a T mas bajas, y otros que aumentan el A, que
prevalecen a T maés altas. Por lo tanto, el siguiente estudio se consistio en separar el procedimiento
total en diferentes etapas y asi evaluar el efecto de cambiar la T independientemente en cada una de
ellas. Se realizaron nuevos experimentos en donde la introduccion de muestra se llevo a cabo a 25°C,
mientras que el lavado, la elucion y la separacion se realizaron a una T de 60°C (25-60). Luego, se
realizo el experimento inverso, cargando la muestra a 60°C, y realizando los pasos de lavado, elucién
y separacion a 25 °C (60-25). Los resultados de estos experimentos se muestran en la figura 6.4. En
esta figura se repitieron los experimentos 25-25 y 60-60 a efectos de facilitar la comparacion con los

experimentos 25-60 y 60-25.
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Comparando los valores de A, entre 25-25 vs 25-60 se puede probar que incrementando la T en el

paso de lavado/elucion/separacion los LOD se ven deteriorados.
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Fig.6.3. SPE-CE-UV de una mezcla patrén de Dyn A, End y Met a una concentracion de
0.01 pug/mL a, a) 25-25°C, b) 40-40°C y, c) 60-60°C. La primera temperatura indica la
temperatura en la etapa de introduccion de muestra mientras que la segunda indica la
temperatura en la etapa de elucion y separacion. Entre paréntesis se muestra la desviacion
estandar.
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Por otra parte, si comparamos los electroferogramas en donde solo se cambia la T de introduccion de
muestra, es decir 25-25 vs. 60-25, se reafirma esta explicacion, ya que el uso de altas T en el paso de
introduccioén de muestra arrojo claras mejoras en los valores de A, especialmente en el caso de END

cuyas A, aumentaron un 35%.
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Fig.6.4. SPE-CE-UV de una mezcla estandar de Dyn A, END y MET a una
concentracion de 0.01 pg/mL a, a) 60-60°C, b)25-60°C, ¢) 60-25°Cy, d) 25-
25°C. La primera temperatura indica la temperatura en la etapa de
introduccion de muestra mientras que la segunda indica la temperatura en la
etapa de elucion y separacion.
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Por ende, queda comprobado que aumentar la T aplicada durante la etapa de introduccion de muestra
mejora efectivamente la preconcentracion de estos péptidos empleando un sorbente C18 en SPE-CE-
UV los procedimientos de SPE-CE en linea en el paso de introduccién de muestras para el caso de
estos péptidos opiaceos. De todos modos, la termostatizacién interna por conveccion forzada del
instrumento tiene varias limitaciones. Entre ellos podemos mencionar que el intervalo de T que
permite utilizar es muy limitado, tanto hacia T mayores como para T menores; y por otro lado, que
los tiempos que se requieren para cambiar la T del cassette son muy lentos.

A modo de ejemplo, podemos mencionar que utilizando el sistema de termostatizacion interna para
el experimento 25-60, el paso de calentamiento desde 25°C hasta 60°C tom¢ alrededor de 10
minutos, mientras que en el sentido inverso, por ejemplo para el experimento 60-25, el enfriamiento
demora practicamente el doble de tiempo. Esto did pie para disefiar un sistema de termostatizacion
alternativo que permita realizar los cambios de T de manera mas eficiente y en intervalos mas

amplios de T.

6.2.3. Efecto de la temperatura en SPE-CE-UYV con sistemas de alta eficiencia (MBT)

Como se menciono en la seccion anterior, la T aparentemente posee una influencia en la retencion de
los compuestos durante la etapa de introduccion de muestra. Por lo tanto, esta variable deberia ser
estudiada con mds precision, cambiando la T de forma localizada y permitiendo cambios de T mucho
mas rapidos y amplios. El mini bafio termostatico (MBT) permite tener un control independiente de
la T en la zona especifica del microcartucho, brindando grandes intervalos de T (entre 5 y 95°C

utilizando agua como fluido termostatico).

6.2.3.1. Construccion del MBT, accesorios y metodologia

El sistema bésicamente consiste en la incorporacidon de un pequefio bafio termostatico para controlar
la T del microcartucho de extraccion, que puede ser insertado con facilidad dentro de un cassette de
cualquier equipo de CE comercial. Este dispositivo esta conectado a un circuito externo de
termostatizacion por liquido el cual estd compuesto por tres electrovalvulas las cuales permiten
modificar a voluntad Ia circulacion del liquido a través del MBT desde un tablero eléctrico de
control y asi, de esta forma, controlar y cambiar la T de manera rapida y eficiente. En la figura 6.5-A

el esquema representa al MBT. El mismo fue maquinado a partir de una pieza de bronce rectangular
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cuyas dimensiones eran 30mm x 16mm x 12mm.

El material elegido para su fabricacion fue el bronce debido a que este material posee una gran
cantidad de ventajas respecto a otros materiales como por ejemplo la facilidad para el maquinado,
resistencia mecanica de las roscas, resistencia a la corrosion, conductividad térmica, etc. A lo largo
de la de la pieza se realizd un conducto de Smm de didmetro para alojar el microcartucho y por
donde pasari el liquido termostatizador. Este liquido circulard a grandes velocidades en contacto con

el microcartucho. Los extremos de entrada y de salida del capilar estan sellados con dos septas de

silicona resistentes a la T.
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Fig. 6.5. Esquemas de A-mini bafio termostatico (MBT) y B- interfaz de termostatizacion liquido-capilar
(ILO).
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El capilar de SPE-CE-UV atraviesa la septa de entrada y de salida, las cuales se comprimen al mismo
tiempo por arandelas y tuercas agujerecadas para sellar firmemente al conjunto y de esta forma
minimizar el riesgo de fugas de liquido termostatizador al instrumento. En los extremos de la cdmara
cilindrica que aloja al microcartucho, se encuentran dos canales perpendiculares que mediante

mangueras, las cuales permiten la entrada y salida del recirculado de liquido termostatizador.

El MBT fue probado dentro de cassettes de distintos equipos de CE comerciales. En todos los
casos se tuvo que realizar dos orificios en lugares apropiados del cassette para poder atravesar el
mismo por la manguera de entrada y de salida al circuito de termostatizacion (figura 6.6). EI mismo
procedimiento se realizo sobre las cubiertas de los equipos con el mismo fin, ademas se tratdé de
minimizar el camino entre los bafios termostaticos externos y el MBT para reducir a su minima
expresion las pérdidas de calor ocasionadas por la disipacion. Las conexiones se realizaron utilizando
mangueras de silicona de pared delgada (id/od 3mm/6mm y 8mm/14mm) , cubiertas externamente
con un aislante térmico para tubos (Isolan S. A.). Los bafios termostaticos junto con estas mangueras
poseian un flujo aproximado de 1.2 I/min, 1.3 1/min y en el caso del criostato de 3.3 I/min (a 25 °C).
En las condiciones mas extremas en el que el MBT se encuentra a 90 °C con el bafio termostatico que
menor flujo provee, se requiere fijar la T del bafio a 2.7 °C por encima de la deseada en el MBT. Es
decir, en este caso especifico la T seria de 92.7 °C. Caso contrario, en el caso de que se use el
criostato, el cual posee el mayor flujo, la T que deberia fijarse en el instrumento se debe encontrar
1.1 °C por sobre la deseada. Para el caso especifico en el que la termostatizacion es efectuada por
aire, el MBT es suficiente para asegurar la termostatizacion eficiente tanto del capilar como del
microcartucho de forma independiente. Sin embargo, en el caso en el cual la termostatizacion del
capilar es llevada a cabo por un fluido liquido (agua o refrigerantes), el MBT no es suficiente debido
a que no se puede termostatizar selectivamente una seccion especifica del capilar (microcartucho).
Por lo tanto, surge la necesidad de desarrollar un dispositivo adicional para poder compatibilizar esta
tecnologia con este tipo de equipos. Para ello, se desarrollaron dos dispositivos que actian como
interfases de la termostizacion (ILC- interfaz liquido-capilar) que son utilizados para desviar el flujo
de liquido en una seccidn especifica y a su vez mantener la T del resto del capilar. Un esquema de la
pieza puede ser observado en detalle en la figura 6.5-B. Vale la pena destacar que el disefio fue
basado en el MBT utilizando exactamente los mismos materiales y el mismo sistema de sellado. Los
ILC realizan una derivacion de la termostatizacion interna del instrumento sobre un segmento
discreto del capilar permitiendo controlar la T de esta zona de forma externa y eficiente. Ademas,

estos dispositivos pueden ser utilizados de dos formas diferentes:
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1- Utilizando un tnico ILC, esto se puede llevar a cabo colocando el MBT inmediatamente en la
entrada del capilar y el dispositivo conectado a la entrada de fluido por un lado y por el otro

inmediatamente después del MBT.

2- La otra alternativa a tener en cuenta es la que emplea dos ILC realizando una derivacion del
fluido termostitico exactamente en la zona donde se va a utilizar el MBT. En esta
configuracidon no importa la zona que se desee termostatizar selectivamente, ya que siempre

se podra adaptar.

Para poder probar este dispositivo, el mismo se instald dentro de un el cassette del equipo Lumex
Capel 105M (posee termostatizacion interna por agua), este se ubicd exactamente después del MBT
(el cual estaba muy préximo a la entrada) para solo utilizar un solo ILC. Estos dos estaban colocados
practicamente en contacto pero separados por un papel secante que sirve para aislar las T que cada
uno regula y ademas verificar la ausencia de fugas de liquido a través de las septas que el capilar
atraviesa. Una vez presentado el sistema, el MBT se conectd a un bafio termostatico y el ILC al
sistema del instrumento. Mientras que la T del MBT se mantuvo a 20 °C la del sistema se evaluo
entre un rango entre 5 y 90 °C, y en sentido inverso se mantuvo constante la T del sistema y se varid
en el mismo rango las T del MBT. Al no haber modificaciones en las T del sistema se logrd
demostrar la independencia entre los sistemas de termostatizacion. Ademas, se evidenci6 que debido
a la inclusion de una pieza de metal dentro del cassette la velocidad a la que alcanzaba la T el sistema
comercial sufria un pequefo retraso. Esto puede ser adjudicado a que la gran capacidad calorifica de
la pieza de metal esta modificando el entorno a termostatizar, y cuanto mas se agudiza la diferencia
de T entre MBT vy sistema mas tiempo tarda en alcanzar la T de equilibrio que se desea. Sin
embargo, estos tiempos no representaron ningin inconveniente experimental ya que en las
situaciones mas adversar los tiempos de retraso estaban en el orden de los 2 minutos.

El sistema colocado en el cassette del equipo comercial de CE Agilent puede ser observado en las
fotografias de la fig.6.6. En la fotografia superior se puede visualizar las dimensiones del MBT y
como se inserta dentro del cassette mientras que en la imagen inferior se puede observar el
instrumento visto exteriormente, donde se puede ver la cubierta modificada y las mangueras hacia el
bafio termostatico. Debido a la capacidad calorifica de la pieza de metal insertada en el cassette, la
velocidad a la cual se alcanza la T final deseada es muy grande ya que la pieza toma la T circulante
casi de manera inmediata. Esto genera como desventaja que el sistema que termostatiza el capilar
tarde un poco mas de tiempo mantener o alcanzar la T deseada debido a que la pieza se va a
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encontrar a una T distinta y por ende se encontrara disipando calor dentro del cassette. A fines

practicos, simplemente se exige solo un poco mas al sistema de termostatizaciéon comercial.

Fig. 6.6. Fotografias de cassette comercial con el
MBT instalado (superior) y cubierta del equipo
con el circuito de termostatizacion instalado
(inferior).

El circuito externo de termostatizacion consta de tres bafios termostaticos conectados a la entrada y a
la salida del MBT. En el esquema de la figura 6.7 se puede observar las conexiones tanto de agua,
como las electrovalvulas y el circuito eléctrico. Por cada bafio termostdtico, existen tres
electrovalvulas controladas por un selector de tres puntos. Ya que este tipo de valvulas se encuentran
abiertas cuando circula corriente a través de ellas, el interruptor abierto indica que las valvulas A y
B se encuentran abiertas y por lo tanto, la circulacion de agua a través del MBT se efectiia, mientras
que la valvula C de recirculado de fluido se encuentra apagada ( sin circulacion de corriente). Caso

contrario, cuando el interruptor es cambiado hacia la otra posicion, las valvulas A y B no reciben
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corriente y estas se cierran mientras que la valvula C se abre y permite el recirculado del fluido.

Electrovilvulas
\ Baiios termostaticos
Linea alimentada 1A

(valvulas abiertas) &

Linea stn alimentacion
(vilvulas cerradas) w-— |

Sistema de termostatizacion
mterna

.

Linea de
alimentacion *

(220V) |
Panel de control /

6.7. Esquema del sistema de termostatizacion.

En el esquema de la figura 6.7 las lineas rojas representan el circuito eléctrico, en las cuales las
continuas representan las lineas alimentadas mientras que las discontinuas representan las lineas que
no estan alimentadas. La condicion especifica que se observa es en la que el bafio termostatico 1
posee las valvulas A y B abiertas, por lo tanto el liquido a una T determinada se encuentra circulando
a través del MBT y la vélvula C de recirculacion se encuentra cerrada. En consecuencia la T del
mismo esta regulada por el bafio nimerol. Los bafios nimero 2 y 3 poseen abiertas las valvulas C de
recirculacion (2C y 3C respectivamente), mientras que las valvulas A y B se encuentran cerradas
(2A, 2B, 3A y 3B respectivamente), por ende no tienen influencia alguna sobre el dispositivo.
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Debido a que la transferencia de calor depende principalmente de dos factores, -1- la conveccion
forzada del MBT vy, -2- la diferencia de T entre las zonas calientes y las frias, tres bafios
termostaticos son utilizados en el circuito para aumentar la velocidad de cambio de T.

Dos bafios controlan las T inicial y final del experimento (bafio inicial o BI, y bafo final o BF,
respectivamente), mientras que el tercero es el utilizado como bafo de transicion (o BT), el cual es
usado para acelerar la transferencia de calor y de esta forma aumentar la velocidad de cambio de T
entre dos estados distintos. En los experimentos que involucran un aumento de T el BT es
establecido a una T mayor que el BF, mientras en los casos en los que se necesita un descenso de T
(BF a menor T que BI), el BT esta fijado a una T menor a la de BF. Dado que la T del BT excede a la
final, una vez que el MBT alcanza la T deseada de forma mas rapida, se cambia al BF para poder
mantener la T deseada inicialmente, la cual fue alcanzada de una manera mucho mas rapida.

A modo de ejemplo, para un experimento en el cual quiero modificar la T desde 5°C hasta 90°C el
BT deberia estar fijado a una T de aproximadamente 99.3°C. En este caso el tiempo de cambio de T
fue de 26 segundos. Estas medidas fueron realizadas con una termocupla calibrada insertada dentro
del microcartucho. Experimentalmente la T del BF fue de 92.7°C por razones anteriormente
mencionadas, y la T alcanzada fue de 90 °C £1 °C. De manera similar, el cambio inverso de T, es
decir de 90°C a 5 °C demor?6 32 segundos.

Considerando las pérdidas de calor que sufre el fluido desde que sale del bafo termostatico hasta que
alcanza el MBT, la T alcanzada dentro del dispositivo debe ser calibrada de acuerdo a la T del bafio.
Por este motivo, el MBT fue montado dentro del cassette con un microcartucho de prueba para
emular la restriccion del flujo dentro del mismo y manteniendo la conveccion forzada de aire a las
mismas condiciones que es usada en los experimentos. Colocando una termocupla en el lugar donde
deberia ir el capilar dentro del MBT se procedio a calibrar el sistema para las distintas T y saltos de T

empleados.

6.2.3.2. Desarrollo de un microcartucho resistente a altas temperaturas

La construccidon de un microcartucho con particulas de C18 como sorbente y dos fritas en los
extremos (7 mm Ly X250 pm id x 365 pm od) dentro de un capilar de separacion de silice (57 cm Ly
x 50 ecm Lp x 75 pm id % 365 pum od) fue similar al anteriormente mencionado con algunas
modificaciones para que logre resistir de forma robusta las altas T de trabajo [58]. La configuracion
resultante, después de realizar ensayos de repetitividad, reproducibilidad y robustez de la
construccion, empleaba tubos de Tygon® como conectores entre el microcartucho y el capilar de

separacion, pero esta vez cubierto de una fina capa de un pegamento epoxico (Araldit®), como
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sellador, confiriéndole de esta forma al preconcentrador, una excelente resistencia mecanica,

quimica, térmica y eléctrica.

6.2.3.3. Estudio de la temperatura sobre SPE-CE de péptidos empleando el sistema de

termostatizacion de cartuchos de alta eficiencia MBT

Se estudio sistematicamente el efecto de la T del microcartucho durante la introduccion de muestra
en un intervalo de entre 5°C y 90°C, mientras que el resto del capilar se mantuvo a 25°C. Luego,
paso seguido, durante la etapa de lavado/elucion/ separacion la T de todo el sistema (microcartucho +
capilar de separacion) fue llevado a 25°C.

La figura 6.7 muestra un grafico de A para el analisis de una solucion conteniendo los tres péptidos
opidceos en concentraciones de 10 ng/mL en funcién de la T del microcartucho durante el periodo de
introduccion de muestra.

Consistentemente con las hipdtesis planteadas en la seccion anterior, donde el A, de la END se
incrementaba con la T cuando se introducia la muestra a 60°C, ahora este incremento se extiende
para todos péptidos estudiados. Pero ademas, la posibilidad de extender los estudios a mayores T
permite ver que la situacién obtenida para 60°C era un maximo y no un punto intermedio de una
tendencia siempre ascendente. De hecho, en la figura 6.8 se puede observar que cuando se carga la
muestra con el microcartucho termostatizado a T superiores a 60°C la capacidad de preconcentracion
disminuye a medida que la T aumenta llegando a la minima capacidad de preconcentracion a 90°C
que es la maxima T estudiada.

En esta instancia podria surgir la idea de que a T elevadas los péptidos se degraden. Sin embargo,
los ensayos de estabilidad comparando las areas de pico para los péptidos antes y después de
incubarlos durante 30 minutos a 95°C en un bafio de agua, demostraron excelente estabilidad por lo
tanto esta posibilidad fue descartada. Los resultados observados en la figura 6.8 en donde las
dependencias de la capacidad de concentracion con la T no muestran una tendencia mondtona, sino
que poseen un maximo a una cierta T intermedia, prueba que la T de carga puede mejorar la
concentracion y por ende los limites de deteccion, pero la T ideal debe ser experimentalmente
determinada para cada caso especifico. El hecho de que a T muy bajas (5°C) se observe un pequeio
incremento de A, en comparacion con la condicion de 25°C, le da més fuerza a la hipdtesis de que la
retencion y la elucidon estan dominadas por mecanismos complejos.

El comportamiento observado aqui concuerda con los resultados obtenidos por A. W. Purcell y
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coautores [244-247] que reportaron efectos similares de la T en la retencion de péptidos en

cromatografia de liquidos basandose en los cambios de conformacién e hidrofobicidad de los

mismos. Considerando los replicados que se realizaron se puede resaltar que la repetitividad fue

excelente a cualquiera de las T de trabajo. Mucho mads, los replicados realizados para distintos

capilares de SPE-CE-UV, lo cual confirma la fiabilidad del control de la T del microcartucho asi

como la durabilidad de los mismos trabajando en condiciones de altas T. Incluso después de 15

inyecciones a altas T, no hubo evidencias de pérdidas en la sensibilidad del método o inestabilidades

en la corriente. Estos valores fueron similares a aquellos observados a T ambiente (25 °C).

En la figura 6.9 se puede observar los electroferogramas obtenidos de una solucion estandar de los

tres péptidos a una concentracion de 10 ng/mL cada uno (A) y de plasma humano fortificado con 100

ng/mL de cada uno (B) empleando como T de introduccién de muestra de 25°C y de 60°C.
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Fig. 6.8. Grafico de area corregida de los picos en funcion de la temperatura de
introduccion de muestra utilizando el MBT.

Analizando las mezclas estandar las A, resultaron incrementadas en un 150%, 37% y 35% para Dyn

A, END y MET, respectivamente, mientras que en el caso del plasma fortificado, resultaron en un
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incremento del 29%, 46% y 27% para Dyn A, END y MET, respectivamente. Estos incrementos
pueden ser traducidos en una mejora en los LOD de hasta casi tres veces en el caso de Dyn A en la
muestra de estandar. Cabe notar que las diferencias en las alturas relativas de los picos entre los
electroferogramas de la solucion estandar y las muestras de plasma (Figura 6.9-A vs Figura 6.9-B)
puede ser explicada en base a los factores de recuperacion. Esto se debe al pretratamiento de filtrado
con membrana de corte molecular realizado a la muestra de plasma, el cual sea probablemente el que

esté afectando las recuperaciones, especialmente al péptido Dyn A (23%)[226].
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Fig. 6.9. SPE-CE-UV de mezclas estandar de los tres péptidos a una concentracion de 0.01ug/mL de

cada uno a 25-60°C y 25-25°C y B- de muestras de plasma fortificados a 0.01pg/mL de cada péptido a
25-60°C y 25-25°C.

Una vez sistematizado el estudio de la T se realizd el procedimiento sobre tres compuestos
representativos de la mezcla de B-carbolinas: harmalina, harmina y norharmano. Ademads, otro
criterio de seleccion se fundo en que por mas que exista una pérdida de eficiencia debido al anélisis
por SPE-CE, los mismos se encontrarian siempre completamente separados y no habria influencia en
las medidas a diferentes T.

Los mismos fueron preconcentrados en linea utilizando la fase estacionaria C18 y las condiciones de

separacion utilizadas anteriormente. Las medidas de area y tiempos de migracion fueron tomadas al
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igual que para los péptidos por duplicado para dos preconcentradores independientes para obtener a
su vez valores de reproducibilidad. Las areas fueron corregidas por el tiempo de migracion y todos
los volumenes fueron corregidos hidrodindmicamente con el objetivo de siempre inyectar la misma
cantidad ya sea de analito como de solventes.

En la figura 6.10 se puede observar un grafico de las A. obtenidas para tres de las B-carbolinas
estudiadas previamente en funcidon de las T de introduccion de muestra, analogo al que se realizo
para los péptidos. En este caso y, a diferencia del anterior, no se pueden evidenciar cambios

sustanciales o tendencias en la capacidad de concentracion de estos compuestos.
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Fig. 6.10. Grafico de areas corregidas para distintas T de introduccién de muestra para tres de los
seis alcaloides. Introduccion de muestra 10 min a 930 mbar, lavado 2 min a 930 mbar con BGE,
eluyente de 60:40 % (v/v) metanol : agua (50mM acido formico y acido acético SO0 mM), 50 mbar
x 30 s. BGE acetato de amonio 20 mM pH 7.8 a 25 kV y 25°C. Deteccion a 254 nm. Post-
acondicionamiento de 2 minutos de acetonitrilo seguido de 2 minutos de agua ambos a 930 mbar.

En el futuro, otros sorbentes y otros analitos seran evaluados, especificamente aquellos en los que
sus mecanismos de retencion estén dominados por valores de entalpias grandes, como mecanismos

de adsorcion o acido-base. Ademas, la influencia de la T puede ser estudiada en otras aplicaciones
163



que implican el acoplamiento en linea de distintos microcartuchos (reactores quimicos o enzimaticos,

membranas de filtracion, etc.) a la electroforesis capilar que resultarian facilmente aplicables.
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6.3. Conclusiones parciales

Se estudio6 la influencia de la T en CE-UV para un grupo de péptidos opiaceos utilizando la
termostatizacion interna del instrumento comercial.

Ademas, con el mismo sistema de termostatizacion interno se evaluaron los métodos SPE-
CE-UV isotérmicamente y a T combinadas para la introducciéon de muestra y elucion-
separacion. Los mejores factores de preconcentracion cuando la muestra era introducida a
una T de 60°C y la elucion y separacion a 25°C. Sin embargo, las limitaciones dela
termostatizacion interna en cuanto a la velocidad con la que se modificaba y regulaba la T
eran grandes ademds de la imposibilidad de cambiar la T de forma localizada en la zona que
se desea estudiar.

Se disend y fabrico un mini bafio termostatico (MBT) unido a tres bafos termostaticos
externos el cual permite termostatizar zonas localizadas (alrededor de 1 cm) del cassette.
Ademas mediante un sistema de electrovalvulas se optimizaron los cambios de T llegando en
pocos segundos a modificar y mantener la T del preconcentrador de 5 a 95 °C.

Con este sistema se logrd estudiar de una forma mas eficiente y rapida, eliminando tiempos
muertos donde se propicia el ensanchamiento de banda, las T de introduccion de muestra
obteniendo el mejor factor de preconcentracion a 60 °C para los tres péptidos.

Se aplico el método en las condiciones Optimas a muestras de plasma fortificadas con estos

péptidos observando mejoras respecto a el método a 25°C pero no tan grandes como las
evidenciadas en mezclas estandar introduciendo la muestra a 60°C.
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7. CONCLUSIONES
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Del analisis de los resultados experimentales obtenidos en el presente trabajo, se desprenden las

siguientes conclusiones:

Se definid un nuevo parametro para caracterizar la separacion electroforética de pares de
analitos. El mismo puede utilizarse como Criterio Elemental para optimizar separaciones.
Siguiendo la linea de razonamiento se establecio el criterio para componer una funcidon para
caracterizar la calidad de la separacion de un numero mayor de analitos. Estas funciones
resultan superadoras respecto de los criterios anteriores, y su aplicabilidad es demostrada en

la optimizacidn de 6 analitos muy similares entre si en funcion el pH.

En base a la optimizacion del pH anterior se desarroll6 un método para el analisis de los 6
alcaloides [-carbolinicos por CE-UV. El mismo fue validado para tres instrumentos
comerciales diferentes. Luego se aplicé a muestras de alga Undaria pinnatifida, en el cual
los LODs del método resultaron insuficientes para detectar a estos compuestos, y a semillas

de Peganum harmala, donde se detectaron y cuantificaron harmalina, harmina y harmol.

Se compatibilizé el método CE-UV con la deteccion por MS con el fin de utilizar un detector
mas selectivo y sensible. Se desarrollé6 un método de extraccion de alcaloides en muestras de
algas. El mismo consistid en una extraccion en medio hidroorganico acido seguida de una
ultra-filtracion con filtros de corte molecular de 3 kDa. Del mismo se obtuvieron excelentes
recuperaciones con valores mayores al 95% en todos los casos. El método completo fue
validado tanto para soluciones patrén como para las muestras de algas. Se analizaron
muestras de Undaria pinnatifida de tres marcas comerciales diferentes extraidas dos de la
costa de Galicia (Espafia) mientras que la tercera pertenecia a la costa de Bretafia (Francia).
Se detectaron en las tres muestras harmalol, mientras que a niveles cercanos al limite de
cuantificacion se detectaron harmina y harmalina en los productos provenientes de las costas

de Galicia.

Se disefid un método SPE-CE-UV y SPE-CE-TOF-MS. Este tltimo fue validado en términos
de su recta de calibracion externa, repetitividad y reproducibilidad. Luego se aplicd a
muestras de Undaria pinnatifida (Bretafia, Francia) donde solo se detecté harmano en el
orden de los pg/mL. El harmalol, presente en las muestras, no pudo ser detectado debido a
que en presencia de la matriz, éste no poseia retencion alguna. Esto se evidencié por medio
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de la comparacion de extractos de alga fortificados con los alcaloides y sin fortificar.

Se disend y maquind un mini bafio termostatico para modificar la T de una zona localizada
de alrededor de 6 mm del capilar, el cual puede ser implementado a cualquier tipo de
cassette comercial. El mismo fue utilizado con el fin de estudiar los efectos de la T en SPE-
CE-UYV tanto para un grupo de péptidos opidceos asi como para los alcaloides anteriormente
estudiados. Se obtuvieron resultados significativos en el caso de los péptidos mejorando los
factores de preconcentracion en hasta un 200%, respecto a SPE-CE-UV a T ambiente,
simplemente por el cambio de T. Este estudio se extendi6 a muestras reales donde se

verificaron los resultados en plasma humano fortificado con los péptidos.
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