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The aim of this Investigation’s Memory is the
analytical study of antineoplastic, marked and co-
administrated compounds and the establishment of
new methods for applications in biological samples.
Concretely, pteridin compounds, folates and anti-

folates.
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OBJETO DE LA TESIS DOCTORAL

El objeto de esta Memoria de Investigacion es el
estudio analitico de antineoplésicos, marcadores y
compuestos co-administrados y la puesta a punto de
nuevos métodos para su determinacién en fluidos
bioldgicos. La mayoria de los analitos objeto de estudio
son compuestos heterociclos que presentan un esqueleto
comun basado en dos anillos condesados pirazino [2, 3-
d] pirimidina, que reciben el nombre comin de
pteridinas. La pteridinas naturales presentan un grupo
amino en posicion 2 y uno hidroxilo en posicién 4,

siendo posible una gran variedad de sustituyentes en las

N
3INT |\6
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1 8

Estructura pteridinica

posiciones 6y 7.

En concreto las compuestos con estructura
pteridinica que estudiamos son: acido fdlico,
metotrexato, triamtereno, acido pterin-6-carboxilico,
neopterin, biopterin, xantopterin e isoxantopterin.
También se incluye el acido folinico o leucovorin, que
se administra en el tratamiento con metotrexato y la
creatinina, que se utiliza como referencia en los

analisis de orina.
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Capitulo I.- Introduccion

CAPITULO I

INTRODUCCION. NATURALEZA DE LOS
COMPUESTOS PTERIDINICOS Y REVISION
BIBLIOGRAFICA. APARATOS Y REACTIVOS

11
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Capitulo I.- Introduccién

En los primeros Capitulos de esta Memoria
exponemos los resultados obtenidos en el estudio de las
propiedades analiticas de cuatro de los principios
activos con actividad farmacoldgica cuya estructura
quimica deriva del anillo pteridinico. Concretamente
nos referimos a los compuestos denominados acido
folico, el cual actia como precursor en la sintesis de
DNA, metotrexato, perteneciente al grupo de los
antifolatos, con actividad quimioterapica en los
tratamientos antineoplasicos, leucovorin 0 acido
folinico, compuesto perteneciente al grupo de los
folatos, empleado en los tratamientos de terapia de
rescate de la toxicidad de los quimioterapicos, Yy
triamtereno, cuya actividad diurética y dopante
presenta un elevado interés clinico. Por lo que este
primer capitulo lo dedicaremos a comentar las
propiedades mas interesantes y a hacer una revision
bibliogréafica de dichos compuestos. Las estructuras de

estos compuestos se presentan en la Figura I.1.
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N)IJCH —NH—@—C—NH—CH CH,—CH,— COOH

COOH

Acido félico

)I j»CH fN 4@*0*NH*CH —CH,—CH,—COOH

COOH

Metotrexato

COOH

N)I j» —@—C—NH—CH CH,—CH,—COOH
CHO

Acido folinico

NH,

N
NT X X
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H,N N N NH,

Triamtereno

Figura 1.1.- Estructura quimica de los diferentes

compuestos
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I.1.- CARACTERISTICAS DEL ACIDO FOLICO

El acido folico (acido pteroilglutamico ¢ acido 4-
(2-amino-4-hidroxipteridin-6-il)metilamino-benzoil-L-
glutdmico) es una vitamina hidrosoluble del complejo B
(vitamina Bg) que ayuda a la formacion de células
saludables. Que sea vitamina “hidrosoluble” quiere
decir que no permanece en el cuerpo durante mucho
tiempo, por tanto, necesitamos un aporte diario de dicha

vitamina.

El interés en la determinacion de este compuesto
radica en recientes investigaciones las cuales indican
que numerosos desérdenes celulares, especialmente los
relacionados con malformaciones durante el embarazo.
Es normalmente empleado en el tratamiento o la
prevencion de anemia megaloblastica, durante el
embarazo, y otras situaciones clinicas a menudo

asociadas con alcoholismo (1).

Hay dos forma diferentes del acido folico:

1.- Forma sintética: esta se encuentra en
preparados multivitaminicos (aunque aqui no se deberia
incluir el &cido fdlico debido a que pueden ocultar una
anemia perniciosa subyacente), pan y cereales
fortificados y prescripciones farmaceuticas por ejemplo

en el caso de mujeres embarazadas.
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2.- Forma natural: o también Illamado
“folato”. Esta forma se encuentra en alimentos tales

como vegetales, frutas...

Nuestro cuerpo absorbe la forma sintética del acido

félico mas facilmente que la forma natural.

(o}
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N | Ny—CH,—NH C—NH—CH —CH,—CH,—COOH
/L§ = ‘
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»
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<« > <«

v

pteridina 4cido p-aminobenzoico &cido glutdmico

A

Acido pteroilglutamico (&cido félico)

Figura 1.2.- Estructura quimica del &cido
pteroilglutamico

El &cido pteroilglutamico estd formado por un
anillo de pteridina, un residuo de p-aminobenzoico,
unido a la pteridina por un puente metileno mediante un

enlace C9 - N10 y por un residuo de &cido glutamico.

Los distintos folatos se diferencian entre si por los
sustituyentes que se pueden localizar a lo largo de su
molécula y los diferentes grados de reduccion que el
anillo de pteridina puede presentar. Dichos folatos
juegan un importantisimo papel en diversas rutas

bioquimicas.

Los folatos se distribuyen en el organismo a través
de la circulacién, principalmente hacia los tejidos de

rapida division celular, como la médula Gsea o la

15
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mucosa gastrointestinal, ya que necesitan el folato para
la sintesis de ADN. En los tejidos de mamiferos, se
encuentran principalmente como derivados
poliglutamados, encontrandose los
pteroilmonoglutamatos Unicamente en plasma y orina.
La poliglutamilacién y las proteinas ligante de folatos
son las responsables de la retencion de los folatos en los
tejidos (2,3).

El contenido total de folatos en el organismo se
encuentra entre 5y 10 mg, siendo los 6rganos mas ricos

en folatos el higado (2.7 - 15.6 ug/g) y el cerebro.

Hay condiciones especiales como una dieta deficitaria,
alcoholismo, terapia con metotrexato y otros farmacos
antifolato, que se han asociado con una deficiencia de

acido folico.

Los folatos son eliminados del organismo a través
de las vias fecal y urinaria. A través de la orina se
eliminan los folatos metabolizados como pteridinas y
acido benzoilglutamico, compuestos que se forman tras
la ruptura del enlace C9 - N10 del &cido félico. El rango
de folatos eliminados por via urinaria oscila entre 1y 10

ug/dia en forma de metabolitos (4).

Los folatos participan en el metabolismo de ciertos
aminoacidos, en la sintesis de S-adenosilmetionina y en
la sintesis de purinas y pirimidinas. El &cido félico
participa en reacciones importantes para la sintesis de

ADN. Es esencial cuando la sintesis y el recambio de

16
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ADN es rapido, como en los tejidos hematopoyéticos, la

mucosa gastrointestinal y el embrién en desarrollo.

Recientes estudios han demostrado que una
ingestion diaria de 0.4 - 10 mg de &cido fdlico antes del
embarazo, disminuye en un 50 % la aparicion de
defectos del tubo neural en el feto, durante su desarrollo

en el Utero materno.

Algunos farmacos, como la difenilhidantoina y el
triamtereno, inhiben una conjugasa intestinal que rompe
la parte poliglutamato del &cido folico natural y puede
producir anemia megalobléstica. El uso prolongado de
farmacos, como los anticonvulsivos, los antipalidicos y
los esteroides, también predisponen a la deficiencia de
folato (5).

I.1.1.- Métodos més comunes para la determinacion

del acido félico

Son muy numerosos los métodos propuestos para la
determinacion de esta vitamina y entre ellos los mas
numerosos son los que hacen uso de las técnicas
cromatograficas, especialmente HPLC en modalidad
inversa, siendo las columnas tipo C18 las maés
utilizadas. El sistema de deteccion mas usado es el
fotométrico proponiendose diferentes longitudes de
onda para su determinacion tales como 254, 280, 290 y
360 nm principalmente. En menor medida es utilizada la
deteccion fluorimétrica y la deteccion electroquimica.

En cuanto a las muestras analizadas, comprenden gran

17
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variedad, desde formulaciones farmacéuticas hasta
fluidos bioldgicos pasando por alimentos tales como
vegetales, leche en polvo, harina, cereales, etc. Algunos
de los métodos mas recientes prepuestos mediante esta

técnica se recogen en la Tabla I.1.

Diversas tecnicas electroquimicas también han sido
propuestas para la determinacion de esta vitamina tal
como se pone de manifiesto en los diferentes métodos

que se resumen en la Tabla I.2.

En la Tabla 1.3 se resumen otros métodos
propuestos que utilizan otras técnicas instrumentales,
como la espectrofotometria de absorcion molecular (50)
y la espectrofluorimetria (51, 52). Estos métodos son
utilizados principalmente para determinar acido félico

en preparados vitaminicos.

Por ultimo, técnicas tales como el uso de sistemas
de andlisis de flujo interrumpido (FIA)(53) y la
electroforesis capilar (54) son también aplicadas a la

determinacidn del &cido folico.

18



MENU SALIR

Capitulo I.- Introduccion

Tabla 1.1.- Métodos de analisis de acido folico mediante

HPLC
Analito Deteccion Elucién Muestra Ref
Mezcla
de Gradiente
vitamina Fosférico/ACN, pH Tabletas y leche
S UV: 290, 254 y 360 nm 3.8 en polvo 6
Acido Formulacion
félico e e farmacéutica 7
Acido
félicoy 2 detectores fluorescentes; Gradiente
acido  emision: 360 y 460 nm;  Fosfato/ACN, pH Vegetales, leche
folinico excitacién: 280 y 359 nm 21 enpolvoy harina 8
Multivita
minas
(incluido Gradiente Preparado
4cido KH,PO4/:ACN pH comercial
folico) Diodo array 5.6 multivitaminico 9
Isocratica
Acido K3PO,4 /metanol pH Cereales
félico Fotométrica a 280 nm 6.8 fortificados 10
Acido
félicoy
sus
producto K,HPO/hidréxido
sde tetrabutil amonio/
fotodegr metanol
adacion  Fotométrica a 254 nm (870:15:250)  -m--eee- 11
Vitamina
S
hidrosolu Fotométrica a diferentes . Acido acético
bles para cada vitamina glacial/metanol Leche infantil 12
Vitamina
S Fluidos
hidrosolu Gradiente bioldgicos y
bles Fotométrica a 290 nm metanol/NH,Ac farmacos 13
Fotométrica a 290 nm Gradiente Higadoy
(para &cido folico) ACN / fosfato, pH productos
Folatos Fluorescente para el resto 2.2 derivados 14
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Tampon fosfato
citrato pH 4.0/HAc

Acido  Ensayo microbiolégico 1%/metanol
félico  con Lactobacillus casei (43:42:15) Suero sanguineo 15
Gradiente:

metanol/H,0O
conteniendo

Vitamina hexanosulfonato, Arroz marrén en
S Fotométricaa 272 nm  HAc y trietilamina polvo 16
Acido
folicoy
sus
derivado Fluorimétricaa 439.6 nm Disolucién acuosa Fluidos
S (exc a 295.5 nm) con 30% MeOH biolégicos 17

Hidrogeno sulfato de
tetrametilamonio pH
Acido Diodo-array a 300 y 340 8.5/ACN
félico nm Alimentos 18

Tabla I.1.- Continuacion

Re
Analito Deteccion Elucién Muestra f
) Disolucion acuosa Dietas
Acido con 9 % de ACN, pH suplementaria
folico Fotométrica a 360 nm 2.1 S 19
) Electroquimica con
Acido electrodo de carbén MeOH en tampdn Zumo de
félico vitreo fosfato-acetato pH 5 frutas 20
Vitamin
as B1,
B6, B12 Preparaciones
y &cido Tampon fosfato pH  multivitaminic
félico Fotométrica a 254 nm 7/ metanol (4:1) a 21
ACN/KH,PO,/dietila
Vitamin mina (16:183:1)
as conteniendo
hidrosol octanosulfonato Liquidos
ubles Fotométrica a 254 nm sodico tonicos orales 22
Vitamin Alimentos y
as En gradiente: tampdn tabletas
hidrosol ~ Fotométrica a 278 nm KH,PO, pH 6/ multivitaminic
ubles (para &c. Folico) MeOH a 23
Vitamin
as Pentanosulfato
hidrosol sodico-HsPO, en
ubles Fotométrica a 254 nm CH;CN e 24
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Vitamin
as
hidrosol CH3CN/KH,PO, pH
ubles Fotométrica a 210 nm 4(10:90) e 25
Vitamin Gradiente: ACN/
as fosfato pH 4 (5:95) y
hidrosol ACN/fosfato pH 4
ubles Fotométrica a 210 nm (20:80) e 26
Vitamin
as
hidrosol En gradiente: MeOH  Preparados
ubles Diodo array IKH,PO4 pH 7 farmacéuticos 27
Vitamin
as
hidrosol Fotométricaa 2170  Hexanosulfato sédico
ubles 266 nm IMeOH (17:3)apH3 - 28
Pescado,
carne, huevos,
Fotométrica a 290 nm leche, pollo y
para ac. félico. En gradiente: productos de
Fluorescente parael ~ ACN/tampon fosfato pescado y
Folatos resto pH 2.2 carnicos 29
Vitamin Ggradiente
as MeOH/hexanosulfato  Preparaciones
hidrosol ~ Fotométrica a 272, 254 sédico/tampdn multivitaminic
ubles y 280 nm fosfato pH 2.8 a 30
Farmacos
nutricionales
) para nifios y
Acido Gradiente lineal adultos
félico Fotométrica a 345 nm ACN 31
Tabla I.1.- Continuacion
Analito Deteccion Elucién Muestra Ref
Vitaminas
hidrosolubl  Electroquimic
es O 32
Folatos LC-MS HAc/Acetonitrilo - 33
Preparados
Mezcla de Gradiente vitaminicos y
vitaminas 230 nm fosfato/acetonitrilo alimentos 34
Acido Fosfato/Acetonitrilo
félico Fluorescencia y &cido octanosulfénico Plasma 35
Acido Zumos de frutas
félico 284 nm Gradiente enriquecidos 36
8.x=295 nm, Gradiente
Folatos 8:m=356 nm Fosfato/Acetonitrilo Alimentos 37
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Leches infantiles 38
Plasma 39
Farmacos 40
Farmacos 41
42

Alimentos

HAc/Metanol/Trietilam
inay acido
Vitaminas uv octanosulfénico
Folatos MS
Vitaminas
hidrosolubl Dodecilsulfato/n-
es propanol/ agua
Vitaminas
hidrosolubl Fosfato/metanol
es 280 nm pH 2.8
Folatos LC-MS
Tabla 1.2.- Métodos de analisis

mediante técnicas electroquimicas

de &cido folico

Analitos Técnica

Electrodo

Muestra Ref.

Voltamperome
Riboflavinay tria de onda
acido folico  cuadrada

Voltamperome
tria de
redisolucion
Acido félico  adsortiva
Voltamperome
tria de
redisolucion
Acido félico  catodica
Polarografia
diferencial de
Acido félico pulso

Voltamperome

tria de
Riboflavinay redisolucion
acido folico  adsortiva

Voltamperome

Acido folico tria

Gota estética de Hg

Gota de Hg suspendida

Gota de Hg

Gota de Hg

Gota de Hg suspendida

Pasta de carbon
modificada

Preparaciones
farmacéuticas 43

Preparaciones
farmacéuticas 44

Agua de mar 45

Preparaciones
farmacéuticas 46

Preparaciones
multivitaminicas 47

Medios bioldgicos y
acuoso 48

TRI, MTX,
dipiridamol,

4c. folico,

8-
bromoguan
osina,

riboflavina Voltampero
y azafeno metria

Electrodo de Hg

49
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Tabla 1.3.- Otros métodos de analisis

Método Procedimiento Ref.

Reduccién de Ce (V) a Ce (I11) por &cido félico
seguido de la formacién de un complejo coloreado de
Fotométrico, Ce (II1) con arsenazo (111)
8 =655 nm 50

Reaccion con fluorescamina
Fluorimético 51

Mezclar la muestra con algunas gotas de NH,OH,
calentar a 70 °C y llevar a 100 mL. 1 mL mezclar con
4.9 mL de tamp6n acético/acetato pH 4.2 y KMnO,
01M
Fluorimétrico 52

Deteccion mediante fluorescencia, después de
irradiar con luz UV
FIA 53

Utilizando como electrolito soporte 0.05 M-
Electroforesis ~ NaH,PO./25 mM Na,B,0; pH 8, mediante deteccion
capilar electroquimica 54

1.2.- CARACTERISTICAS DEL METOTREXATO

El metotrexato (MTX) es un principio activo que
inhibe competitivamente la enzima dihidrofolato
reductasa (DHFR) impidiendo de esta manera la
formacion de tetrahidrofolato, necesario para la sintesis
de purinas y pirimidinas y la consecuente formacion de
DNA y RNA. Por tanto, el MTX se considera como un
antifolato el cual ha demostrado actividad
antineoplasica efectiva en el tratamiento de

proliferacion de desérdenes celulares.

La eficacia del MTX ha sido demostrada en el
tratamiento de desordenes neoplasicos tales como
leucemia linfocitica, linfoma non-Hodgkin, carcinomas
de mama, lengua, faringe, coriocarcinoma, sarcoma

osteogénico, tumores de vejiga urinaria, tumores de
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cerebro y neoplasmas cutaneos tales como micosis (55-
57). La actividad antineoplasica del MTX es mas
efectiva en elevadas dosis, siendo los primeros ensayos
clinicos de este farmaco de hace aproximadamente 40

afos.
Propiedades fisicas y quimicas del MTX:

El MTX, antifolato tipico, es un compuesto

pteridinico 4-amino-sustituido de la forma:

0
I

NH,
N s
N | y—CH,—N —QC—NH—CH—CHZ—CHZ—COOH
/JQE =
H,N N N

COOH

Figura 1.3.- Estructura quimica del metotrexato

De la sustitucion del 4-hidroxil por un grupo amino,
resulta un folato andlogo con una gran afinidad por la
dihidrofolato reductasa (DHFR) y el MTX se considera

un inhibidor de este compuesto.

El MTX es insoluble a pH &cido y precipita en
orina acidificada para una concentracion superior a 2
mM. A pH 7.4, se ioniza, y su solubilidad es 10 veces
mayor que en orina acida. La alcalinizacion previene la
precipitacion, mejora la claridad renal y de este modo,

reduce la nefrotoxicidad.
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Como ocurre con la mayor parte de los folatos
intracelulares, el MTX esta sustituido por la adicion
secuencial de acido glutamico. Los metabolitos

predominantes son las formas penta y hexaglutamatos.

Mecanismo de actividad quimioterapéutica:

El MTX y sus analogos, edatrexato y trimetrexato,
inhiben la enzima intracelular DHFR, la cual es esencial

para la conversion del acido folico al folato reducido.

La concentracion celular de DHFR es mucho mayor
que la necesaria para mantener una cantidad adecuada
de folato reducido. Si el MTX liga la enzima objeto,
DHFR, la sintesis de folato continua hasta que
aproximadamente el 95% de la actividad de la DHFR ha
sido inhibida. Por tanto, para que el MTX pueda actuar,
este debe estar en una concentracion relativamente alta,
para asegurar la inhibicion de incluso pequefas
fracciones de DHFR.

Si el MTX inhibe la DHFR, estaremos logrando
que no se de una proliferacion grande de células que es

lo que ocurre en un cancer.

En la Figura 1.4 se resume la accion del MTX:
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Formil- Ribonucleétido

Tetrahidrofolato Glicinamida
(GAR)

Metileno
UMP Tetrahidrofolato

GAR | Transformilasa

DHFR
™ HoFolato H—» HaFolato
Inhibicién

MTX

GAR-CHC

Sintesis DNA

Figura 1.4.- Mecanismo de accion del MTX

El MTX actia bloqueando dos reacciones:l.-
Reduccion del dihidrofolato (H.folato) a
tetrahidrofolato  (Hsfolato); 2.-  Conversion  de
monofosfatodeoxiuridina (UMP) a

monofosfatodeoxitimidina (TMP).
Consideraciones terapéuticas:

Dosis bajas de MTX (<100 mg/m?) han demostrado
ser efectiva en ciertos tratamientos malignos. Pero
viendo las corrientes de aplicacion del MTX en
farmacologia celular, han llegado a que el MTX debe
administrarse en altas dosis (1.000 mg/m?) (58). Debido
a las altas concentraciones extracelulares, el MTX entra
en la célula por difusién pasiva y puede acumularse en

células que son deficientes en transportadores.
La eficacia de las drogas antifolato se puede

extender a la poliglutamacion intracelular (58-60). En la

mayoria de las células, la poliglutamacion no ocurre
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hasta que las células son expuestas a una concentracion
de MTX de 10°M durante al menos 6 h. Asi, la
glutamacion es dependiente del tiempo y la

concentracion (59).

Los pacientes que reciben altas dosis de MTX
deben ser muy vigilados por la toxicidad del
tratamiento. La nefrotoxicidad reversible es uno de los
graves problemas, seguido de mucositis gastrointestinal,
nausea y vomitos son sefiales evidentes de la toxicidad
del MTX.

La toxicidad intrinseca inducida por MTX puede
ser reducida si disminuimos la actividad antitumoral de
la droga mediante uso de leucovorin (LV), que actla
como una estrategia de rescate en el tratamiento
terapeutico (57,59). El LV es una mezcla racémica de
los esteroisémeros del N°-formiltetrahidrofolato, siendo
solo el isomero L el efectivo en el tratamiento de la
toxicidad del MTX. El LV protege selectivamente a las
células normales (no cancerigenas) de los efectos
antimetabdlicos del MTX, mientras que las células
tumorales no son protegidas y los efectos del MTX
contintian. La clave del rescate o “proteccién”, radica en
que el LV puede desplazar al MTX de DHFR,

permitiendo la reactivacion de la enzima.
Nos podemos preguntar el porque las células

tumorales y normales no se afectan igualmente por LV.

La respuesta debe ser que las células tumorales tienen
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una gran afinidad por la forma MTX-poliglutamato que
las células normales no tienen. En presencia de MTX-
poliglutamato, el desplazamiento competitivo por LV

no ocurre y la DHFR es inactiva.

La toxicidad en los pacientes debido al MTX es
dificil de predecir ya que varia de un individuo a otro.
Concentraciones de 10, 10°y 10" M a las 24, 48 y 72
h en suero, después de la administracion de MTX son

consideradas como téxicas.

1.2.1.- Métodos mas comunes para la determinacion

del metotrexato

Hay varios métodos analiticos apropiados para la
determinacion de MTX. En el resumen que sigue
podemos ver de forma esquematizada los distintos
métodos utilizados, y comentarios acerca del

fundamento y ensayos especificos de cada método.

La técnica de espectrofotométria UV-visible se ha
aplicado a la determinacion de metotrexato
principalmente en preparaciones farmaceuticas (61,62).
Estos  procedimientos presentan intervalos de
concentracion cortos comparados con otras técnicas por

ejemplo las cromatograficas.

Son numerosos los trabajos donde se determina

metotrexato utilizando técnicas cromatograficas y mas
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concretamente  HPLC. Principalmente se determina
metotrexato en union de su principal metabolito, el 7-
hidroxi-metotrexato. Cuando se determina metotrexato,
empleando deteccion fluorescente, es necesario un paso
previo de oxidacion, bien previo a la separacion o
utilizando un sistema de oxidacion on-line acoplado con
una irradiacion con luz UV y principalmente utilizan
una columna C18. Este analito y sus metabolitos se
determinan principalmente en fluidos biolégicos, Tabla
I.4. Las muestras de plasma contaminadas con
metotrexato son tratadas previamente antes de la

inyeccion.

El proceso de adsorcion que sufre tanto el
metotrexato como su producto reducido en la cara de la
gota del electrodo de Hg se estudié polarograficamente
(89), dando lugar a un procedimiento selectivo y con
elevada sensibilidad. Dentro del campo de las técnicas
electroanaliticas , se empled también la voltametria de
redisolucion catddica y con electrodo de gota estatica de
Hg (90) y de redisolucion anddica (91) para la
determinacion de MTX.

Mediante electroforesis capilar y en concreto de
zona se ha determinado metotrexato y sus metabolitos
(86-88) en fluidos bioldgicos. Los capilares son
principalmente de silice fundida con electrolito
conteniendo fosfato en la mayoria de los casos, y se

determina en fluidos bioldgicos principalmente.
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A continuacion se incluyen tablas resimenes sobre
los principales métodos de andlisis de MTX

encontrados en la bibliografia.
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Tabla 1.4.- Métodos de determinacion de metotrexato

mediante HPLC

31

Analito Deteccion Elucién Calibracion Muestra Ref
MTXy Tampén fosfato
su7-OH- Fluorescentea  0.1M (pH6.5)/
metabolit 435 nm (exc 6%DMF/30%
0 350 nm) H,0 2.5-50ng/ml Plasma 63
ACN/tamp6n
MTXy fosfato 50mM
7-OH- Fotométrica a (pH5.3)
MTX 303 nm (19:181) 5-1000 ng/ml Orina 64
0.202-16.7
12%ACN en :g/ml (MTX)
MTXy 0.025M-tampén ~ 0.084-6.83
7-OH- Fotométrica a acetato sodio  :g/ml (7-OH-
MTX 307 nm pH3.9 MTX) Plasma 65
0.01M-tampén
MTXy Fluorescente  fosfato(pH6.5),
sus 2 fotoinducidaa en 6% ACNy Fluidos
metabolit 435 nm 0.2% de H,0, biolégico
0s (exc 350 nm) del 30% 0.2-500 nM S 66
0.014M-tamp6n
fosfato pH6.5 0.1-1000
con 4%DMF,  ng/ml (MTX)
MTXy  Fluorimétricaa  3.3%ACNYy 6.25-400
7-OH- 465 nm 0.5% con H,O, ng/ml (7-OH-
MTX (exc 350 nm) 3% MTX) Plasma 67
Elucién en
MTXy gradiente
7-OH- Fotométricaa  50mM-tamp6n
MTX 303 nm fosfato/ACN ~ 2.5-100 ng/ml  Suero 68
10-5000
ng/ml (MTX,
7-OH-MTX)
100-
MTX, 7- 5000ng/mL(L
OH- V)
MTX, Fotométrica a 20-5000ng/ml
ac.5- 310 nmy Elucién en (para ac.5- Sueroy
metiltetra  fluorimétricaa  gradiente 5mM metil- fluido
hidrofélic 355 nm KH,PO, tetrahidrofébi  cerobroe
o, LV (exc 295 nm) pH2.3/ACN o) spinal 69
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25mM-
H,0,/8%ACN #100 nM
Fluorimétrica a en tampon (MTX)
457 nm fosfato 25mM  #460 nM (7-  Plasmay
MTX (exc 379 nm) (pH7.0) OH-MTX) orina 70
MTXy Sueroy
su tampon fluido
metabolit fosfato/metanol cerebroe
0 Fotométrica (4:1) spinal 71
Tampdn fosfato
Fluorescentea  0.05M(pH6.6)/
463 nm (exc ACN (9:1)
MTX 367 nm) 50-500ng/ml  Plasma 72
Tabla 1.4.-Continuacion
Deteccio
Analito n Elusion Calibracion Muestra Ref
Combina
H,O/tampdn acetato dos
Fotométr amanico proteicos
icaa300 0.1M(pH4)+ ACN farmaceut
MTX nm (9:1) 0.025-0.5 :g/ml icos 73
Fluoresc
ente a
463 nm Tamp6n 0.5M
(exc 367 fosfato 74
MTX nm) (pH6.6)/ACN (9:1)  50-500 ng/ml Plasma
10%ACN en 0.01M
Fotométr ~ KH,PO,, 0.02M-
icaa 313 tetrametilamoniochl
MTX nm oride pH2.5 0.05-1 :gM Suero 75
Fluoresc
ente a agua 5%metanol
459 nm con 5mM-
(exc 280 tetrabutilamonio
MTX nm) hidrogeno sulfato 0.01-1 :g/ml Suero 76
314 mM-tamp6n
formato aménico 4-1000
MTX (pH2.7)/1%ACN Ng/ml Orina 77
0.05M- acetato
Fotométr aménico/ACN/meta
icaa 305 nol (174:13:13;
MTX nm pH5.0) 0.2-50 :g/ml Plasma 78
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Muestras
me-
313nmy  Metanol/NH,AC, dioambie
MTX LC-MS pH 4 ntales 79
MTX y
7-
hidroxi- Fosfato/Metanol/A Sueroy
MTX 305 nm CN saliva 80
Plasma
MTX 81
Tabla 1.5.- Otros métodos de determinacion de
metotrexato
Método Procedimiento Ref
Basado en la substraccién de las absorbancias a dos
longitudes de onda y a dos pH.
Aplicacion a farmacos
Fotometria 82
Comparacion de tres métodos basados en el caracter
reductor del MTX
Determinacion en farmacos
Fotometria 83
Meétodo diferencial usando los espectros de absorcién
a pH &cidos y basicos y a dos longitudes de onda
Determinacién en farmacos
Fotometria 84
Fluorescenci
aa485nm Degradacion del MTX, en medio sulfurico.
(8ex = 405 Determinacion en plasma
nm) 85
Electrolito soporte, disolucion reguladora pH 6 y
deteccion a 200 nm
Electroforesi 0.1-100:g/mlPlasma y orina
s capilar 86
Electrolito soporte Na,SO4 con 30% metanol y
Electroforesi deteccion mediante laser.
s capilar Aplicacion a suero 87
Tampdn 90mM-fosfato (pH=5.9) con hidroxipropil-3-
CD. 8 =300 nm.
Electroforesi Plasma
s capilar 88
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Adsorcion del MTX y de su producto reducido sobre

Electroquimi el electrodo de gota de Hg

ca 89
Electroquimi Voltamperometria de redisolucion catédica

ca 90

Estudio de la reduccion del MTX sobre un electrodo
de gota de Hg.
Electroquimi Determinacion en suero
ca 91

1.3.- CARACTERISTICAS DEL ACIDO
FOLINICO O LEUCOVORIN

El &cido folinico (LV), ( &cido 5-formil-5, 6, 7, 8-
tetrahidrofélico) también denominado Leucovorin,
presenta un sistema biciclico conjugado conteniendo 4

atomos de nitrogeno.

Su estructura es de la forma:

0
I

OH H
|
_— N
N ‘ CH,—NH C—NH—CH—CH,—CH,—COOH
)\\
H,N N T
CHO

COOH

Figura 1.5.- Estructura quimica del leucovorin

El leucovorin se considera como parte de
combinaciones de antineoplasicos para el tratamiento de
varios desordenes malignos. Estd quimicamente
relacionado con el &cido félico y actda del mismo modo

que el &cido folico en el cuerpo.
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El leucovorin se usa como terapia de rescate
después de dosis intermedias-altas de metotrexato y
también como modulador del antagonista de la
pirimidina 5- fluouracil (5-FU) (92). El leucovorin junto
con fluorouracilo se usa en el tratamiento de cancer de
colon. También se usa para el tratamiento o prevencion

de ciertas anemias.

El LV originado por una reduccién quimica, no es
estereoespecifico y por lo tanto resultan cantidades
equivalentes de los diasteroisomeros (6R)-LV y (6S)-
LV (93). La actividad bioldgica del LV esta restringida
aparentemente al diasteroisomero (6S)-LV el cual es
convertido rapidamente a su metabolito (6S)-5-
metiltetrahidrofolato (METHF), mientras que el
diasteroisomero (6R)-LV no es metabolizado y es
excretado a traves de los rifiones en un tiempo medio de
alrededor de 7h. (94, 95).

1.3.1.- Métodos mas comunes para la determinacion

del 4cido folinico

La informacion acerca de una fuerte interaccion
entre ambas formas isoméricas, y la poca eficacia del
diasteroisomero (6R) hace pensar que el (6R)-LV podria
inhibir la accion celular del (6S)-LV y (6S)-METHF.
Este hecho ha dado una especial importancia a la
capacidad de purificar el (6S)-LV. Para analizar la

interaccién entre ambos diasteroisdmeros y analizar sus
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farmacocinéticas es conveniente utilizar métodos de
HPLC.

Estos métodos de HPLC, usan una columna quiral
BSA (albdmina de suero bovino) para la separacién y
requiere un complicado proceso de evaporizacion (96-
99).

En la revision bibliografica realizada se observa
que los métodos de determinacion mas usuales son los

cromatograficos.

Hay muchos estudios basados en la determinacion
de &cido folinico mediante técnicas cromatograficas y
méas concretamente mediante HPLC. Muchos de estos
métodos estan basados en la separacion de los isdbmeros
del &cido folinico, aunque también se determina el acido
folinico sélo, junto a sus metabolitos, o0 en unién con

otros analitos de interés clinico.

La columna mas utilizada es de fase apolar C18,
con elucion isocratica 6 en gradiente, con fase movil
conteniendo principalmente metanol & acetonitrilo

/tampon fosfato.

Para la determinacion en fluidos bioldgicos, la
deteccidn es en casi todos los métodos propuestos, UV-
visible. En la mayoria de los casos, las muestras de
plasma contaminada con &cido folinico son tratadas

previamente a la inyeccion. Los detalles mas
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significativos sobre los procedimientos indicados

anteriormente se resumen en la Tabla I.6.

Al analisis de este farmaco y debido a la
importancia que adquiere en este caso, se ha
incorporado con gran fuerza la electroforesis capilar en
sus distintas variantes. Dicha técnica presenta una gran
capacidad en la separacion de enantiomeros. Como
podemos ver en la Tabla 1.7, el capilar méas utilizado es
el de silice fundida recubierto con diferentes geles como
poliacrilamida o poliamida y la deteccién es, en todos
los casos, fotométrica. Se han desarrollado
procedimientos para analisis de 4acido folinico en
preparaciones farmacéuticas y en fluidos bioldgicos.
Mediante electroforesis capilar de afinidad (109) se
pueden separar los enantibmeros del &cido folinico,
también determinan el acido folinico s6lo (110) y se
separa el acido folinico de su principal metabolito, el 5-
metiltetrahidrofolato  (111). Las caracteristicas vy
aplicaciones de los métodos propuestos se resumen en

la citada Tabla.

También se han desarrollado métodos basados en
ensayos radioenziméticos e inmunoensayos (113, 114) y
en ensayos de inhibicion enzimética para determinar

metotrexato en presencia de acido folinico.
Las técnicas electroquimicas han sido escasamente

aplicadas para la determinacion de este analito

habiéndose encontrado sin embargo, un procedimiento
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mediante polarografia diferencial de pulso para

determinar la sal célcica del acido folinico (115).
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Tabla 1.6.- Métodos de analisis de acido folinico
mediante HPLC

Tratamiento
Analito  Deteccion Elusién Muestra muestra Ref.
Los analitos se
extraen del
plasma en
Diasterois  Electroqui cartucho Bond
6meros del mica para Elut RP-18 por
LVy () LVYy elucién con
5-metil  fotométric 0.2 M- metanol/10mM
tetrahidrof aa 313 nm NaH,PO,/1- -Tris fosfato
olato(1) paral propanol (49:1)  Plasma (3:1) pH=7 100
0.1M-Nafosfato
(pH=5.1)
elucion en
Determina gradiente 50
cion de mM-
esteroisém Nafosfato/metan Plasma tratado
eros del  Fotométric ol (1000:37 y con acetonitrilo
LV aa310nm 9:5) Plasma vy centrifugado 101
Resolucié (1) 5mM-tampén
nde fosfato Na
esteroisom (pH7.4)
eros de (1) 25mM-
LV(l)y5- tampon
metiltetrah fosfatoNa
idrofolato  Fotométric (pH7.4)
(D] aa282nm Plasma 102
13%olumna:gradi
ente de 0.25M
tampon
fosfato(pH5) en
Esteroisd 0.25M-tamp6n
meros del fosfato(pH5)/met
LVy anol(1:1)
5-metil 23columna:
tetrahidrof Fotométric  0.25M-tampén MTX como
olato aa310nm fosfato (pH5) Plasma  patroninterno 103
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Extraccion del
LV con
cartucho Sep-
pak C18
pretratamiento

Amperom  0.5M-tampén con metanol y
étrica con fosfato tampon fosfato
electrodo  aménico/metanol amonico
LV de carb6n  /ACN (93:4:3) Suero 104
Tabla 1.6.- Continuacién
Tratamiento
Analito Deteccion Elusion Muestra muestra Ref.
Retencion de
LV en cartucho
C180ODSy
eluido con 5
LV ysus Fluorimétrica mM-fosfato
metabolito  a 365 nm H,0/H;PO, Sueroy tetrabultilamoni
S (exc 308 nm)  (pH=1.5) orina 0 105
LV + Extraccion
fluorourac liquido-liquido
il Plasma del plasma 106
Fotométrica
a254nmy Engradiente
fluorimétrica (ACN/5mM-
LVy a 355 nm KH,PO, pH  Formulaci
MTX (exc 295 nm) 2.3) ones e 107
MTX+7-
OH-
MTX+4c- Fotométrica  Gradiente
5- a310nmy 5mM Sueroy
metiltetrah  fluorimétrica KH,PO, liquido Pre-columna:
idrofolico a355nm /ACN, pH  cerebroes  Supelcosil LC-
+LV (exc 295 nm) 2.3 pinal 18-DB (5um) 108
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10mM-
tamp6n
formato
amonico
(pH3.5),con
N5- un gradiente
metiltetrah de 15-95%
idrofolato, de Extraccion de
LV,MTX ACN/sol.tam los analitos en
y 7-OH- pon (1:3) Fluidos columnas SPE
MTX 305 nm bioldgicos C18 109

Tabla 1.7.- Métodos de determinacion de acido folinico

mediante electroforesis capilar

Analito Electrolito soporte Deteccion Muestra  Ref
Tampon fosfato 0.1 m (pH6)
con 20 mM heptakis-(2,6-di-o- Anélisis
metil)-3-CD como agente farmacéuti
1-L-LV quiral activo 206 nm co 108
Separacion de
enantidmeros  Solucién polimero tratada con Anélisis
del LV 10mM-tampdn fosfato farmacéuti
(E.C.afinidad) (pH7.12) 230 nm co 109
20 mM-fosfato(pH7.2) con Alblmina
LV 1mg/ml de albdmina de suero de suero
(E.C.afinidad) bovino 280 nm bovino 110
Separacion de
LVy5-
metiltetrahidr
ofolato CD como selectores quirales 289 nm Plasma 111
Fosfato/3-hidroxi-
propilciclodextrina, pH 5.9
LVy MTX 300 nm plasma 112
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I.4.- CARACTERISTICAS DEL TRIAMTERENO:

El  triamtereno (TRI) , 2,4,7-triamino-6-

fenilpteridina, presenta la siguiente estructura:

NH,
NT O RN
)|\ ZN~
HNT N7 N7 ONH,

Figura 1.6.- Estructura quimica del triamtereno

Es un agente diurético, que en la mayoria de los
casos, es utilizado como sustancia dopante. En concreto,
en el mundo del deporte, este diurético es tomado
frecuentemente por dos razones: 1. Para obtener una
répida disminucion del peso corporal y 2. Para reducir
la concentracién de drogas en orina, ya que se produce
una elevacion de la cantidad de orina, y por tanto la
concentracion de drogas se diluye. Si se abusa de este
diurético, puede causar graves dafios para la salud,

debido a los posibles efectos secundarios.

El triamtereno se absorbe rédpida pero
incompletamente después de la administracion oral.
Alrededor del 30-70% de una dosis oral, se excreta en la
orina (116). Cantidades variables también son

excretadas por las bilis.

1.4.1.- Métodos mas comunes para la determinacion

del triamtereno
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Las primeras determinaciones de triamtereno se han
hecho en preparaciones farmacéuticas mediante
valoracion acido-base con acido perclérico (117,118),
siendo la técnica méas comUnmente utilizada la
espectrofotométrica UV-visible a 360 nm y a 375 nm.
Guerello y Dobrezky (119) proponen un metodo
espectrofotométrico para la  determinacion  de
triamtereno con furosemida usando un 50% de etanol a
257y 370 nm.

Sin embargo, dada la escasa selectividad de la
espectrofotometria y la necesidad de determinar el
triamtereno en presencia de otros principios activos
también absorbentes, son varios los trabajos
encontrados donde se aplica la medida a dos longitudes
de onda (120-122), o también mediante la formacién de
complejo con algun colorante como azul de bromofenol
y azul de bromotimol (123), con objeto de aumentar su

selectividad.

También se han encontrado trabajos, donde se
realiza una reaccion de derivatizacion previa con objeto
de mejorar sus propiedades absortivas, por ejemplo
generando compuestos que proporcionen
desplazamientos batocrémicos en el espectro de
absorcion. Asi, se propone su derivatizacion con &cido
p-cloroanilico 'y con  2,3-dicloro-5,6-diciano-p-
benzoquinona (124). Con esta pre-reaccion se logra

aumentar el tramo de linealidad de la recta de calibrado
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hasta valores de 150 :g/mL" En la Tabla 1.8 se han
resumido las principales caracteristicas de los métodos

fotométricos més destacados descritos en la bibliografia.

Las propiedades fluorescentes del triamtereno han
posibilitado su determinacion mediante tecnicas
fluorimeétricas aumentando asi la sensibilidad de los
procedimientos propuestos. El triamtereno presenta
fluorescencia nativa, asi se puede determinar en
formulaciones farmacéuticas en presencia de otros
analitos y deméas excipientes mediante fluorescencia
convencional. Rao y col (126), proponen la
determinacion de esta droga mediante un método
fluorimetrico, usando un 85% de &cido formico para
aumentar la sensibilidad y reproducibilidad de la
medida. También se ha determinado triamtereno en
presencia de otras drogas en preparaciones
farmaceuticas utilizando la técnica de fluorescencia
sincrdnica de angulo variable (127,128). El analisis en
fluidos bioldgicos, tales como orina, se ha llevado a
cabo sin la necesidad de una separacion y/o
preconcentracion, mediante la técnica de fluorescencia
isopotencial (130). En la Tabla 1.9, se han recogido las
determinaciones mas significativas y podemos ver que
los procedimientos presentan una elevada sensibilidad

respecto a las determinaciones fotométricas.
Dentro de las técnicas cromatograficas, la mas

utilizada es la de HPLC. Son muchos y muy variadas las

citas recogidas, ya que el triamtereno se determina solo
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0 bien en presencia de otros principios activos. La
columna mas utilizada es la C18, siendo los métodos de
deteccion mas utilizados los fotométricos, y también
fluorimétricos. De todos los procedimientos descritos
cabe destacar la determinacion en orina de triamtereno
conjuntamente con diversos principios activos, tales
como acetazolamida, furosemida, hidroclorotiazida y
amiloride utilizando como fase mdvil dodecilsulfato
sodico/metanol (19:1) y deteccion fotométrica. También
cabe mencionar debida a su elevada sensibilidad el
trabajo referido a la determinacion mediante deteccion
fluorimétrica de TRI utilizando como fase movil
metanol/agua (30/70), ya que el rango lineal es el
comprendido entre 1.5y 70 ng/mL, en diversos fluidos
biolégicos. En la Tabla 1.10, se resumen los trabajos

mas destacados mediante HPLC.

Otras tecnicas como la electroforesis capilar de
zona, principalmente con deteccion fluorescente,
también han sido aplicadas a la determinacion de TRI.
Gonzalez y col determinan este diurético en presencia
de acebutol y bendroflumetazina en muestras de orina
con buenos resultados (148) con un limite de deteccion
de 0.31 fmol, y en presencia de bendroflumetazina y
bumetanida, con un limite de deteccién de 17 fmol
(149). La determinacion de TRI en presencia de su
principal metabolito, sulfato de hidroxitriamtereno, se
ha realizado mediante esta técnica, comparandose los
resultados obtenidos con deteccion UV y con

fluorescencia mediante laser (150).
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Por ultimo, podemos comentar otros trabajos que
determinan este analito haciendo uso de Ia
espectroscopia Raman activada por una superficie,

utilizando como adsorbente la plata (151).

Tabla 1.8.- Métodos de determinacion de triamtereno

mediante espectrofotometria UV-visible

Rango
Analitos 8 (nm) lineal Muestra  Observaciones Ref.
TRly 257y 370 50%
furosemida nm etanol:H,0 119
TRIy 367y 312 Preparacion
benzotiazida nm farmacéutica 120
368 (TRI)
y 271
(hidroclor. Preparacién Espectrofotome
TRI+ benziazida ) farmaceltica tria diferencial 121
Reaccioén con
azul de
bromofenol y
2.5-15  Preparacion azul de
TRI 417 nm :9/mL  farmacéutica  bromotimol 122
Reaccién con
ac. p-
25-150 cloroanilico 6
530nmy :g/mL 2,3-dicloro-5,6-
460nm  (a530 Preparacion diciano-p-
TRI nm) farmacéutica benzoquinona 123
TRl e Espectrofotome
hidrocloro- 2107- 4-36 tria de
tiazida 284.4 ng/mL  Farmacos derivadas 124
TRl e
hidrocloro-
tiazida Farmacos Quimiometria 125
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Tabla 1.9.- Métodos de determinacion de triamtereno

mediante técnicas espectrofluorimetricas

Observacione

Analitos  8ex/8em,nm Rango lineal Muestra s Ref.
Benztiazida,
hidroclorotiazi

day
378.5/439 50-1600 Preparacion  excipientes no
TRI 5 (ng/mL) farmacéutica interfieren 127

En presencia

Preparacion de
TRI 375/440  --m--eeee- farmacéutica  benztoiazida 128
TRI, FUR
furosemid  359/429 Fluorescencia
a TRI 50-150 Preparacion de angulo
(FUR)y  385/417 (ng/mL) farmacéutica variable 129
nirezadin PIR
200- Fluorescencia
488/307- 10-1000 sincronica
TRI 595 (ng/mL) Orina isopotencial 130
Calibracién
TRIly multivariante,
amiloride  365/413  20-100 ng/ml Orina PLS 131
Sueroy Fluorescencia
TRI 240/440 farmacos en fase sélida 132

Tabla 1.10.- Métodos de determinacion de triamtereno

(TRI) mediante técnicas cromatogréficas

Analito Deteccién Elucién  Calibracion  Muestra Ref
TRy Plasmay
metabolitos Isocratica orina 133
Bemetizina, metanol/AC
TRIy N/THF/H,O Formulacié
bupranolol (1:1:2:7) - n 134
THF/2-
propanol/H,
(0]
TRI+hidroclor Fotométrica (62:11:127) Formulacio
otiazida a 266 nm pH=3.8 - n 135
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Fluorimétric
aa>400nm
TRy (exc 340-
metabolitos 380nm)
TRI+ Fotométrica
benztiazida a280 nm
Fluorimétric
aa430 nm
(8ex =230
TRI nm)
TRI
Fluorimétric
TRI+ hidroxi- aa436 nm
TRI (exc 360nm)
Fotométrica
a245nmy
fluorescente
a 389 nm
TRI (exc 270nm)
Amperomét
TRI+furosemi  ricaa +1.3
da+xanthinol \Y
TRI(I) 0 Fluorescent
furosemida(ll) ea41s,
0 440,389y
amiloride(lll) 418 nm (exc
0 286, 365,
bumetanida(lV 233y 228
) nm)

Tampon
fosfato/AC
N/metanol

(35:7:4)

0.01M
trihidrato
acetato
sodico/meta
nol/ACN
(4:3:1)

Gradiente
ACN/fosfat
o,pH 3

10mM
HCIO4/2m
M
trietilamina/
0.1M
acetato
amonico

ACN/tamp6
n 20mM-
KH,PO,

(pH=4)(1:1)

30%ACN
con 5mM-
KH,PO,/KH
2PO4 (pH =
5.5)

0.05M

tampén

fosfato
pH=3/ACN
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4-100 ng/ml

0.3-12.2
:g/mL
(TRI);
0.4-
15.6:g/ml
(benztiazida

)

0.1-20
:g/mL

1-100ng/ml
(TRI)
20-1100
ng/ml
(metabolito)

2-100 ng/ml

5-10 mg/I

(1) 1-20
:g/ml
(11) 5-100 “
(1) 2.5-25

(IV) 0.1-35

Plasmay
orina

Formulacié
n

Orina

Orinay
sangre

Plasmay
orina

Suero

Formulacié
n

Orina

136

137

138

139

140

141

142

143
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Tabla 1.10.- Continuacion

Detecci6 Calibracio
Analito n Elucion n Muestra Ref
Fluorimét
ricaa 430
TRI y otros nm (8  NaH,PO,/SD 0.02-0.1
diuréticos 270 nm) S, pH=3 nag/mL Orina 144
TRl enpresencia  Diodos ~ ACN/HzPO,/
de 17 diuréticos array trietilamina Orina 145
TRI y otros Diodos 40mMSDS/  0.5-20
diuréticos array 4% THF :g/mL Orina 146
Formiato
amoénico
[4cido
HPLC-  férmico, pH 6-1000
TRI y diuréticos MS 35 ng/mL Orina 147
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1.5.- APARATOS Y REACTIVOS UTILIZADOS
EN EL DESARROLLO DE LA MEMORIA

1.5.1.- Aparatos

P pH-metro “Crison”, modelo 2001, con
sensibilidad de + 0.01 unidades de pH, provisto de

electrodo combinado de vidrio y de calomenos saturado.

P Balanza Scaltec, modelo SBA 33, con

sensibilidad de + 0.1 mg

P Bafio de ultrasonido, P. Selecta

P Sistema de obtencion de agua ultrapura, Milli-Q,
consta de dos modulos, uno es el RIOs/elix y el otro un
Milli-Q.

P Espectrofotométro UV-visible Milton Roy,
modelo Spectronic 3000. Se emplean cubetas de cuarzo
de 1 cm de espesor. Posee un sistema de deteccion
“Diode Array” microordenador PC 386 incorporado y

software propio Rapidscan.

P Espectrofotometro de luminiscencia SLM
Aminco Bowman Series 2, equipado con dos ldmparas
de descarga de Xe, una continua de 150 W y otra de
pulsos de 7 W. Esta acoplado mediante una tarjeta
GPIB (IEE-488) a un microordenador PC-38.
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P Ultratermostato Selecta Mod. Frigiterm, capaz de
regular la temperatura entre -10°C y 100 °C, con una
precision de £ 0.1 °C. Este equipo se conecto al soporte
de la cubeta en el espectrofluorimetro SLM Aminco

para estudiar influencias de temperatura.

P Modulo SLM Aminco MilliFlow reactor de flujo
detenido, que amplia el uso del SLM Aminco,
permitiendo el estudio de los cambios de fluorescencia
en reacciones rapidas. El reactor de flujo detenido
MilliFlow consiste en dos jeringas de carga, dos
jeringas de impulsion hacia el departamento de cubeta
de paso Optico 2x2 mm, una jeringa de parada que cierra
el circuito eléctrico, una valvula para llenar las jeringas
de impulsion y otra valvula que permite el vaciado y
limpieza de la celda de medida. Este reactor de flujo
parado MilliFlow esta disefiado de forma que todo el
aparato pueda ser termostatizado de 10 a 45 °C con un

bafio de agua.

P Cromatégrafo Waters 600E, equipado con una
bomba cuaternaria Waters 600 y dos detectores, UV-
visible, Model 486 y fluorescente Model 474. El
sistema esta equipado con una vélvula de 6 vias,
Rheodyne, bucle de 20 pL y columna Nova-Pak C-18
(15 cm x 3.9 mm). Estd acoplado a un procesador
conteniendo el software Millenium version 3.2, desde el

cual se controlan todas las funciones del cromatografo.
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P Cromatdgrafo Hewlett-Packard HPLC Mod.
1100, equipado con desgasificador, bomba cuaternaria,
valvula de inyeccion de 6 vias, bucle de 20 uL y
detector “Diode Array”. El equipo esta provisto de un
ordenador a traves del cual se controlan todas las
funciones del cromatdgrafo asi como la adquisicion y el
andlisis de datos. La columna utilizada fue una Nova-
Pak C-18 (15 cm x 3.9 mm).

P Equipo de electroforesis capilar P/ACE System
5510 de Beckman, equipado con detector “Diode
Array”, sistema de refrigeracion del capilar, carrusel de
34 muestras e inyector automatico. El capilar utilizado
ha sido un capilar de silice (60.2 cm (50 cm de longitud
efectiva) x 75 um). La ventana de deteccion es de 100
pum x 800 pum. El equipo es controlado desde un
ordenador a través del cual se controla todas sus
funciones y también se efectia el tratamiento y
adquisicion de datos.

1.5.2.- Reactivos

n Disoluciones reguladoras o tampon

P Disolucion reguladora de pH = 5.0 preparada a

partir de acetato sodico y acido acético (PANREAC)
siendo su concentracion final total de 0.5 M.
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P Disolucion reguladora de pH = 100 vy
concentracion 0.5 M preparada a partir de cloruro

amonico y amoniaco (PANREAC).

P Disolucion reguladora de Tris-
hidroximetilaminometano-HCI (Tris-HCI) 0.015 M de
pH = 6.80 conteniendo NaCl (10 M) preparada por
dilucién de Tris-hidroximetil-aminometano (SIGMA) y
NaCl (PANREAC) en agua y ajuste del pH mediante
adicion de HCI (SCHARLAU).

P Disolucion reguladora de borato (PANREAC)
100 mM a partir de su correspondiente sal sodica

afiadiendo HCI o NaOH hasta alcanzar un pH de 9.7.

P Disolucion reguladora de fosfato (PANREAC)
100 mM a partir de su correspondiente sal sodica

afiadiendo NaOH hasta alcanzar un pH de 12.0.

P Disolucion reguladora de H3PO,
(SCHARLAU)100 mM ajustando el pH a 2.25 con
trietanolamina (FLUKA).

n Disoluciones estandar

P Disolucién de 4cido félico 100 mg L™.- preparada

por pesada de 0.0100 g de &cido fdlico (SIGMA) y

dilucién hasta 100.0 mL con agua desionizada.
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P Disolucién de &cido folinico 100 mg L™.-
preparada por pesada de 0.0100 g de acido folinico
(SIGMA) vy dilucion hasta 100.0 mL con agua
desionizada.

P Disolucién de metotrexato 100 mg L™.- preparada
por pesada de 0.0100 g de metotrexato (SIGMA) y
dilucién hasta 100.0 mL con agua desionizada. Necesita

medio basico para su solubilizacion.

P Disolucién de triamtereno 100 mg L™.- preparada
por pesada de 0.0100 g de triamtereno (ALDRICH) y

dilucion hasta 100.0 mL con agua desionizada.

P Disolucion de acido pterin-6-carboxilico 10 mg
L™.- preparada por pesada de 0.0010 g de &cido pterin-
6-carboxilico (FLUKA) y dilucién hasta 100.0 mL con
agua desionizada. Necesita medio basico para su

solubilizacion.

P Disolucién de neopterin 10 mg L™.- preparada
por pesada de 0.0010 g de neopterin (SIGMA) y
dilucién hasta 100.0 mL con agua desionizada. Necesita

medio basico para su solubilizacion.

P Disolucién de xantopterin 10 mg L™.- preparada
por pesada de 0.0010 g de xantopterin (ACROS) y
dilucién hasta 100.0 mL con agua desionizada. Necesita

medio basico para su solubilizacion.
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P Disolucién de isoxantopterin 10 mg L™*.-
preparada por pesada de 0.0010 g de isoxantopterin
(SIGMA) vy dilucion hasta 100.0 mL con agua
desionizada. Necesita medio bésico para su

solubilizacion.

P Disolucién de biopterin 10 mg L™.- preparada por
pesada de 0.0010 g de biopterin (FLUKA) y dilucién
hasta 100.0 mL con agua desionizada. Necesita medio

bésico para su solubilizacion.

P Disolucién de creatinina 200 mg L™.- preparada
por pesada de 0.0200 g de creatinina (ALDRICH) y

dilucién hasta 100.0 mL con agua desionizada.
Disolventes organicos utilizados en HPLC:

Acetonitrilo (MERCK, grado HPLC)

n Programas informaticos

P Data Leader, v. 2.01, Beckman Instruments
P Grapher, v. 2.17 y 3.0, Golden Inc. Co.

P Rapic Scan, V. 2.01, Milton Roy Inst. Co.
P Microsoft Qbasic, Derivadas

P El paquete de software Grams 386 Level 1,
Version 2.0, conjuntamente con el paquete de

aplicaciones PLS Plus Version 2.1G (Galactic
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Industries) para la aplicacion de los métodos de

calibracion multivariante PLS y PCR

P Sofware AB2 wversion 1.40, 0OS/2 2.0,

Luminescence Spectrometer

P Sofware Millenium version 3.2, Waters

Chromatography
P Chemstation software Chromatography

P Dell Dimension P133V con P/ACE software.
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CAPITULO I

ESTUDIOS ESPECTROFOTOMETRICOS Y
ESPECTROFLUORIMETRICOS BASICOS DE
ACIDO FOLINICO, METOTREXATO, ACIDO

FOLICO Y TRIAMTERENO
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En este Capitulo se ha realizado un estudio de
las caracteristicas espectrales de los analitos de interés
desde el punto de vista de las propiedades absorbentes y

fluorescentes de las moléculas.

Se ha considerado necesario el establecimiento de
la influencia de la acidez del medio en las propiedades
antes mencionadas, dado que todos ellos son solubles en

medio acuoso.

Aunque nuestro interés estriba en el conocimiento
del comportamiento de la molecula y no en el célculo
exhaustivo de los valores de pK, ya que estos estan
descritos en la bibliografia, hemos comparado los
valores aproximados obtenidos con los encontrados en
la literatura. Hay que indicar por otra parte que los
valores de pK encontrados en la literatura especializada
son en algunos casos, dispares y no estan claramente

asignados.

1.1 .- ESTUDIO DE LAS PROPIEDADES
ANALITICAS DEL ACIDO FOLINICO

11.1.1 .- Estudio espectrofotométrico del &cido

folinico

Influencia de la acidez del medio en los espectros
de absorcion

Este estudio se realizd preparando una disolucion

de acido folinico (LV), en agua, conteniendo una
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concentracién de 30 mg L™ A esta disolucién se le
vario el pH y se registraron sus espectros de absorcion
frente a los correspondientes blancos. En la Figura 11.1
se recogen los espectros obtenidos a diferentes valores
de pH, observandose que los mayores cambios se
producen a la longitud de onda de 354 y 219 nm. A 354
nm el méximo de absorcion sufre un efecto hipocrémico
a medida que aumenta el pH, mientras que a 219 nm
aparece un hombro en medio acido que sufre un efecto
hipercromico a medida que aumenta el pH. EI maximo
situado a 297 nm permanece practicamente invariable

en toda la zona de acidez estudiada.

Absorbancia

0.60 —

0.00

200 250 300 350 400 450
Longitud onda (nm)

Figura 11.1.- Espectros de absorcion de disoluciones
acuosas de acido folinico a diferentes valores de pH.
[LV]=30mgL™

Al representar los valores de absorbancia a 219 y

354 nm frente al pH, Figura I1.2, observamos que a 219
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nm, la sefial aumenta a medida que lo hace el pH,
manteniendose practicamente constante entre pH 3y 12.
A 354 nm, la absorbancia disminuye a medida que
aumenta el pH, no observandose variacion en el
intervalo de pH comprendido entre 3 y 7. A partir de
este dltimo valor la sefial vuelve a disminuir para

practicamente desaparecer a partir de pH 11.
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Figura 11.2.- Influencia del pH en la absorbancia del

acido folinico, a 219 y 354 nm.
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Calculo de las constantes de ionizacién

El estudio de la influencia del pH sobre la
absorbancia del acido folinico, nos permite calcular las
constantes de ionizacién aplicando los métodos de
primera y segunda derivada a los valores de absorbancia
con respecto al pH, obtenidos para los diferentes valores
de pH. Aplicando la primera derivada calculamos el
valor de las constantes de acidez, estimandolos a partir
de los minimos de la curva, y cuando se aplica la
segunda derivada, en el punto de corte con el eje de las
abscisas. Estos puntos coinciden con los puntos de
inflexion de la curva de absorbancia frente al pH. Los
datos obtenidos, a diferentes longitudes de onda se

resumen en la Tabla Il.1.

Tabla I1.1 .- Determinacion espectrofotométrica de los

valores de pK del acido folinico

P < [

12 Derivada 252 | e
219 nm | 23 Derivada 243 | -
12 Derivada 2.56 9.00
2.43 9.20
354 nm | 22Derivada | pKpedio = 2.48 | pKmedio = 9.10
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11.1.2 .- Estudio espectrofluorimétrico del &cido

folinico

Se registraron los espectros de excitacion y emision
del é&cido folinico, el cual presenta una apreciable
fluorescencia nativa, de una disolucion acuosa de 1 mg
L? a la que se le efecto un barrido previo para
seleccionar las longitudes de onda de excitacion y
emision. Los espectros obtenidos se presentan en la

Figura I1.3.

50

30 Fy

20 \

Intensidad de fluorescencia
1
-

200 300 400 500
Longitud onda (nm)

Figura 11.3 .- Espectros de excitacion (—) y emision(--
--) del acido folinico. pH = 5.48; Aex = 285 nm, Aem =
359 nm

Tal como se observa, el espectro de excitacion
presenta un solo maximo centrado a 285 nm y en el

espectro de emision, excitando a 285 nm, se aprecian
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dos méximos a 359 y 440 nm respectivamente, siendo el

de mayor intensidad el primero.

Influencia de la acidez del medio en los espectros de

excitacién y emision del acido folinico. Calculo de las

constantes de ionizacién

El estudio de la influencia del pH sobre la
intensidad de fluorescencia de este analito se ha
realizado en disoluciones acuosas, manteniendo
constante la concentracién en 1 mg L™ y variando el pH
mediante la adicion de HCI y/o NaOH. Los espectros de
excitacion se registraron manteniendo constante la
longitud de onda de emision a 359 nmy los espectros de
emision utilizando como 8ex. 285 nm. En la Figura 11.4
se representan los espectros obtenidos, a diferentes

valores de pH.

Intensidad de fluorescencia

200 250 300 350 400 450 500
Longitud onda (nm)
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Figura 11.4.- Espectros de excitacion y de emision del
acido folinico a diferentes pH. &y = 285 nm, &m = 359
nm. [LV] =1mg L™

Con respecto al espectro de emisién, el maximo de
menor intensidad, situado a 440 nm, aumenta su sefial a
medida que lo hace el pH al mismo tiempo que sufre un
desplazamiento batocrémico situandose a 452 nm a
partir de pH 8.0. Al representar la intensidad de
fluorescencia en funcion del pH para este maximo de
440 nm obtenemos la representacion de la Figura I1.5,
en la que se observan como aparecen 4 zonas de
diferente pendiente correspondiente a 4 posibles valores
de pK.

30

® 440 nm

25 —

20 —

15 4

10 —

Intensidad de fluorescencia

Figura 11.5 .- Influencia del pH sobre la fluorescencia
del &cido folinico
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A partir de los estudios realizados sobre la
influencia del pH en la intensidad de fluorescencia de
este analito y aplicando los métodos de primera y
segunda derivada para 359, 440 y 452 nm calculamos
los valores de pK, Los valores obtenidos a las
diferentes longitudes de onda se resumen en la Tabla
1.2.

Tabla 11.2 .- Valores de pKa obtenidos mediante

espectrofluorimetria.

1a

Derivada | ----- 4.25 10.05
2&

359 nm [ Derivada | ---- 4.25 10.00
1a

Derivada 2.70 - 8.80 10.20
2&

440 nm | Derivada 2.70 5.00 8.80 10.00
1a

Derivada 260 | - 8.10 10.05
23

Derivada 260 | - 8.30 10.00

PRmedio | PKmedio= | PKmedio = | PKmedio =
452 nm =2.65 4.50 8.50 10.05

Si comparamos los pKa obtenidos para el acido
folinico mediante espectrofotometria y
espectrofluorimetria con los encontrados en la
bibliografia (1) (Tabla 11.3), observamos como son
valores muy comparables excepto por la obtencién de

un nuevo valor de pKa aproximadamente en medio
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neutro o ligeramente alcalino que no esté descrito en la

bibliografia.

Tabla 11.3.- Comparacién de valores de pKa.

P o [ oo [ oo [ ok

Fotometria 248 | ---- 9.10 | -----
Fluorescencia 2.65 450 8.50 10.05
Bibliografia 3.10 480 | ----- 104

Los dos primeros valores de pK parecen
corresponder a los dos grupos carboxilos situados en
posicion o y v, siendo el més acido el achacable a la
ionizacion del grupo a-carboxilico. El pKs, no descrito
en la bibliografia, conlleva un desplazamiento
batocromico del maximo situado inicialmente a 440 nm
hasta localizarse a 450 nm. Dicho maximo disminuye
drasticamente para pH>9. Los pK3 y pK, pueden ser
debidos a desprotonaciones de grupos nitrogenados,
concretamente aminas alifaticas ternarias, tal como las
situadas en el anillo pteridinico y la situada en el grupo

de p-aminobenceno.
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1.2 .- ESTUDIO DE LAS PROPIEDADES
ANALITICAS DEL METOTREXATO

11.2.1 .- Estudio espectrofotométrico del metotrexato

Caracteristicas de los espectros de absorcion en funcién

de la acidez del medio

Con el fin de establecer como afecta la acidez del
medio a los espectros de absorcion del metotrexato, se
prepar6 una disolucién acuosa conteniendo 20 mg L™,y
se le varié el pH mediante pequefas adiciones de HCI
y/o NaOH. Se registran los correspondiente espectros de
absorcidn para cada una de los valores de acidez fijados.
Dichos espectros se han representado en la Figura 11.6.
Observamos que en medio aproximadamente neutro,
obtenemos tres maximos de absorbancia centrados a
260, 305 y 375 nm respectivamente. A medida que
disminuye el pH, el maximo situado a 260 sufre un
fuerte efecto hipocromico desapareciendo, mientras que
aparece un nuevo maximo a 240 nm, también
desaparece el maximo situado a 375 nm, de manera que
a pH < 5, se observan s6lo dos maximos a unas
longitudes de onda de 240 y 305 nm. Se observan dos
puntos isobésticos a 246 y 355 nm. En medio bésico los
espectros son similares a los obtenidos en medio neutro,
solo es destacable un ligero efecto hipercromico a
pH>10.
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100 — 100 —

pH 6.64
pH 11.36

0.75 - 075 o
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Figura 11.6 .- Espectros de absorcion de metotrexato a
diferentes valores de acidez. [MTX] =20 mg L™

Si representamos graficamente la variacion de la
absorbancia con el pH a las longitudes de onda de 242 y
375 nm obtenemos la Figura 1.7, donde podemos

observar la existencia de cuatro posibles valores de pK.

En la bibliografia (2) estan descritos 3 valores de
pK, los dos primeros debido a la ionizacién de los
grupos a- y y-carboxilico respectivamente, y el tercero
probablemente al N-1 guanadinico del anillo
pteridinico. El cuarto posible valor de pK, puede ser
debido a la ionizacion de alguno de los nitrégenos
pertenecientes al anillo pteridinico. Debido a la
proximidad entre ellos, hace que no podamos obtener

los valores mediante primera y segunda derivada.
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Figura 11.7 .- Influencia del pH sobre la absorbancia

del metotrexato.

11.2.2 .- Estudio espectrofluorimétrico  del

metotrexato

Este compuesto presenta fluorescencia nativa y con
objeto de localizar sus méximos de excitacion y
emision, se preparan disoluciones acuosas de
metotrexato conteniendo 3 mg L™ y se registran los
espectros de excitacién y emision, manteniendo un
voltaje de 650 V y un ancho de rendija de 8 nm tanto
para excitacibn como para emision. Los espectros
obtenidos se representan en la Figura 1.8 donde se
observan dos méximos de excitacién situados a 270 y
368 nm y un Unico méaximo de emision localizado a 455

nm. Para posteriores experiencias elegimos 8¢ = 270
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nm y 8em = 455 nm, como longitudes de onda de

medida.

Intensidad de fluorescencia
S
|

200 300 400 500 600
Longitud onda (nm)

Figura 11.8 .- Espectros de excitacion (—) y emision (--
--) del metotrexato en medio acuoso. pH = 5.20, Aem =

455 nm, Aexe = 270 nm.

Influencia de la acidez del medio en la fluorescencia

del metotrexato

El estudio de esta variable se realizd preparando
disoluciones acuosas de metotrexato de concentracion 3
mg L' a diversos valores de pH obtenidos por la
adicion de HCI y/o NaOH, de manera que el pH de las
muestras varia entre 2.0 y 12.7. A continuacion se
registran los espectros de excitacion, manteniendo
constante la longitud de onda de emision en 455 nm, y

los espectros de emision, manteniendo la longitud de
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onda de excitacion a 255 nm, para los diferentes valores
de pH, Figura I1.9.
A) B)

10 10

©
1

©
|

Intensidad de fluorescencia

200 300 400 500 600 200 300 400 500
Longitud onda (nm) Longitud onda (nm)

Figura 11.9 .- Espectros de excitacion y emisién de
disoluciones de metotrexato.A) pH entre 2.32 y 5.20; B)
pH entre 7.18 y 12.51

En medio &cido (pH < 4) se observan 2 méximos de
excitacion situados a 270 y 335 nm y un Gnico maximo
de emision localizado a 445 nm, siendo la intensidad de
fluorescencia de estos maximos practicamente
constante. A medida que disminuye la acidez del medio
(pH > 4) se observa un aumento notable de la sefial de
fluorescencia a todas las longitudes de onda y un
desplazamiento batocromico del méximo de excitacion
situado a 335 nm, localizandose a 368 nm, y del
maximo de emision situado a 445 nm localizandose a
455 nm, a partir de pH 4.5. En medios muy basicos, pH
> 11, la sefial de fluorescencia disminuye notablemente
en todas las zonas del espectro, no observandose

variaciones en las situaciones de los maximos.
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La variacion de la intensidad de fluorescencia en
funcion del pH, a las longitudes de onda mas

significativas, se han representado en la Figura 11.10.

10 — ® 270 nm
] @368 nm

Intensidad de fluorescencia

Figura 11.10.- Variacion de la sefial de intensidad de
fluorescencia en el espectro de excitacion a 270 y 368
nm (Adem = 455 nm) y en el espectro de emision a 455 nm
(Aex = 270 nm).

Se observan cambios notables a las tres longitudes
de onda, manteniendose invariable la sefial en el

intervalo de pH comprendido entre 6.0 y 10.0.

Estas variaciones en la sefial de fluorescencia nos
permiten calcular las constantes de ionizacién del
metotrexato mediante la primera y segunda derivada de
las sefiales de fluorescencia con respecto al pH, a las

tres longitudes de onda.
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Los valores correspondientes a las constantes de
ionizacion, a cada una de las longitudes de onda se

resumen en la Tabla I1.5.

Tabla 11.5.- Valores de pK calculados mediante la

derivada de la funcién If / pH

T e [ ek

12 Derivada 5.03 12.25

270 nm | 22 Derivada 5.01 12.10
12 Derivada 5.03 12.25

368 nm | 22 Derivada 5.02 12.15
12 Derivada 5.03 12.25

5.06 12.10

455 nm | 22 Derivada pimgii" Eﬁ“‘;"g’

En la bibliografia se encuentran diferentes valores
para los pK del MTX. Rubino (2) indica que la
molécula de MTX presenta dos ionizaciones debidas a
los grupos carboxilicos: 3.36 (a-carboxilico) y 4.70 (y-
carboxilico) y debido a la presencia de numerosos N
protonables, asigna un pK; = 571 a la posible
desprotonacion del N-1 del grupo guanidinico. No
indica otras posibles desprotonaciones de aminas

ternarias, por ejemplo la situada en el N-10.

La experiencia llevada a cabo en esta Memoria
mediante deteccion fotométrica, nos muestra la
posibilidad de diversos y numerosos equilibrios. Un

primer equilibrio (pH: 4 - 5) que podria ser asignado a
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la desprotonacion de los grupos carboxilicos y un
segundo cambio (pH: 5 - 6.5) debido previsiblemente al
N guanadinico. Adicionalmente y a pH neutros (6.5 -
7.5) se observa un tercer cambio y a pH baésicos (9.5 -
11) un cuarto cambio. Estos dos ultimos se podrian

asignar a la desprotonacion de aminas ternarias.

En fluorescencia solo se observan dos saltos
responsables de los cambios estructurales en la
molécula fluorescente, un primero a pH = 5.03 y un
segundo a pH > 12. Dicho segundo equilibrio se ha
comprobado que es reversible con el pH generando la
forma existente a pH neutros, de donde consideramos
que se trata de un posible equilibrio de desprotonacion
de aminas ternarias y uno causado por un proceso de

hidrolisis.

1.3 .- ESTUDIO DE LAS PROPIEDADES
ANALITICAS DEL ACIDO FOLICO

11.3.1 .- Estudio espectrofotométrico del acido félico

Influencia de la acidez del medio en la absorcién del

acido félico

Para estudiar la influencia de la acidez, se
prepararon disoluciones acuosas de acido félico de 18
mg L™, y se les varié el pH entre 1.5 y 12.0, mediante la
adicion de HCI y/o NaOH. Se registran los espectros de
absorcion frente a sus correspondientes blancos. Dichos

espectros aparecen representados en la Figura 11.11.
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Absorbancia

200 250 300 350 400 450
Longitud onda, nm

Figura 11.11 .- Espectros de absorcion del acido félico

para diferentes valores de acidez.

Observamos en esta figura, como a pH fuertemente
acidos aparece un solo maximo situado a
aproximadamente 300 nm. A medida que aumenta el
pH, aumenta la absorbancia de este maximo al mismo
tiempo que sufre un ligero desplazamiento
hipsocrémico situandose a 285 nm. A partir de pH 8.5
comienzan a aparecer dos nuevos maximos a 255y 370
nm respectivamente, cuyas absorbancias aumentan a

medida que lo hace el pH.

En la Figura 11.12 se representan los valores de
absorbancia del &cido folico, obtenidos para aquellas
longitudes de onda donde el cambio en el espectro es
mas notorio, concretamente 255, 285 y 370 nm y a

distintos valores de pH.
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® 255nm

125 — A 285nm
X 370 nm

1.00 —

0.75 —

Absorbancia
1

050 — |

|
025 —
|

|

I L L B L L L B L L
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

pH

Figura 11.12 .- Influencia del pH sobre la absorbancia

del 4cido félico

Los cambios mas pronunciados los podemos
observar a las longitudes de onda de 255 nm y 285 nm.
En ambos casos, la sefial se mantiene practicamente
constante en un intervalo de pH comprendido entre 3.5
y 7.0.

Con objeto de determinar el valor de pK con mayor
exactitud, se ha procedido al célculo de la primera y
segunda derivada, obteniéndose los resultados de pK

medios que se muestran en la Tabla 11.6.
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Tabla 11.6.- Valores de pK calculados mediante la

derivada de la funcién absorbancia / pH

N ok,
a wwada | o_____
255 12 Derivada 8.14
nm 28 Derivada |  ----- 8.20
a iwvadal 200 | @00 _____
285 12 Derivada 3.00
nm 22 Derivada 292 | -
12 Derivada|  ----- 8.15
----- 8.15
370
i pK dio = pK dio =
nm 22 Derivada omgéo Qmﬁ AO

11.3.2 .- Estudio espectrofluorimétrico del &cido

félico

Se preparan disoluciones acuosas de &cido folico
conteniendo 5 mg L™ y se registran los espectros de
excitacion y emision, manteniendo un voltaje de 650 V
y un ancho de rendija de 8 nm. Los espectros de
excitacion y emision se presentan en la Figura 11.13,
donde se observa que el espectro de excitacion presenta
dos méximos de excitacion situados a 276 y 360 nm. El
registro el espectro de emision se lleva a cabo a estas
dos longitudes de onda de excitacién y en ambos casos
se observa un unico maximo de emision localizado a
438 nm.

Se preparan disoluciones acuosas de &cido folico
conteniendo 5 mg L™ y se registran los espectros de

excitacion y emision, manteniendo un voltaje de 650 V
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y un ancho de rendija de 8 nm. Los espectros de
excitacion y emision se presentan en la Figura 11.13,
donde se observa que el espectro de excitacion presenta
dos méximos de excitacion situados a 276 y 360 nm. El
registro el espectro de emision se lleva a cabo a estas
dos longitudes de onda de excitacién y en ambos casos
se observa un unico maximo de emision localizado a
438 nm.

50 —
40 —

3.0 — /

Sf
1

2.0 — \

0.0 T | T

200 300 400 500 600
Longitud onda (nm)

Figura 11.13 .- Espectros de excitacion (—) y emision (-
---) del &cido folico pH = 5.5, Aem = 438 nm, Aex = 276

nm.

Influencia del pH en las propiedades fluorescentes del

acido félico

Se preparan disoluciones acuosas de acido folico de
concentracion 5 mg L™ a diversos valores de acidez

modificada por la adicion de HCI y/o NaOH, de manera
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que el pH de las muestras varia entre 1.6 y 12.2. A

continuacion se registran los espectros de excitacion y

emision que aparecen representados en la Figura I1.14.

A)
50

4.0

3.0

2.0

Intensidad de fluorescencia

1.0

0.0

B)

4.0

3.0

2.0

1.0

Intensidad de fluorescencia

0.0

Figura 11.14

—pH =296 - 6.36
pH = 2.24
| pH = 1.62
I T I T I T I T ]
200 300 400 500 600
Longitud onda (nm)
pH=7.0
pH = 8.37 - 10.54
i pH =122
T I T I T I T ]
200 300 400 500 600
Longitud onda (nm)
.- Espectros de excitacion y emision de

disoluciones de acido folico para pH comprendido: A)
1.62 -6.36; B) 7.0-12.2
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En medio muy é&cido (pH < 2) se observan 2
maximos de excitacion situados a 276 y 360 nm y un
Gnico maximo de emision localizado a 438 nm. A
medida que disminuye la acidez del medio (pH > 2) se
observa un aumento de la sefial de fluorescencia notable
a todas las longitudes de onda. Para pH > 6.3, se
produce un desplazamiento batocromico del maximo
situado a 360 nm, localizandose a 368 nm. A partir de
pH = 7.0 se produce una disminucién de la sefal
fluorescente que practicamente desaparece a partir de
pH = 12.2. En la Figura 11.15 se han representado las
variaciones de la intensidad de fluorescencia a las
longitudes de onda maés significativas.

4 =

Intensidad de fluorescencia
N
I

Figura 11.15.- Variacion de la sefial de intensidad de
fluorescencia en el espectro de excitacion a 276 y 360
nm (Aem = 438 nm) y en el espectro de emisién a 438 nm
(Aex = 276 Nm)
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Tabla 11.6 .- Determinacién del valor de pKa para el

acido félico

12 Derivada 2.70 7.55
276 nm | 22 Derivada 2.50 7.50
12 Derivada 2.80 7.60
360 nm | 22 Derivada 2.75 7.50
12 Derivada 2.80 7.35
2.80 7.36

438 nm | 22 Derivada pKom;cgo = p_}smjgio

Se observa que los valores de pK obtenidos
mediante  espectrofotometria (296 y 8.16) vy
espectrofluorimetria (2.72 y 7.48) son similares a los
descritos para la molécula base de pterin (2-amino-4-
hidroxi pteridina) que forma el acido folico. Se describe
un pK; = 2.20 asignado a la desprotonacion del N-1
pteridinico y un pK; = 7.86 a la desprotonacion del N-3
del mismo anillo, generando la forma aniénica. Por otra
parte, el notable cambio observado en la sefial de
fluorescencia a pH>11, no parece consecuencia de un
equilibrio de desprotonacion, sino por el contrario
achacable a un proceso de hidrdlisis en medios alcalinos
favorecido en las moléculas de pteridinas que contienen

sustituyentes hidroxi, como es el caso del acido folico

3).
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1.4 .- ESTUDIO DE LAS PROPIEDADES
ANALITICAS DEL TRIAMTERENO

11.4.1 .- Estudio espectrofotométrico de triamtereno

Influencia de la acidez del medio en la absorcién del

triamtereno.

Para estudiar la influencia de la acidez, se
prepararon disoluciones acuosas de triamtereno de 10
mg L?, y se les vari6 el pH entre 2 y 12, mediante la
adicion de HCI y/o NaOH. Se registran los espectros de
absorcion frente a sus correspondientes blancos. Dichos

espectros aparecen representados en la Figura 11.16.

1.60

1.20

0.80

Absorbancia

0.40 —

0.00

200 250 300 350 400
Longitud onda (nm)

Figura 11.16 .- Espectros de absorcion de triamtereno

para diferentes valores de acidez.
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En esta grafica podemos observar en medio acido
dos maximos situados a 255 y 358 nm, asi como un
hombro mal definido a 280 nm. Al aumentar la acidez
del medio se observa un fuerte efecto hipercrémico a
230 nm dando lugar a un nuevo méaximo, y un efecto
hipocromico a 358nm unido a un desplazamiento
batocromico situando el maximo de absorcion a 365
nm. También se puede observar la desaparicion del
maximo situado a 255 y la aparicion de uno nuevo a 270
nm. Como consecuencia de los cambios indicados se
observan claramente puntos isobésticos a 223, 248, 265

y 1360 nm.

En la Figura 11.17, se han representado los valores
de las absorbancias, a los distintos valores de pH fijados
, para aquellas longitudes de onda donde el cambio en el

espectro es mas notorio, concretamente 230 y 358 nm.

20 —
e 230 nm
A 358 nm
16 -
R .
(&)
c
o
S 12
2
o]
< 7 |
08 ‘
7 |
|
04 T—T—T1 71 T T T T T
2 4 6 8 10 12

pH
Figura 11.17 .- Representacion de los valores de

absorbancia frente al pH a distintas longitudes de onda
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Como se puede observar el cambio mas intenso se
produce a 230 nm pudiendose calcular un valor para el
pK = 6.55. Con objeto de determinar el valor de pK con
mayor exactitud, se ha procedido al célculo de la
primera y segunda derivada, obteniendose a 230 nm. De
dichas representaciones se obtiene un valor medio para
el pK de 6.45.

11.42 .- Estudio espectrofluorimétrico  del

triamtereno

Se preparan disoluciones acuosas de triamtereno
conteniendo 0.1 mg L™ y se registran los espectros de
excitacion y emision, manteniendo un voltaje de 650 V
y un ancho de rendija de 4 nm. Se observan tres
méaximos de excitacion situados a 232, 259 y 358 nmy

un Unico maximo de emision localizado a 445 nm.

20 —
16 —

12

Intensidad de fluorescencia

200 300 400 500 600
Longitud onda (nm)
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Figura 11.18 .- Espectros de excitacion (---) y emision
(----) del triamtereno en medio acuoso. pH= 6.82, &m =
430 nm, &x = 357 nm

Influencia del pH sobre la fluorescencia del triamtereno

Se preparan disoluciones acuosas de triamtereno de
concentracién 0.08 mg L™ a diversos valores de acidez
modificada por la adicién de HCI y/o NaOH , de manera
que el pH de las muestras varia entre 1.3 y 12.3. A
continuacion se registran los espectros de excitacion y

emision que aparecen representados en la Figura 11.19

24 —

16 —

Intensidad de fluorescencia

200 300 400 500 600
Longitud onda (nm)
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B)

24 —

Intensidad de fluorescencia

200 300 400 500 600
Longitud onda (nm)

Figura 11.19 .- Espectros de excitacion y emision de
disoluciones de triamtereno para pH comprendido: A)
1.26-6.82 ;B) 7.95-12.33

En medio muy é&cido (pH < 2) se observan 3
maximos de excitacion situados a 220, 259 y 358 nm y
un anico maximo de emision localizado a 448 nm. A
medida que disminuye la acidez del medio (pH > 2) se
observa un aumento de la sefial de fluorescencia notable
a todas las longitudes de onda y un pequefio
desplazamiento de la sefial de emision situandose a 445
nm. Para pH > 6.8, se produce un pequefio
desplazamiento batocromico del méaximo situado a 259
nm , localizdndose a 275 nm, ademas se observa la
aparicion de un nuevo maximo a 232 nm, no

observandose cambios notables en la sefial de emision.
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Para pH > 11, la sefial de fluorescencia disminuye
notablemente en todas las zonas del espectro. En la
Figura 11.20 se han representado las variaciones de la
intensidad de fluorescencia a las longitudes de onda méas

significativas.

e 232 nNmM
25.00 — = 259 nm
e 358 nm
] o 445 nm
20.00 —
y— 15.00 —
wn
10.00 —
5.00 —

0.00 2.00 4.00 6.0r())H 8.00 10.00 12.00
Figura 11.20.- Variacion de la sefial de intensidad de
fluorescencia en el espectro de excitacion a 232, 259 y
358 nm (&m = 445 nm) y en el espectro de emision a
445 nm (8 = 358 nm).

Se observa un cambio notable cuando se miden los
espectros de excitacion a 232 nm, correspondientes a
valores de pK proximos a 6.2. También se observa un
pequefio salto en la zona de pH comprendida entre 1y
2. Para pH >10, la intensidad de fluorescencia desciende
drésticamente no observandose cambios en los maximos

de excitacién o emision.
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Mediante las representaciones de la primera y
segunda derivada de la funcion intensidad de
fluorescencia /pH se obtienen los valores de los posibles

pK que aparecen representados en la Tabla 11.8.

Tabla 11.8.- Valores de pK calculados mediante la

derivada de la funcién If/pH

e
12 Derivada 1.97 6.39
232 nm | 22 Derivada 2.20 6.48
1@ Derivada 1.94 6.39
2.09 6.30

PKmedio= PKmedio=
259 nm | 2° Derivada 2.05 6.39

Si comparamos los valores de pK obtenidos para el
triamtereno mediante espectrofotometria (6.45) vy
espectrofluorimetria (2.05 y 6.39) vemos como uno de
los pK coincide totalmente por ambas técnicas y
también con el encontrado en la bibliografia (6.2) (4).
Este valor de 2.05 es proximo al dado en la bibliografia
para la desprotonacion del N-1 del grupo guanadinico,
en el nacleo de 4-aminopteridina (pK = 3.56) (5).

Los equilibrios &cido-base involucrados en las
aminopteridinas son complejos ya que existen
equilibrios entre varias especies moleculares en forma
neutra (anhidras) y formas cationicas

(predominantemente hidratadas).
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Por ejemplo, si el cation de la 2-aminopteridina no
adicionara agua (cation formado sobre el N-1) su pK
esperado deberia ser 1.6, sin embargo, dependiendo del
sustituyente en 7- va desplazdndose hacia valores
mayores, asi el 2-amino-7- metil pteridina llega a

presentar un pK de 4.29.

Las 4-aminopteridinas parecen comportarse como
cationes anhidros fundamentalmente: las di-, tri-, tetra-
aminopteridinas aumentan su basicidad de forma
continua segun aumentan el ndmero de aminos

sustituidos.

En el caso de la 2,4-diamino pteridina la forma
tautomérica predominante parece ser la forma amino y
no la imino- como en otros derivados, siendo su pK de
5.32. Por otra parte, el valor dado para la 2,4,7-

triaminopteridina es de 6.30 (5).

El cambio observado en los espectros para pH>11,
no se ha asignado dado lo elevado de los valores de pH
medidos, la probabilidad es de generar rotura de la
molécula causante de la pérdida de fluorescencia, ya

gue no se observan desplazamientos de los maximos.
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Capitulo I11.

APLICACION DE LA TECNICA DE
ESPECTROFOTOMETRIA DE DERIVADAS
AL ANALISIS DE TRIAMTERENO, ACIDO

FOLINICO Y METOTREXATO
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I11.1.- INTRODUCCION A LAS TECNICAS DE
ESPECTROSCOPIA DE DERIVADAS

111.1.1 - Concepto, origen y desarrollo

Con el nombre de espectro derivado se conoce a la
representacion grafica, en un determinado intervalo de
longitudes de onda, del cociente diferencial dA/dA,
donde A representa la absorbancia de un espectro
normal y 8 la longitud de onda. No es otra cosa, por
tanto, que la representacion grafica de la pendiente del
espectro normal a cada longitud de onda del intervalo

medido.

Més exactamente, a la representacion grafica del
citado cociente diferencial se le conoce como espectro
de primera derivada, toda vez que cabe representar
derivadas de orden superior de A respecto a 8, dando
lugar a los espectros de segunda derivada (d*A/d8?) v,

en general, a espectros derivados de orden n (d"A/d8").

Estas representaciones graficas resultan muy dtiles
en todos aquellos casos en los que el tratamiento
cuantitativo de los espectros normales sea dificil, o
incluso imposible, tanto en el andlisis de productos
naturales como en el de ciertos compuestos en mezclas,

utilidad que se deriva de su mayor grado de resolucion.

En efecto, las bandas de absorcion que se
encuentran en espectrofotometria UV-Vis son

normalmente muy amplias debido al solapamiento entre
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las muchas transiciones electronicas que pueden tener
lugar. Por esta razon, la determinacion exacta de
longitudes de onda de maxima absorcion de una banda
muy amplia, o la resolucion de mezclas de varios
componentes donde existe solapamiento de los

espectros, suele presentar dificultades.

Asi pues, la puesta en evidencia de la estructura
fina, ya sea con fines de identificacion, como criterio de
pureza o para el control de calidad, puede lograrse
mediante los espectros de derivadas dada su mayor
capacidad de resolucion. Quizad el aspecto mas
importante del espectro de derivadas sea que las sefiales
son proporcionales a la concentracion siempre que se

cumpla la ley de Beer, de lo cual se deduce:

dA_de

TR T

donde dy/d8 es una constante para cada longitud de
onday b es el espesor de la cubeta en cm.

Otro hecho importante es que esta constante de
proporcionalidad, dy/d8, depende de la magnitud del
cambio de la absortividad molar a una longitud de onda
determinada, al variar ésta, en lugar de hacerlo sobre la
magnitud absoluta de y. De esta forma, para espectros
de absorcion que presentan maximos de absorcion muy
pronunciados, dy/d8 alcanza valores muy elevados, lo
que permite determinaciones analiticas de mayor

sensibilidad.
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No puede concluirse, sin embargo, que la
utilizacién de sefiales derivadas aumente la sensibilidad
de la determinacién analitica, puesto que en los casos en
que el espectro de absorcion presenta variaciones
suaves, con maximos poco pronunciados, el valor de
dy/d8 resulta pequefio en comparacién con el anterior, y
la determinacién se hace, en este caso, con menor

sensibilidad.

Estos métodos de resolver la estructura fina de
sefiales eléctricas por diferenciacion se empezé a aplicar
hace aproximadamente 70 afios. En 1920, Lord
Rutherford sugirio la técnica de primera derivada para la
deteccion de discontinuidades en estudios de
espectroscopia de masa de potenciales de excitacion de

gases (1).

En 1953, Morrison (2) llevé a cabo por ordenador
la primera y segunda derivada por curvas diferenciales.
Estas se obtuvieron por sustraccion en pequefos

intervalos.

Pero la utilizacion sisteméatica de las indudables
ventajas de esta técnica de espectroscopia de derivadas
no ha sido posible hasta tiempos relativamente
cercanos, pues, a pesar de haber sido introducida hace
muchos afos, solamente ha podido desarrollarse cuando
se ha dispuesto de la instrumentacion adecuada y
asequible. Asi, la falta de aparatos de precio razonable y

la limitacion de esta técnica a la obtencion de la primera
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derivada, restringieron su aplicacion, durante un tiempo,

a casos especiales.

Afortunadamente, la introduccion del principio de
diferenciacion numérica y la calidad de los aparatos de
derivacion disponibles comercialmente ha hecho posible
la obtencion de derivadas de orden superior con una
instrumentacion sencilla (3) y ha abierto un amplio
campo de aplicaciones a un precio asequible.
Actualmente, practicamente todos los nuevos
espectrofotometros estan acomodados con al menos
sistemas de derivadas de segundo orden, pero la
mayoria pueden incluso llegar hasta el cuarto orden y
algunos incluso hasta un sexto ¢ noveno orden. Esto
hace posible la aplicacion de estas técnicas no solo en
laboratorios de investigacion, sino también en

operaciones de rutina.

En diferentes comunicaciones presentadas en el
Joint Meeting of the Scottish, North East and North
West Regions and Special Techniques and Joint
Pharmaceutical Analysis Groups (Edimburgo, marzo,
1980), se retnen distintos trabajos de interés. Asi, sobre
aspectos teoricos, O’Haver (4) hace referencia a
deteccién y localizacion de longitudes de onda de los
componentes poco resueltos de un espectro complejo
(5), a la reduccién del efecto de las interferencias

espectrales de fondo (6) y la relacion sefal/ruido (7).
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Gans (8), a su vez, trata aspectos relativos a los
métodos numéricos (9-11) y a las aplicaciones analiticas
(12).

111.1.2.- Instrumentacién

Diversas son las técnicas instrumentales que se han
desarrollado para la obtencién de espectros derivados
(13-15). Asi, los espectros de derivadas se pueden

obtener de dos maneras segun el tipo de aparatos:

, Espectrofotometros que utilizan la sefial de salida
que permite la derivada mediante:
a) diferenciacion electrénica
b) tacometro mecanico

c) diferenciacion numérica

, Espectrofotometros que utilizan el sistema dptico,
para lo cual debe tratarse de:
a) aparatos que emplean dos longitudes de
onda
b) mediante modulacién de la longitud de
onda

¢) sustraccion de espectros desplazados

De todas estas posibilidades, la diferenciacion
numérica es la que se emplea con mayor frecuencia, las
derivadas se calculan numéricamente mediante el uso de
ordenadores, a partir de los datos espectroscopicos que
se les hacen llegar mediante el uso de la interfase

adecuada, utilizando diversos algoritmos matematicos.
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En nuestro caso, el software disponible basa su
calculo matematico en la aplicacion del algoritmo de

Savitzky y Golay (9).

I11.1.3 .- Registro y caracteristicas de los espectros

derivados

En el caso de derivacion electronica, la velocidad
de barrido del intervalo de longitud de onda influye
sobre la sefial de ordenadas del espectro de derivadas,
asi como la sensibilidad en sus diferentes posiciones
(asociada a una constante de tiempo distinta). Existe,
por tanto, una gran variedad de posibles ajustes
instrumentales para la obtencion del espectro de
derivadas, no siendo posible dar a priori normas fijas

que sean validas para todos los casos.

A igual constante de tiempo, la segunda derivada
proporciona una mayor sensibilidad y una informacién

mas detallada que la primera.

En los casos de bandas de absorcién muy ancha
debe elegirse una sensibilidad alta y una velocidad de
barrido de la longitud de onda grande, mientras que si se
trata de bandas estrechas, debe utilizarse una constante

de tiempo pequefia y una velocidad de barrido baja.

A continuacion, se muestran los espectros de
primera y segunda derivada de un espectro de absorcion

convencional:
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Figura I11.1.- Espectros primera y segunda

derivada de un espectro de absorcion convencional

Observandose la figura anterior, vemos que los
puntos de inflexion del espectro original dan lugar a un
maximo y a un minimo en la primera derivada,
obteniéndose el valor cero para la posicion del maximo

de absorcion.

En la segunda derivada, los puntos de inflexion del
espectro original se convierten en dos maximos, y el

méaximo de absorcion en un minimo.

Debido al proceso de diferenciacion, y segun las
condiciones instrumentales de registro, la posicion del
cero en la primera derivada, y la del minimo en la
segunda, pueden sufrir un desplazamiento mas o menos
apreciable respecto al méximo de absorcion del espectro

original
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En el espectro de la primera o segunda derivada, la
sefial de ordenadas no es proporcional al valor de la
absorcidn, sino a la pendiente del espectro convencional
siempre que éste esté registrado en absorcion. Es por
esto que el espectro de derivadas puede presentar
valores positivos 0 negativos o bien maximos y

minimos segun el caracter de la pendiente.

Hay que decir, que el que un punto sea maximo o
minimo, depende del sentido en que se barra el intervalo
de longitud de onda, pues el tramo de curva que resulta

creciente en un sentido es decreciente en el contrario.

Para una sustancia absorbente, las posiciones de la
longitud de onda para determinados puntos
significativos del espectro de derivada (méaximos,
minimos y valores cero), asi como la distancia entre

dichos puntos, representan magnitudes caracteristicas.

Desde el punto de vista practico se emplean dos

métodos de andlisis cuantitativo:
1.- Medida de separacion entre picos.

Se mide la separacion entre un maximo y un
minimo vecinos caracteristicos del compuesto en
estudio. Este método (en primera derivada) es apropiado
especialmente para determinaciones en presencia de
turbidez o cuando hay una absorcién de fondo poco
definida.
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2.- Método de la tangente.

Se utiliza para segunda derivada. Consiste en trazar
la tangente entre dos maximos vecinos y se mide, en la
direccion del eje de ordenadas, la distancia entre la
tangente y el minimo situado entre los dos méximos.
Con este método se elimina o se rebaja la influencia de

la absorcién de fondo.

En cuanto a los espectros de derivadas de orden
superior cabe decir que el pico de cada componente del
espectro de absorcion muestra un rasgo caracteristico en

el espectro de derivada en el cual es resuelto.

Podemos decir, que el espectro de derivada
proporciona una mejor huella dactilar que el espectro de
absorcion normal. En algunos casos, también ha sido
posible resolver el solapamiento de bandas de diferentes

especies quimicas.

I11.1.4 .- Ventajas de la espectroscopia de derivadas

Aln cuando ya anteriormente se han mencionado
algunas de ellas, conviene expresar de manera explicita

las siguientes:

a) Medida exacta de &nax:
La primera derivada de un espectro resulta muy (util
para determinar la posicion exacta de sus maximos de
absorcion, ya que en aquel la 84 Vviene determinada

por el punto de corte de la curva con el eje de abscisas.
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b) Mejor resolucion de los espectros:
Una ventaja importante es la mejor resolucién en
que aparece la estructura fina que, a veces, es

complicado ver en un espectro normal.

En este caso, conviene mas emplear la segunda
derivada, ya que los maximos y minimos del espectro
convencional y del de segunda derivada aparecen
practicamente a las mismas longitudes de onda y la
estructura fina del espectro se manifiesta mejor que en

primera derivada.

c) Analisis de muestras turbias:
Las disoluciones turbias presentan, en general, un
aumento continuo de absorbancia hacia longitudes de
onda mas cortas, no ocasionando ninguna variacion

espectral significativa en la primera y segunda derivada.

Por tanto, en el registro de espectros de derivadas
en presencia de turbidez se elimina el efecto de la
absorcion de fondo debida a ésta. No obstante, en las
determinaciones  cuantitativas con  diferenciacion
electronicas la turbidez debe controlarse para evitar los

efectos debidos a la luz dispersa.

d) Determinaciones cuantitativas en sistemas de dos

0 mas componentes:
Es la aplicacion méas importante de Ia
espectroscopia de derivadas, y se hace imprescindible

en el caso de que el componente que se desea
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determinar sélo es visible en el espectro total por un

pequefio pico.

En espectroscopia convencional, estos picos s6lo
pueden ser utilizados aceptando grandes errores
sistematicos. Por el contrario, la espectroscopia de
derivadas permite su utilizacion con errores sistematicos

pequefios e incluso despreciables.

Se han empleado diversos métodos con objeto de
resolver mezclas: en unos casos se ha propuesto medir a
una longitud de onda a la cual no contribuya el
compuesto interferente; en otros, se resuelve el
problema planteando un conjunto de ecuaciones de cuya

solucion se obtengan las concentraciones deseadas.

I11.1.5 .- Métodos para resolver mezclas

1) Técnicas de medida del “zero-crossing™:

Esta técnica emplea el valor absoluto del espectro
derivado del orden que se esté empleando, a un valor de
abscisa correspondiente a una longitud de onda a la que
presente valor cero el espectro derivado del componente
puro cuya interferencia se desee evitar. Las medidas
realizadas a esa longitud de onda en el espectro mezcla
podra ser funcion solamente de la concentracion del
componente que se analiza (16,17). Esta técnica
también permite determinaciones simultaneas en dichas

mezclas.
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Si consideramos una mezcla de dos componentes 1
y 2, que se encuentran en concentraciones C; y Co.
Como la absorbancia es una propiedad aditiva, se

cumplira que:

A =y=C,

Ay =y=Cy
sib=1

A =711=2C1% v,=C,

donde y1 y y» son las absortividades molares respectivas

de ambas sustancias.

Si derivamos respecto a la longitud de onda,

obtendremos la primera derivada del espectro suma:

dA de: de.

W = C1W+ CZW
donde vemos que la pendiente de la curva espectral es
suma de las pendientes individuales de cada

componente.

Si se opera a una longitud de onda tal que se
verifique que dy,/d8 = 0, esto es, a la longitud de onda
correspondiente  al maximo de absorcion  del
componente 1, podremos determinar la concentracion

del componente 2, ya que en este caso se cumplira que:
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El dnico requisito para la determinacion es que las
longitudes de onda correspondientes a los maximos de
absorcion de los dos componentes estén suficientemente

diferenciadas:

A

b

Figura 111.2.- Determinacion de dos componentes

Operando a la longitud de onda 8;, la medida de la
distancia AB permite determinar la concentracion Co.

Anéalogamente, puede determinarse C;.

La exactitud conseguida en la mezcla de
componentes, depende de los pardmetros siguientes:
i) Relacion de la altura de la banda que interfiere y

de la banda de interés analitico.
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ii) Lo mismo respecto a la anchura medida.
iii) Separacion entre los maximos de absorcion de

los componentes.

2) Método de regresion lineal a multiples longitudes

de onda:

Para cada longitud de onda, la absorbancia de una
mezcla de dos componentes se puede expresar por:

A= ylzb;Cl + 'YzEbECz
donde y y C son las absortividades y concentraciones

respectivas de los analitos.

Las absortividades se calculan a partir de los
valores de la absorbancia de una disolucion patrén. Asi,

para cada componente:

Api = yiEbECpi

donde Cy; es la concentracion del componente i en el

patrén.

Operando con las ecuaciones anteriores, y si C; =

C, =1, se obtiene:

A . Av:
A Aw

C.

Representando Ai/Ap: frente a Apo/Ap1, para cada
longitud de onda, se obtiene una recta, cuya ecuacion se
ajusta por minimos cuadrados, en la que las
concentraciones de los dos analitos se deducen de los

valores de la ordenada en el origen y la pendiente.
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Los coeficientes de correlacion, r, de la recta, y la
desviacion estandar, @,, son los parametros que nos
indicaran el grado de ajuste del espectro experimental
frente al calculado.

Este método sirve, ademads, como criterio de
seleccion del intervalo de longitudes de onda mas
apropiado para la determinacion, puesto que s6lo se
obtendrén lineas rectas para las longitudes de onda en

las que se cumpla la aditividad de las absorbancias.

3) Método de derivada de espectros cocientes:

Una posibilidad nueva de célculo ha sido
desarrollada por F. Salinas, J.J. Berzas y A. Espinosa-
Mansilla (18) operando sobre cocientes de espectros de
absorcion. Si tenemos en cuenta las mismas condiciones
que se tuvieron al exponer el método de regresion lineal
a multiples longitudes de onda, para dos componentes y
realizando medidas de absorbancia a diferentes
longitudes de onda, y tomando tantas medidas como sea
posible dentro de una determinada zona del espectro, se

Ilega a las ecuaciones antes utilizadas:

Ea B RS Y Ao
Alpi N ' Alpi ’ A2pi N ’ A2pi

C.

Si derivamos estas ecuaciones respecto a la

longitud de onda, 8, obtenemos:
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TSI I A T
di\ A/~ dI\ A/ di\ Az, dI\ Az

que indican que la derivada del cociente entre el

espectro correspondiente a la mezcla de las dos
sustancias y el espectro correspondiente al patron de una
de las sustancias (patron de concentracion unidad) nos
da una magnitud que es proporcional a la concentracion

de la otra sustancia, a cualquier longitud de onda.

Lo anterior equivale a decir que cuando se toman
como sefiales analiticas, a una determinada longitud de

onda i(ij 5 i( A
rdlv Ay dl\ A

j se pueden establecer rectas

de calibrado utilizables para las determinaciones del
componente 2 o del componente 1, respectivamente, sin
que la presencia del otro componente, en cada caso

produzca interferencia.

Sean dos componentes, 1y 2. Si se cumple la ley de
Lambert-Beer y b = 1, el espectro de absorcion vendra
dado por:

Aig =y18=C1 +728 =Cy

donde A s es la absorbancia de la mezcla a la longitud
de onda 8,y y13Y v2s son las absortividades molares a

esa misma longitud de onda 8.

Si la anterior ecuacion se divide por la del espectro
de una disolucion patron de 1, de concentracion C;°, se

puede escribir:
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Al,l _ Cl + eZ,ICZ
e.C° C.° e.C°

que, multiplicada por C;°, conduce a:

A €2,
=C.:+C;

1,1 el, |

Representado A; g/y1 s frente a y2 s/y15, Se obtiene
una linea recta, cuya ordenada en el origen proporciona

Ci, y cuya pendiente es C,.

También se puede calcular 2 en presencia de 1

empleando la primera derivada de la ecuacién anterior:

i( A ) ) ( Cz)i(emj
dt\e.C.°/ \C.°/ dt\e.

Ecuacion que muestra que la derivada del cociente

de espectros para la mezcla s6lo depende de los valores
de C, y de C;°, siendo independiente del valor de C; en

la mezcla.

Para establecer la curva de calibracion se registran
y almacenan espectros de disoluciones de diferentes
concentraciones de 2 y el espectro de una disolucién de
1 puro de concentracion C;°. Las amplitudes para 2
seran entonces divididas por las correspondientes de 1
para cada longitud de onda, operando como antes se ha
dicho, esto es, diferenciando el cociente de espectros asi
obtenido y representando para una determinada longitud
de onda frente a C,. Andlogamente puede calcularse el

componente 1.

123



MENU SALIR

Capitulo 111.- Aplicacion al estudio de espectrofotometria de
derivadas

I11.1.6 .- Factores que influyen en los espectros

derivados

Cuando se calcula una derivada a partir del espectro
original, se debe buscar siempre un compromiso entre la
fidelidad con que se calcula la derivada y la razon

sefal/ruido.

La disminucion de la relacion sefial/ruido puede
conseguirse promediando el calculo de la derivada sobre
una zona de longitudes de onda que sea grande
comparada con la estructura del ruido, esto es,
empleando un )8 mayor para calcular la derivada; sin
embargo, al aumentar el rango de longitudes de onda, la
derivada estard mas distorsionada. Es conveniente que

comentemos los dos aspectos siguientes:

Distorsion:
Una curva derivada, calculada con un incremento
de longitud de onda finito, se distorsiona debido a una
disminucion en la sefial derivada y a una disminucion en

la resolucion.

Existe una medida cuantitativa de la disminucion de
la sefial derivada que se obtiene definiendo el factor de
distorsion, Fng, como la maxima altura medida del
maximo a minimo calculada con una longitud de onda

finita ()8) dividida por la calculada exactamente (d8):
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Fns = Hnys / Hnas
Es importante sefialar que la distorsién no afecta a
la linealidad de la sefial derivada con la concentracién,

pues 8" es un operador lineal.
Relacion sefial/ruido:

La relacion sefial/ruido (S/N) va disminuyendo al
aumentar el orden de la derivada.

El ruido de un espectro normal se puede expresar
como la desviacion estdndard de la absorbancia del
blanco, ®, . Para una n-ésima derivada, la desviacion
estandar, ®@,, se calcula a partir de ®, empleando las
reglas de propagacion de errores.

La relacion sefal/ruido de una sefial derivada
depende de la forma del espectro. Si la banda es
gaussiana y suponemos que S/N es 1 en el espectro de
orden cero: para la primera derivada seria 2.02/M, para
la segunda 3.26/M?, para la tercera 8.10/M°, para la
cuarta 17.8/M*, etc., donde M es el nimero de puntos

del pico a mitad de altura.

Debido a esta disminucién de S/N, los métodos de
derivacion utilizados emplean técnicas de suavizado
para controlar el incremento del ruido. Este proceso de
suavizado, se hace mediante una funcién de suavizado
la cual consiste en un conjunto de coeficientes de peso.
Los diferentes métodos de suavizado existentes difieren

de la forma de calculo de los coeficientes.
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El efecto de suavizado depende de dos variables:
a) la razon de suavizado, que es el cociente de la
anchura del pico suavizado por el nUmero M de puntos
de anchura a mitad de altura.

b)el nimero de veces que se efectda el suavizado

El valor de )8 debe ser del orden de la amplitud de
la semianchura de la banda que el analista desea
resolver o separar. Un aumento apreciable de )8
distorsiona la derivada de su forma exacta, pero
aumenta la relacion sefial/ruido y la capacidad de
obtencion de derivadas de orden superior. Por el
contrario, una disminucion de )8 proporciona una mayor

resolucion, pero también un mayor ruido.

111.1.7 .- Seleccién del orden de derivada

Como se ha indicado, la resolucion y distincion de
picos aumenta con el orden de derivada, mientras que la
relacion sefal/ruido decrece. En cualquier caso, resulta
que:

, La primera derivada es el orden 6ptimo s6lo cuando el
espectro de absorcion es generalmente ruidoso.

, La segunda derivada proporciona mejor resolucién, un
rango caracteristico mas féacilmente identificable (un
minimo frente a una pendiente negativa) y una relacién
sefial/ruido satisfactoria.

, Cuando la estructura no es muy apreciable en el
espectro de absorcidn, es necesario obtener la tercera o

cuarta derivada para una buena resolucion
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111.1.8 .- Aplicaciones

Las aplicaciones de la espectrofotometria de
derivadas son muy numerosas tanto en lo relativo a la
determinacion de especies inorgénicas como de especies

organicas.

La determinacién cuantitativa de mezclas de
compuestos con bandas de absorcion solapadas es uno
de los campos de aplicacibn mas extensamente
desarrollados en los ultimos afios. O'Haver y Green (19)
desarrollan el tratamiento de estas técnicas cuando se
aplican al solapamiento de bandas y realizan un estudio
de los errores sistematicos debidos al azar y asociados a

los procesos de medida (20).

Fell y Smith (21) aportan estudios relativos a
espectros solapados que poseen la misma posicién del
maximo y la misma amplitud de la sefial. Este trabajo es
importante desde el punto de vista analitico, ya que
pone de manifiesto la posibilidad de anular la sefal
correspondiente a un componente que presenta una
banda muy ancha en comparacién con otro compuesto
que la presenta estrecha. De esta forma sera posible
eliminar algunas interferencias por simple derivacion de

los espectros.

Un caso extremo de “banda ancha” es la que

origina una suspension coloidal, una disolucion turbia,
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cuyo espectro es practicamente plano y que se anula
casi totalmente al realizar la primera derivada.

Estos hechos, y los indicados como base del
método de medida “zero crossing” o de la anulacion de
la sefial debida a un componente a una determinada
longitud de onda, constituyen la base de numerosas
aplicaciones analiticas de la espectroscopia de
derivadas.

En esta Memoria, no pretendemos hacer una
revision exhaustiva sobre las aplicaciones de esta
técnica por lo que solo nos cefliremos a las
publicaciones méas recientes, tanto en el campo de la
quimica inorgdnica como en la determinacion de

compuestos organicos.

i) Aplicacion en andlisis inorganico:

El uso de técnicas de derivadas para la
determinacion de constituyentes inorganicos es escaso,
quizé porque existen en la bibliografia muchos métodos
selectivos para los distintos iones inorganicos. Los
elementos de las series de transicion interna han sido
muy estudiados por espectrofotometria de derivadas,
dado que, como es bien sabido, los espectros de
absorcion de sus sales muestran bandas agudas muy
apropiadas para resolverlas por derivadas de diferentes
ordenes. Ren y col. (22) proponen el uso de la tercera
derivada para la determinacion rapida de pequefias
cantidades de Nd, Ho, Er y Tm en una mezcla de tierras
raras, asi como la mezcla de Smy Eu (23). También se

han resuelto varias tierras raras utilizando primera,
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segunda, tercera y cuarta derivadas de los espectros de
absorcidn de sus respectivos cloruros (24). Ren y Tong
(25) determinan simultaneamente por segunda derivada
mezclas de tierras raras conteniendo Pr, Nd , Sm, Eu,
Dy, Ho, Er y Tm sin separacion previa y los resultados
son favorablemente comparados con los obtenidos por
extraccion cromatografica y métodos de fluorescencia

de rayos X.

Las publicaciones més recientes estan basadas en
las determinaciones de iones inorganicos basadas en los
espectros derivados de sus complejos con ligandos
organicos. A modo de ejemplo citaremos las siguientes:
Determinacion de Co y Fe, en agua de rio, previa
formacion de complejos con 3-(4-fenil-2-piridinil)-
1,2,3-triazina (26), Mg (Il) y Cu (I1) en presencia de
1,3,8-trihidroxy-6-metilantraquinona como  reactivo
complejante (27). Ferreira y col. (28) determinan Al
(1) en presencia de azul de hidroxinaftol en diversas
aleacciones de Fe previa formacion de un complejo con

1-(2-tiazolilazo)-2-naftol en materiales geoldgicos (29).

Otras determinaciones propuestas son la de Pd (Il)
y Co (1) con &cido dietilen-triaminopentaacetico (30),
Ni (1) y Cu (ll), en aleacciones, y con
diacetilmonoxima benzoilhidrazona (31).

También se han propuesto métodos para la
determinacion de aniones inorganicos mediante esta
técnica, previa formacion de complejos coloreados. Asi,
se han determinado nitratos y nitritos, en muestras de

carne (32), y fosfatos y silicatos en muestras de agua y
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detergentes, previa formacion de complejos con
molibdato en presencia de ascorbico (33) y con acido 1-

amino-2-naftol-4-sulfonico (34).

ii) Aplicacion en andlisis organico:

Es en la determinacion de compuestos organicos
donde la espectrofotometria de derivadas ha encontrado

su mayor desarrollo.

Actualmente, el mayor ndmero de trabajos
recogidos en la bibliografia se refiere al campo de la
quimica farmacéutica, bien a la determinacién selectiva
de principios activos en presencia de otros de estructura
similar, 0 a la determinacién simultanea de varios
principios activos en farmacos, o en fluidos bioldgicos.
Como ejemplo de este tipo de anélisis, tenemos la
determinacion de efedrina con 1,2-naftoquinona-4-
sulfonato (35), la combinacién clopamida-pindolol (36),
acido mefenamico-paracetamol (37), combinacion muy
frecuente debido a su accion analgésica y antipirético, y
acido ascorbico-paracetamol (38) en formulaciones
farmacéuticas mediante espectros derivados de primer

orden.

También se han propuesto métodos para la
determinacion simultanea de hidroxocobalamina -
cianocobalamina como parte de venenos cianidicos en
fluidos biolégicos (39). Piroxican y su mayor
metabolito 5-hidroxipiroxican, utilizado en afecciones

que precisan accién antiinflamatoria, se han
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determinado mediante espectrofotometria de primera
derivada concretamente en plasma humano (40).
Cefsulodin - acido clavulanico (41) y cefaloten -
cefoxiten (42) en soluciones fisiologicas, cefuroxima 'y
cefadroxil (43) en orina y la combinacion
sulfametoxazol-trimetoprima como tratamiento en
infecciones respiratorias (44), también han sido

determinados mediante primera derivada.

Una combinacion  importante como  es
rifampicina-isoniazida (45) en el tratamiento de la
tuberculosis, también ha sido resuelta mediante el uso
de espectrofotometria de derivada de primer orden en

formulaciones farmacéuticas.

Por espectrofotometria de derivada de segundo
orden ha sido determinado astemizol en preparaciones

farmacéuticas (46).

La espectrofotometria de derivada de primer orden
también ha sido utilizada para estudios de estabilidad de
compuestos tales como omeprazol (47) utilizado en el
tratamiento de Ulceras gastricas y lorazepam (48)

perteneciente a la familia de las benzodiazepinas.

Cabe mencionar el estudio cuantitativo mediante
derivada de primer orden de metronidazol administrado
en el tratamiento de infecciones postoperatorias, en
combinacion con ciprofloxacino (49), agente bactericida

perteneciente al grupo de las fluoroquinolonas.
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En cuanto a la determinacion de antibidticos,
podemos mencionar los trabajos encaminados a la
resolucion de mezclas de tetraciclinas, concretamente
oxitetraciclina y doxiciclina, (50) en compuestos
farmacéuticos, orina y miel, llevados a cabo en nuestro
propio Departamento. Tambiéen se ha resuelto la mezcla

de sulfatizaol y sulfanilamida (51).

Compuestos de naturaleza antibacteriana como
trimetoprima, sulfametoxazol y sulfametoxipiridazina
(52), también han sido resueltos por primera derivada en

productos vegetarianos y mezclas farmacedticas.

Es de destacar la determinacion de una mezcla
binaria muy utilizada en la terapia de la enfermedad de
Parkinson como es levodopa-benserazida resuelta
recientemente por Uslu y colaboradores (53) mediante
la aplicacion de la espectrofotometria de primer orden
en productos farmaceuticos. También es importante
destacar un principio activo muy utilizado en el
tratamiento de la esquizofrenia como es la olanzapina
(54) el cual ha sido determinado por diferentes métodos
analiticos entre ellos espectrofotometria de primera

derivada.
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El trabajo que presentamos ha empleado la técnica
de derivada a la resolucion de mezclas binarias
formadas por triamtereno-acido folinico y metotrexato-

acido folinico.
Los metodos optimizados se han aplicado al

anélisis de muestras de orina enriquecidas con los

analitos de interés.
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I11.2.- RESOLUCION MEDIANTE PRIMERA
DERIVADA DE MEZCLAS BINARIAS DE
TRIAMTERENO-ACIDO FOLINICO Y
METOTREXATO-ACIDO FOLINICO.

De los estudios previos realizados referentes a los
espectros de absorcion de disoluciones de triamtereno,
metotrexato y 4&cido folinico (leucovorin) podemos
concluir la gran semejanza existente entre los espectros
de metotrexato y de acido folinico cuyas longitudes de
onda de méxima absorcion son muy parecidas. Sin
embargo existe una mayor diferencia entre los espectros

de triamtereno y &cido folinico.

Esto nos ha llevado a estudiar las condiciones
Optimas que nos permitan proponer métodos, mediante
espectrofotometria UV-Visible, para determinar acido
folinico en presencia de cualquiera de los otros dos
compuestos, ya que se administran conjuntamente en

diferentes tratamientos médicos.

En primer lugar se han registrado los espectros de
absorcion de estos tres compuestos en medio acuoso
entre 240 y 440 nm. En las Figuras I11.3 y 111.4 se
muestran los espectros de absorcién para acido folinico
y triamtereno y, é&cido folinico y metotrexato,
respectivamente. En ellos se observa que, es posible
llevar a cabo la determinacion de triamtereno en

presencia de acido folinico ya que existe un intervalo de
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longitudes de onda donde absorbe el primero sin

interferencia del segundo.

Sin embargo para determinar acido folinico (en
presencia de triamtereno), o para determinar
simultineamente  acido folinico 'y metotrexato
previsiblemente se podr recurrir a la espectrofotometria

de derivadas.

Antes de comenzar con el estudio de las variables
instrumentales, a modo de observacion previa, se
obtuvieron los espectros derivados de primer orden de
las disoluciones anteriores. Estos espectros aparecen en

las Figuras I11.5y 111.6.

1.60—

_
[\
T

Abgorbancia

000771 T T T
240 280 320 360 400 44(
Longitud onda (nm)

Figura 111.3 .- Espectros de absorcién de triamtereno
(—) (20 mg L™) y de &cido folinico (----) (30 mg L™).
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Longitud de onda (nm)

Figura 111.4 .- Espectros de absorcion de disoluciones
de metotrexato (—) (5 mg L™) y de &cido folinico (10

mg L) ()

0.02—

Sefal Derivada

‘003 T | T | T | T | T |
240 280 320 360 400 440
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Figura 111.5 .-Espectros derivados de primer orden de

triamtereno (—) y de &cido folinico (----)
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240 280 320 360 400 440
Longitud de onda, nm

Figura 111.6 .-Espectros derivados de primer orden de

metotrexato (—) y de &cido folinico (----)
111.2.1 .- Influencia del pH

Con objeto de seleccionar el pH al cual se observen
las mayores diferencias en los espectros de absorcion,
para resolver la mezcla triamtereno - &cido folinico, se
han registrado espectros de disoluciones de &cido
folinico y de triamtereno a diferentes pH. Algunos de

estos espectros se recogen en la Figura I11.7.
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Absorbancia

pH=122
0.8 —

Acido folinico

fffff Triamtereno

0.0

240

280 320 360 400 440 480

Longitud onda, nm

Figura 111.7 .-Espectros del &cido folinico y del

triamtereno a diferente valores de pH

Un estudio similar se ha efectuado con objeto de

seleccionar el pH mas adecuado para resolver la mezcla

de é&cido folinico y metotrexato. Los espectros a

diferentes pH, se recogen en la Figura I11.8.
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Figura 111.8 .- Espectros de absorcion del &cido

folinico y del metotrexato a diferentes pH.
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Podemos observar que para acido folinico y
triamtereno no se observan diferencias notables a los
distintos pH ensayados. Sin embargo, en el caso de
acido folinico y metotrexato, las diferencias espectrales
son mayores a partir de pH ligeramente &cidos, y en
medio basico.

Evitando la utilizacion de medios bésicos que
pueden inducir inestabilidad en los derivados
pteridinicos, se elige como éptimo un pH 5.0 para llevar
a cabo los posteriores estudios. Dicho medio se fijara

con tampon HAc / NaAc.

111.2.2 .- Seleccién de las condiciones instrumentales

Las variables instrumentales vienen determinadas
por el tipo de espectrofotometro utilizado y por la forma
de obtener la derivada. En nuestro caso se utiliz6 un
espectrofotometro Beckman DU-50, conectado a un
ordenador PC-286, equipado con el programa Data
Leader para el tratamiento de datos. Este programa
permite filtrar los espectros de absorcién a través de
diferente nimero de puntos experimentales y obtener

los espectros derivados con diferentes )S.

Para estudiar la influencia de estos pardmetros
instrumentales se ird variando uno de ellos mientras se

mantienen fijos los demaés.

111.2.2.1.- Influencia del filtrado

141



MENU SALIR

Capitulo 111.- Aplicacion al estudio de espectrofotometria de
derivadas

Un inconveniente de la técnica de derivada es que
la relacién entre la sefial y el ruido de fondo disminuye
progresivamente a medida que aumenta el orden de la
derivada. Una forma de minimizar el ruido es filtrar los
espectros utilizando el método de Savitzky y Golay en
una operacion que el programa utilizado permite
realizar.

Para seleccionar el grado de filtracion de los
espectros, se prepararon muestras en matraces de 25.0
mL, conteniendo: diferentes cantidades dependiendo del
analito, 5.0 mL de disolucién reguladora HAc/NaAc de
pH 5.0 y agua desionizada hasta enrase. Se registraron
los espectros de absorcion entre 240 y 440 nm frente a

un blanco de disolucion reguladora.

Estos espectros se filtraron a través de diferente
namero de puntos experimentales y de cada uno de los
espectros filtrados se obtuvo la primera derivada con un
)8 de 11 nm.

En la Figura 111.9, se muestran algunos de los
espectros de primera derivada de los tres compuestos en
estudio, obtenidos con diferente nimero de puntos
experimentales y comprobamos que los resultados son
similares para todos los compuestos. Se observa que
aunque las sefiales analiticas no varian de forma
apreciable a medida que aumenta el niUmero de puntos
experimentales utilizados para la filtracion, el ruido que
presentan los espectros derivados disminuye. Por lo

tanto, en sucesivas experiencias se filtraran previamente
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los espectros a traves de 13 puntos experimentales y a

partir de ellos se obtendra los espectros de primera

derivada.
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Primera derivada

Primera derivada
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VST 1 71 T 1 1
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Primera derivada

Figura I111.9 .-Espectros derivados de primer orden ()§
= 11 nm) obtenidos a partir de un espectro de
triamtereno (1), 8 ppm; acido folinico (II), 15 ppm vy
metotrexato (111), 10 ppm vy filtrados a través: (a) de 5
puntos experimentales, (b) de 13 puntos experimentales
y (c) de 21 puntos experimentales.

111.2.2.2.- Influencia del )&

Para optimizar esta variable se han obtenido los
espectros derivados, filtrados a través de 13 puntos
experimentales y variando sistematicamente el valor de

)8.
En la Figura 11.10 se muestran los espectros

derivados de primer orden, obtenidos con diferentes

valores de )8. Se observa que estos espectros no
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presentan variacion en su forma, aunque a determinadas
longitudes de onda se pierde algo de sensibilidad al
aumentar el )8. Sin embargo esta péerdida de sensibilidad
es muy poco importante en la zona de longitudes de
onda que nos interesa. Ademas el ruido que presentan
estos espectros derivados es mayor cuando la derivada
se obtiene con pequefios valores de )8. Por esta razon
hemos elegido un )8 = 11 nm para posteriores
experiencias, pues con este valor el ruido desaparece sin
que tengamos una pérdida apreciable de sensibilidad a

la longitud de onda que nos interesa.

11.2.3 .- Seleccion de las longitudes de onda de

medida

Con el fin de seleccionar las longitudes de onda
mas adecuadas para la determinacion conjunta de
triamtereno y acido folinico y de metotrexato y acido
folinico, se registran los espectros independientes de
disoluciones acuosas de pH 5.0 de triamtereno, de acido

folinico y de metotrexato.

Se filtran los espectros a través de 13 puntos
experimentales y se obtuvieron los espectros derivados

de primer orden con un )8 =11 nm.

En la Figura 111.11A se representan los espectros de
absorcion de la mezcla triamtereno-acido folinico.
Como puede observarse, el triamtereno presenta un

méaximo de absorcion a 357 nm, longitud de onda a la
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cual el &cido folinico no presenta absorcion, esto nos va
a permitir determinar triamtereno en presencia de acido
folinico midiendo directamente en su maximo de

absorcion.
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Figura 111.10 .-Espectros derivados de primer orden
obtenidos a partir de un espectro de triamtereno (1), 8
ppm; acido folinico (I1), 15 ppm y metotrexato (111), 10
ppm vy filtrados a través de 13 puntos experimentales:
(@) con )8=5nm, (b) con )§=11nmy (c) con )§=21
nm.

Sin embargo, el é&cido folinico no puede
determinarse en presencia de triamtereno puesto que no
existe ninguna zona del espectro donde no se produzca
interferencia. Para intentar solventar este problema,
registramos la primera derivada de los espectros de
ambos analitos y se representan en la Figura 111.11B.
Podemos observar, que existe una longitud de onda, a
305.6 nm, donde el triamtereno no presenta sefial, por
tanto, a esta longitud de onda podremos determinar el

acido folinico en presencia de triamtereno.
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Para posteriores experiencias elegimos como
longitudes de onda de medida, para la determinacion de
triamtereno, la absorbancia a 357 nm y para la
determinacion de acido folinico la sefial de la primera

derivada a 305.6 nm, midiendo la amplitud de la misma.

1.60

Absorbancia
o
(o)
o
|

0.00 T T T T T T T )
240 280 320 360 400 440
Longitud onda (nm)

Sefial Derivada

'003 T | T | T | T | T |
240 280 320 360 400 440
Longitud de onda (nm)

Figura 111.11 .- (A) Espectros de absorcién y (B)
espectros derivados de primer orden de disoluciones de

triamtereno (— ) y acido folinico(----).
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En cuanto a la resolucién de la mezcla metotrexato-
acido folinico, tal como se observa en Figura I11.12A,
los espectros de absorcion de ambos compuestos estan
muy solapados por lo que no es posible su
determinacion conjunta en el espectro de orden 0. Para
intentar resolver esta mezcla, registramos los espectros
derivados de primer orden, con las variables
instrumentales previamente optimizadas, Figura 111.12B.
En esta figura se observa que utilizando la técnica del
zero-crossing se pueden determinar los dos compuestos
ya que existen dos longitudes de onda donde se anula la
sefial de alguno de los compuestos y no la del otro. Asi
a 300 nm, se anula la sefial debida al metotrexato, por lo
que a esta longitud de onda podemos determinar el
acido folinico. Por contra, la sefial de este ultimo se
anula a 354 nm, longitud de onda que nos permite poder

determinar el metotrexato.
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Figura 111.12 .- (A) Espectros de absorcién y (B)
espectros derivados de primer orden de disoluciones de

acido folinico (----) y metotrexato (—).

150



MENU SALIR

Capitulo 111.- Aplicacion al estudio de espectrofotometria de
derivadas

111.2.4.-Influencia de la concentracién. Calibracion
lineal univariante. Parametros analiticos.

Una vez establecidas las condiciones quimicas e
instrumentales para la determinacion de estos
compuestos y de sus mezclas por espectrofotometria de
derivadas, se realizo el siguiente estudio con objeto de
comprobar si existe una buena relacion lineal entre las
concentraciones de analito y las sefiales previamente

seleccionadas.

Para ello preparamos patrones, en matraces de 25.0

mL., que contenian:

- Cantidades variables de disolucién patron de
triamtereno, comprendidas entre 2 y 16 mg L™, de 4cido
folinico comprendidas entre 5y 30 mg L™ o de
metotrexato, comprendidas entre 2y 10 mg L™.

- 5.0 mL de disolucién reguladora acido acético/acetato
sodicode pH 5,0y 0,5 M

- Agua desionizada hasta completar los 25.0 mL

Se registran los espectros de absorcion de estas
disoluciones frente a wun blanco de disolucion

reguladora.

La determinacion de triamtereno se lleva a cabo
directamente en los espectros de absorcion midiendo su
absorbancia a 357 nm. Para determinar el acido folinico
en presencia de triamtereno, es necesario filtrar los

espectros a través de 13 puntos experimentales y

151



MENU SALIR

Capitulo 111.- Aplicacion al estudio de espectrofotometria de
derivadas

obtener los espectros derivados de primer orden con )8

=11 nm, midiendose la sefial a 305.6 nm.

La determinacion de &cido folinico en presencia
de metotrexato, implica el tener que medir la sefial de
los espectros derivados, en las mismas condiciones
anteriores, a 300 nm. La determinacion de metotrexato,
en presencia de acido folinico, se realiza midiendo la

amplitud de la derivada a 354 nm.

Las rectas de calibrado obtenidas se representan en
la Figura 111.13 y en todos los casos se observa una
buena linealidad, tal como se pone de manifiesto en los
datos recogidos en la Tabla Ill.1, donde ademas se
presentan los parametros estadisticos que se derivan del
analisis de regresion de las rectas.

A =357 nm

Y = 0.081109 * X - 0.006169

Absorbancia

0 2 4 6 8 10 12 14 16
[Triamtereno], ppm
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A =305.6 nm

0.003

0.002 —

Sefial derivada
1

0.001

Y =0.00029 * X - 2E-005

Absorbancia

T 1 T 1T T T 1 1
2 4 6 8 10
[Metotrexato], ppm

Y =0.081109 * X - 0.006169

2 4 6 8 10 12 14 16

[Triamtereno], ppm
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A =300 nm

0.015

0.012

0.009

0.006 —

Sefal derivada

0.003

Y = 0.000466 * X - 3.5E-005

0.000

Figura 111.13 .-

acido folinico y metotrexato a las

L
5 10

T 17 T
20 25 30

[Acido Folinico], ppm

Rectas de calibrado de triamtereno,

longitudes de onda

seleccionadas para la resolucion de las mezclas.
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Tabla I11.1 .- Parametros analiticos correspondientes a

la calibracion de acido folinico - triamtereno y acido

folinico - metotrexato.

Acido
folinico Acido
Triamtereno |  'Dype Folinico Metotrexato
A= 357 nm (TRI) | 'D300(MTX) D354
Rangode | 2.0-16.0 | 50-300 | 5.0-30.0 2.0-10.0
linealidad
(mg L)
Y= Y=5.07x10 | Y = 4.66x10* | Y = 2.90x10"
8.11x10-2 ; X -3.50x10° | 4 X-2.00x10
Ecuacion de | X-6.17x107® | *X+4.32x1 s
la recta 0°
opendiente | 7.14x10* | 5.39x10° | 4.13x10° 5.77x10°
corden.orig | 6.15x10° | 9.79x10° | 7.49x10° 3.83x10°
en
otipica 7.40x10° | 1.04x10* | 7.94x10° 3.65x10°
estimada
Coeficiente
de regresion 0.9997 0.9996 0.9998 0.9989
LD
(Winerfordn
er y Long)
mg L* 0.227 0.579 0.483 0.396
LD
(Clayton,
o=PB=0.05)
mg L* 0.482 1.257 1.044 0.813
g 4.96x10° | 4.83x10° 8.23x10° 1.47x10™
% Error 0.43 0.71 1.37 0.60
Sensibilidad
analitica’ 0.09 0.20 0.17 0.13

1.- Definido segln referencia 55

En la Tabla Ill.1 también se recogen los valores

relativos a
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examinar la repetitividad de los métodos descritos, que
se realizd preparando, en matraces de 25.0 mL tres
series de muestras independientes conteniendo 10 mg L°
! de triamtereno, 9 mg L™ de écido folinicoy 8 mg L™

de metotrexato respectivamente.

111.3.-RESOLUCION DE MEZCLAS DE
TRIAMTERENO - ACIDO FOLINICO Y
METOTREXATO - ACIDO FOLINICO

Una vez establecidas las condiciones para la
resolucién de mezclas binarias de triamtereno y &cido
folinico y de metotrexato y acido folinico, se procedid
al anélisis de muestras binarias preparando disoluciones
que contengan cantidades diferentes de ambos
compuestos en el intervalo de concentraciones

establecido.

Para ello se preparan, en matraces de 25.0 mL,
muestras independientes que contienen:
- Cantidades de triamtereno y acido folinico y
metotrexato y acido folinico en diferentes proporciones.
- 5.0 mL de disolucién reguladora HAc/AcNa, de pH
5.0

- Agua desionizada hasta completar los 25.0 mL.

Se registran los espectros de absorcion de dichas
muestras entre 240 y 440 nm, se filtran a través de 13
puntos experimentales y se obtiene el espectro derivada

de primer orden, ()8 = 11 nm).
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La determinacion de triamtereno se ha llevado a
cabo directamente en los espectros de absorcion
midiendo a 357 nm y la determinacion de 4&cido
folinico, en esta mezcla, se realiza en los espectros
derivados midiendo la sefial a 305.6 nm. Los diferentes
valores obtenidos se sustituyen en las correspondientes
ecuaciones de las rectas de calibrado. La composicion
de las muestras y los resultados obtenidos se han

resumido en la Tabla I11.2.

La resolucion de la mezcla metotrexato-acido
folinico, se realiza midiendo las sefiales en los espectros
derivados a 354 nm y a 300 nm, para la determinacion
de metotrexato y &cido folinico respectivamente. Con
los resultados obtenidos en cada caso y con las rectas de
calibrado obtenidas, se calculan las concentraciones
respectivas. La composicion de las muestras y los

resultados obtenidos se resumen en la Tabla I11.3.

Para la mezcla triamtereno y acido folinico los
porcentajes de recuperacion fueron 97-110 y 95-100 %,

respectivamente.

En el caso de metotrexato y 4&cido folinico
oscilaron entre 93-102 y 92-99%, respectivamente. Se
pueden considerar como resultados satisfactorios para

ambas determinaciones.
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Tabla I11.2 .- Determinacion de triamtereno y de &cido
folinico en sus mezclas sintéticas

Puesto, mg L* Encontrﬁdo, % Recuperacion

Relacio AL mg L > &
n (p/p)

TRI:

LV TRI LV TRI | LV | TRI LV
5 10 2 991 |1.90| 99.1 95.0
2 10 5 0.99 |4.84| 99.9 96.8
1 10 10 10.20 |9.77 | 102.0 | 97.7
0.66 10 15 10.02 | 1491002 | 99.3
0.5 10 20 11.02 |19.8| 1102 | 99.1
1.25 10 8 10.01 |8.00| 100.1 | 100.0
0.2 2 10 208 |957|1040| 957
0.5 5 10 514 |957|102.8| 95.7
1.8 18 10 17.76 |9.97 | 98.7 99.7
1.2 12 10 11.68 |9.97 | 97.3 99.7
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Tabla 111.3 .- Determinacion de metotrexato y &cido
folinico en sus mezclas sintéticas

Ee(lgfg? . Encontrgdo, mg %
MTX Puesto, mg L L Recuperacion
LV |MTX| LV | MTX LV |[MTX| LV

1 10 10 9.72 9.73 97.2 97.3

0.8 10 12 9.72 1145 | 97.2 95.4

0.7 10 14 9.72 13.81 | 97.2 98.6

0.62 10 16 10.06 | 15.74 | 100.6 | 98.4

0.55 10 18 9.72 17.24 | 97.2 95.8

0.50 10 20 9.72 19.39 | 97.2 96.9

0.2 2 10 2.14 9.73 |107.0| 973
0.4 4 10 3.86 9.73 96.5 97.3
2.25 18 8 16.73 7.36 93.0 92.0
4.0 20 5 18.62 4.29 93.1 95.6
3.33 10 3 9.78 2.86 97.8 95.3
1.12 9 8 9.15 756 |101.6 | 945

2 10 5 9.78 4.70 97.8 94.0
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I111.4.- APLICACIONES

Una vez establecidos los métodos de determinacion
para cada uno de los compuestos se procedié a su
aplicacion en muestras de orina donde, en caso de
administracion conjunta, se van a encontrar. En el caso
del triamtereno, aproximadamente entre un 30-70 % de
la dosis oral, va a ser excretada a través de la orina. El
metotrexato, se administra por via oral en elevadas
concentraciones con objeto de aumentar su actividad
antineoplasica, lo que conlleva que deba ser
cuidadosamente controlado. Todo esto hace que sus

concentraciones en orina sean relativamente elevadas.

Para llevar a cabo la determinacion de estos
analitos en muestras de orina, se recogieron orinas de
diez personas distintas y se reunieron con el fin de
originar una Unica muestra problema. Esta orina se
contamina con diferentes cantidades de los analitos en
estudio. Para llevar a cabo las cuantificaciones tomamos
1.0 mL de orinay lo diluimos hasta un volumen final de
100.0 mL. A partir de esta disolucién de orina, tomamos
0.5 mL y la sometemos al procedimiento general

establecido.

Se registra el espectro de absorcion de una muestra
de orina diluida en las mismas condiciones y se
compara con los espectros de disoluciones de &cido
folinico y triamtereno, Figura 111.14. Se observa, que la

orina no presenta sefial a la longitud de onda a la cual
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determinamos el triamtereno, 357 nm y que en la zona
de absorcion del acido folinico (240-320 nm) se observa

una sefial debida a la orina.

Cuando se representa el espectro primera derivada,
Figura 111.15 se elimina la sefial que origina la orina y
vemos como también es posible determinar el &cido
folinico en presencia de orina a una A = 305.6 nm,

utilizando la sefial de primera derivada.

050 ————— Triamtereno
Acido folinico
Orina

Absorbancia

000 —T—T—— T
240 280 320 360 400 440
Longitud de onda (nm)

Figura I11.14 .- Espectro de absorcién de muestras de

orina, triamtereno y acido folinico

161



MENU SALIR

Capitulo 111.- Aplicacion al estudio de espectrofotometria de
derivadas

_ ——————— Triamtereno

0,004 Acido Folinico
' Orina
0.002
©
3 i
<
>
2 00004~~~ | . o
) ~
[a)]
= i
-
2 -0.002
-0.004 -
'0006 T | T | T | T | T |

240 280 320 360 400 440
Longitud de onda, nm

Figura 111.15 .- Espectro derivado de orina, acido

folinico y triamtereno

Para la determinacion de é&cido folinico y de
metotrexato en orina, registramos en primer lugar los
espectros de absorcion, Figura 111.16 y podemos
observar como la orina presenta sefial en el mismo
intervalo de longitudes de onda que los analitos en
estudio. Esta sefial de la matriz de la muestra se
disminuye al realizar la primera derivada de los
espectros, Figura 111.17, lo que nos permite la
cuantificacion de acido folinico y metotrexato a las
longitudes de onda previamente seleccionadas,

utilizando la técnica del zero-crossing.

A continuacion se preparan diferentes muestras de
orina a las que se adicionan diferentes cantidades de los
analitos en estudio. Los resultados obtenidos referentes

a las mezclas acido folinico - triamtereno y acido
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folinico - metotrexato, se recogen en las Tablas 111.4 y
I11.5, y se han representado en forma de diagramas de
barras, Figuras 111.18 y 111.19 donde se observa que las
recuperaciones oscilan, en todos los casos, entre el 95y
el 101%.

De todo lo anterior, podemos concluir la
posibilidad de llevar a cabo la determinacion simultanea

de metotrexato, triamtereno y acido folinico en muestras

de orina.
0.30
Metotrexato
S ————— Acido folinico
______ Orina
0.20 —
!
[&)
c
@
o
-
3
o
<
0.10
0.00 T T T T T T T T T I

240 280 320 360 400 440
Longitud onda, nm

Figura 111.16 .- Espectro de absorcion de metotrexato,

acido folinico y orina,
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0.002

0.000

Sefial Derivada

-0.002 —

Figura 111.17 .- Espectros derivados de primer orden

Metotrexato
7777777 Acido Folinico

240

280 320 360
Longitud de onda, nm

de metotrexato, folinico y orina.

164

400



MENU SALIR

Capitulo 111.- Aplicacion al estudio de espectrofotometria de
derivadas

Tabla 111.4 .-Recuperaciones de triamtereno y de &acido
folinico en orina enriquecida, mediante
espectrofotometria y espectrofotometria derivada de

primer orden.

Afadido, mg L™ Encontrado, mg L™

TRI LV TRI % Rec. LV |% Rec.
10 5 10.27 102.7 4.55 91.0
10 10 10.19 101.9 9.74 97.4
10 15 10.12 101.2 15.13 | 100.8
10 20 10.30 103.0 19.90 99.5
10 8 10.17 101.7 7.25 90.6
5 10 5.17 103.4 9.94 99.4
18 10 17.73 98.5 9.74 97.4
12 10 12.38 103.2 9.53 95.3
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Figura 111.18 .- Diagrama de barras correspondiente a
los recuperaciones obtenidos en la determinacion
simultanea de triamtereno y acido folinico en muestras
de orina

Tabla I11.5 .- Recuperaciones de metotrexato y de acido
folinico en orina, mediante espectrofotometria derivada

de primer orden.

Afadido, mg L™ Encontrado, mg L™

MTX LV MTX % Rec. LV |% Rec.
5 20 5.41 108.2 20.6 103.0
10 15 10.46 104.6 15.13 | 100.8
5 10 4.10 82.0 9.40 94.0
5 8 4.10 82.0 7.56 95.0
10 10 8.52 85.2 9.40 94.0
7 10 6.00 85.7 9.40 94.0
15 5 12.94 86.3 4.70 94.0
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Figura 111.19 .- Diagrama de barras correspondiente a
los valores de recuperacion obtenidos en la
determinacién simultdnea de metotrexato y &cido

folinico en orina.
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DETERMINACION SIMULTANEA DE
TRIAMTERENO, ACIDO FOLINICO Y
METOTREXATO MEDIANTE ANALISIS
MULTIVARIANTE PLS
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IV.1.- INTRODUCCION AL ANALISIS
MULTIVARIANTE

La implantacion de la quimiometria, herramienta
que utiliza las matematicas, la estadistica y otros
métodos de ldgica formal, es relativamente reciente,
pero es tal el impacto que ha tenido entre otros, por
ejemplo en el campo de la espectroscopia, que la
introduccion de programas quimiométricos en los
laboratorios de espectroscopia se considera hoy dia una

herramienta basica.

El vocablo, quimiometria, fue introducido en 1971
por Svante Wold (1) y en 1997, Kowalski publica el
primer  libro  sobre  diversos  procedimientos
quimiométricos (2), al mismo tiempo que la revista
Analytica Chimica Acta introduce una nueva seccion
dedicada a la quimiometria y que recibi6 el nombre de
“Técnicas de Computacion y Optimizacion”. A partir de
aqui el desarrollo de estas nuevas metodologias es muy
rapido y se consideran consolidadas, aunque en
continua evolucién, a partir de mediados de la década de

los ochenta.

En general, vamos a obtener una serie de variables
o medidas multivariantes, medidas en funcién de dos o
mas variables controladas, relacionadas con la
composicion quimica de las sustancias de interés y estas
variables se van a relacionar con algunas propiedades de
interés a través de una adecuada relacion matematica. Si

el numero de variables es elevado y el ndmero de
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analitos es igualmente elevado, las relaciones
matematicas que permiten relacionar unas con otras
pueden llegar a ser complejas y muy dificiles de
manejar. Si el nimero de variables medidas es K y el
nimero de objetos I, se obtienen matrices de datos de
dimensiones | x K y aplicando diversos procedimientos
quimiométricos podemos extraer a partir de ellas solo la
informacion interesante sobre las variables y los

objetos.

Mediante métodos quimiométricos (3-5) es posible
obtener informacion cuantitativa selectiva a partir de
datos poco selectivos, posibilitindose la determinacion
simultdnea de diversos componentes en muestras
complejas (6-11). Esta posibilidad se traduce en que el
tratamiento previo de la muestra se reduce al minimo, lo
que, a su vez, determina tiempos de analisis mas cortos,
aspectos ambos de gran importancia en los analisis de
rutina o de control sobre gran cantidad de muestras

analogas.

Cuando se trata de llevar a cabo cuantificacion, se
relaciona la concentracion con las variables medidas
dando lugar a los denominados métodos de calibracion
multivariante, que como veremos mas adelante son los
de mayor aplicacion en la actualidad. Una de las
principales ventajas de la calibracion multivariante es la
minimizacion de la manipulacion de las muestras. Los
métodos univariantes requieren en la mayoria de los

casos complejos procesos previos a la adquisicion de la
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sefial que generalmente conllevan procesos de
separacion, con el consiguiente consumo de tiempo,
posible contaminacion de las muestras y en muchos
casos perdida de sensibilidad, posibilitando en la
mayoria de los casos la determinacidn cuantitativa de un
Gnico componente en una muestra compleja. Sin
embargo, la utilizacion de métodos de calibracion
multivariante posibilita el analisis de mas de un
componente de interés en sistemas complejos reales de

forma maés directa.

El gran nimero de monografias y trabajos sobre el
tema, pone de manifiesto el especial interés que los
métodos quimiométricos han suscitado en las épocas
mas recientes. El desarrollo de instrumentos analiticos
que permiten adquirir un gran conjunto de sefiales en
periodos cortos de tiempo, asi como la popularizacion
de la utilizacion de ordenadores y potentes paquetes de
software han permitido el gran auge de dichos métodos

de calibracion.

Los métodos de calibracion multivariante de mayor
implantacion en el andlisis en la actualidad, son los
siguientes:

- Aplicables a sistemas lineales:
a) Regresion lineal maltiple (MLR)
b)Analisis multicomponente clasico
(Classical Least Squares, CLS)
c) Regresion inversa por minimos cuadrados

(Inverse Least Squares, ILS)
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- Aplicables tanto a sistemas lineales como no lineales
a) Regresion por componentes principales
(Principal Component Regression, PCR)
b) Regresion por minimos cuadrados
parciales (Partial Least Squares, PLS)

Otros de mas reciente incorporacion son: a) ACE
(Alternating Conditional Expectations); b) LWR
(Locally  Weighted  Regression); c¢) MARS
(Multivariante Adaptive Regression Splines); d) PPR
(Projection Pursuit Regression); e) Redes neuronales
(Neural Networks, NN) de aplicacion en sistemas no

lineales.

En todos los casos, los procedimientos utilizados se
basan en la obtencion y almacenamiento de las sefales
correspondientes a un conjunto de muestras patron,
compuestas por mezclas de los componentes a
determinar, optimizacion del modelo de célculo
mediante el uso de las variables apropiadas que afectan
al sistema y posterior prediccion de las muestras

problemas de concentracion desconocida.

Las sefiales analiticas utilizadas pueden ser de
diversos tipos tales como: espectros de absorcion,
emision 0 excitacion molecular, sefiales
voltamperométricas, sefiales cromatograficas, etc... e
incluso sefiales de tipo cinético. Dichas sefiales se
manipulan mateméaticamente con el objeto de obtener la

informacion necesaria acerca de la concentracion de los
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componentes. Este proceso se conoce con el nombre de

calibracion.

Cuando se realiza la calibracion se debe especificar
el nimero de componentes que se deseen predecir y la
concentracion de cada uno de ellos en los patrones.
También se debe elegir la zona de sefiales que se va a
usar en el analisis. Una vez creada el modelo (0 matriz)
de calibracion, se pueden resolver muestras de
concentracion desconocida. No es necesario especificar
el contenido, ni la naturaleza, de aquellas sustancias que
acompafiando a los componentes en estudio pudieran
estar presentes como potenciales interferencias, aunque
su influencia sobre las correspondientes sefiales
analiticas quedaran implicitamente recogidas en el
modelo de calculo, siendo posible por tanto la
modulacion de las mismas si se encontraran presentes

en las muestras reales a analizar.

Durante la etapa de calibracion se busca en primer
lugar un modelo de comportamiento entre dos grupos de
variables, y = f(x), con objeto de obtener la relacion
entre ellas, mediante un modelo matematico que se debe
de ajustar al conjunto de muestras patron que recibe el
nombre de set o matriz de calibracion. Dicho set de
calibracion debe generar resultados de confianza y para
ello debe contener al menos tantas muestras como
componentes queremos determinar y normalmente
muchas mas. ElI hecho de emplear mezclas de

componentes para la construccion de la matriz de
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calibracion hace que determinadas interacciones en
disolucion se puedan modular mediante el modelo PLS

y similares.

Para que un modelo de céalculo cubra las
expectativas de prediccion sobre muestras reales
esperadas, debe de apoyarse sobre un adecuado set de
calibracion, es decir, la bondad como herramienta de
prediccion del modelo va a depender en gran manera del
disefio del set de calibracion. Dicho set de calibracion
debe estar compuesto por muestras patron de mezclas de
componentes en concentraciones tales que engloben a
los posibles problemas y por otra parte, distribuidas de
forma estadisticamente correcta. Se emplean diversos
procedimientos de disefio de experimento con este
objeto. Disefios tales como los denominados central,
central compuesto, factorial etc. son ampliamente
utilizados. La colinealidad es un hecho no deseable
dentro de un modelo, ya que complica el sistema de
calculo sin aportar informacion uatil. También es
necesario recordar la necesidad de que la informacién
analitica referente a posibles interferencias esté recogida
en el modelo, con objeto de su modulacién en muestras
reales, generando asi un procedimiento robusto. La
etapa de prediccion, consiste en predecir el valor de las
variables independientes de un conjunto de muestras
(set de prediccidén), tras obtener las correspondientes

variables dependientes.
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La necesidad de obtener una representacion
simplificada de los datos que sea representativa de la
informacion englobada en ellos, se puede llevar a cabo
mediante un proceso denominado descomposicion
espectral, aunque de forma general dicho procedimiento
pueda ser aplicado a cualquier tipo de sefial, y
pudiéramos denominarlo descomposicion
voltamperométrica, descomposicién cromatogréafica,
etc... Esta descomposicién de la informacion se puede
llevar a cabo mediante los denominados métodos de

analisis multivariante.

Uno de los objetivos principales de los métodos de
anélisis multivariante es extraer la informacion
realmente importante de una matriz de datos,
desechando todos aquellos datos que no tengan
transcendencia y sean redundantes y como consecuencia
se produce una disminucién de los datos originales,
obteniendose una matriz de datos mas manejable.
Existen varias formas de realizar esta exploracion de los
datos, que logicamente cada una de ellas requiere de
herramientas quimiométricas diferentes. Existe una
amplia bibliografia sobre estos metodos algunos de los
cuales se basan bien en la exploracién de los datos o en
el analisis discriminatorio. Nosotros, a continuacion,
vamos a describir uno de los procedimientos mas
utilizados, basado en la exploracion de datos que es el
denominado Analisis por Componentes Principales
(PCA).
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Analisis por Componentes Principales (PCA)

Este método realiza un proceso de descomposicion
espectral basado en el algoritmo NIPALS (non linear

iterative partial least-squares).

El proceso de descomposicion se puede
esquematizar indicando los pasos que el algoritmo
matematico realiza sobre el set de calibracion. En
primer lugar, calcula el espectro medio, con los
espectros de las muestras que componen la matriz de
calibracion, a continuacion lo compara con cada uno de
los espectros individuales de esta matriz y crea un
espectro nuevo que es la diferencia entre el espectro
medio y el individual a cada longitud de onda, este
espectro diferencia recibe el nombre de vector loading.
Posteriormente, calcula la cantidad de vector loading
que le corresponde a cada espectro individual en la
calibracion y al valor resultante se le denomina score.
Calcula la contribucion del loading a cada espectro de la
calibracion y la sustrae de cada espectro individual. Los
espectros obtenidos los sustituye en los datos originales,
y a continuacion vuelve al paso primero y repite el

proceso.

Asi, cualquier espectro de una mezcla se puede
reconstruir a partir de un mismo ndmero de loadings y
se diferencian unos de otros en las cantidades de los
mismos que se adicionan, es decir, en los scores, y en

definitiva, en lugar de los datos de absorbancia, los
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espectros pueden representarse mediante sus respectivos

Scores.

El método PCA (14-16) se puede matematicamente
desglosar como una descomposicion de la matriz | de
rango r, en una suma de matrices, M;, My,.... de rango
1:

l=M;+ Mo+ M3 +...+E

donde E indica la matriz residual que contiene datos
acerca del ruido y aquellos que se consideran
indeseables. Cada una de estas matrices de rango 1 se
puede escribir como el producto de dos vectores: un
vector score ta Yy un vector loading PA,

correspondientes al componente A:

M, = tlplT + tngT + . tApAT + E

0 bien en la forma equivalente: I=TP +E

Es decir, la matriz | se expresa en un nuevo
sistema ortogonal de variables en el que los scores
representan las coordenadas de cada punto en el nuevo
sistema, y los loadings, los cosenos directores de los
nuevos ejes respecto a los anteriores. Las nuevas
variables referidas a este sistema ortogonal reciben el

nombre de variables principales.

El objetivo es que el sumatorio de los cuadrados de
las nuevas matrices, se aproxime lo mas posible a la

matriz inicial de datos con el menor numero posible de
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componentes principales. Otro aspecto a considerar es
que las componentes principales se eligen de tal forma
que la primera de ellas recoge la mayor parte de la
variacion que hay en el conjunto de datos, la segunda
recoge la siguiente mayor parte de la variacion y asi
sucesivamente. De manera que normalmente la suma de
los cuadrados de las dos primeras componentes
principales describa aproximadamente el 90% de las

variaciones.

Una vez seleccionado el numero optimo de
componentes principales, factores, se puede realizar una
etapa posterior que corresponde a una calibracion
multivariante, que nos permite determinar la
concentracion de los analitos. Los métodos de
calibracion multivariante mas utilizados, en el campo de
la Quimica Analitica son el método de Regresion de
Componentes Principales (PCR) y el método de
Regresion Parcial de Minimos Cuadrados (PLS), siendo
este ultimo el més utilizado debido a la buena calidad de
los modelos de calibracion y otra ventaja a su favor es la
disponibilidad de softwares, de manejo relativamente

sencillo, que lo hacen asequible.

Método PLS

Durante la etapa de calibracién el método de
regresion parcial por minimos cuadrados (PLS), utiliza
no solo la informacién contenida en la matriz A, sino
también la contenida en la matriz de concentraciones

(matriz C) de manera que, al mismo tiempo, se utilizan
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las columnas de C para estimar los loadings de A y las

columnas de A para estimar los loadings de C.

|=T,P,"+E
C=TcoPc" + Ec

donde T, y T¢ son las matrices de los scores de la
matriz de medida I y de la matriz de concentraciones C,
respectivamente, P, y P, son las respectivas matrices de
loadings, y E; y Ec representan las matrices residuales

de 1 y de C del modelo.

En un modelo simplificado, los scores de cada
matriz se calculan por separado y si las fuentes de
variacion de A y de C fuesen idénticas, también lo
serian las correspondientes matrices de scores, pero en
la mayoria de los casos se encuentra que los scores de
ambas matrices estan relacionados por la llamada

relacion interna (r): tc=rt, +e.

Esto indica que los scores ta no son los optimos
para estimar | al haber sufrido cierta rotacion para

describir simultaneamente la matriz C.

La descomposicion y regresion se puede realizar de
forma conjunta para todos los componentes,
optimizandose lo que se podria considerar como un
valor medio del nimero de factores, mediante la
aplicacion de la modalidad PLS2. Sin embargo, en el
caso de que la optimizacion y descomposicion se haga
para cada componente individualmente el método se

designa PLS1. Teniendo en cuenta la rapidez de calculo
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actual mediante los ordenadores habituales la aplicacion
de PLS2 no tiene grandes ventajas frente a la aplicacion
de PLS1. Por otra, parte hay que tener en cuenta que
cuando el numero de factores optimizado para los
distintos componentes es el mismo ambos tratamientos
son idénticos y arrojan los mismos resultados. PLS2 se
puede considerar como un algoritmo global cuya
aplicacion mas interesante puede ser el reconocimiento
de modelos, mientras PLS1 resulta mas adecuado para

anélisis cuantitativo.

Un problema es la seleccion del nimero maés
adecuado de factores (loadings) para modelar los datos
ya que este numero de factores debe ser tal que
garantice la adecuada resolucion del problema con la
menor complejidad matemética (menor tiempo de
calculo). Si se emplea un namero inferior al 6ptimo se
obtendria un empobrecimiento de las predicciones, y si
por otra parte se incluyen demasiados, se podria estar
modelando el denominado ruido del sistema, lo que
conllevaria a un sobreajuste y la consiguiente perdida

de exactitud en los resultados.

Se emplean diversos criterios estadisticos con el
objeto de evitar los inconvenientes mencionados. Uno
de los méas usados es el denominado parametro PRESS
(Prediction Residual Error Sum of Squares), que
proporciona una medida de la correccion del modelo en
la prediccién. Su calculo se realiza siguiendo la técnica
de cross-validation, sobre un grupo de calibracion de n

patrones y mediante el siguiente procedimiento:
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1.- De todas los patrones del conjunto de calibracion, se

prescinde de un cierto nimero, generalmente solo
una, y con las restantes se realiza la descomposicion
espectral con un solo factor. Se calcula la matriz de
calibracion mediante regresion.

Con dicha matriz, se determina la concentracion de
la muestra (0 las muestras) anteriormente
desechadas.

Se calcula la diferencia entre la concentracion
predicha con dicha matriz, y la que tedricamente
tiene la muestra (concentracién actual), y se obtiene
la raiz cuadrada de esta diferencia (residuo sin
modular).

A continuacion deja fuera otra muestra distinta y
repite el proceso. Asi, sobre cada una de las

muestras que constituyen el set de calibracion.

5. Como cada muestra es dejada fuera, se afiade la raiz

cuadrada del error residual calculado a todos los

errores previos.

6. Se repite el mismo proceso tantas veces como

factores se ensayan.

Para un componente dado con un namero de

factores determinado se tendra:

2

PRESS = X.(& - ¢,
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donde n / numero total de muestras empleadas en la
calibracién; ; / concentracién calculada con ese niimero

de factores, y ¢; / concentracion de referencia.

Para todos los componentes (m), el PRESS se

define como:

PRESS= 3 3 (8 -c,)

i=1j=1

Como alternativa, en lugar del PRESS, puede
utilizarse el denominado SEP (Standard Error of
Prediction), que para un componente viene dado por la

expresion:

SEP = [ PRESS/m ]*?

Efectuados los célculos, se observa que a medida
que se van afiadiendo mas factores, diminuye el error de
prediccion hasta alcanzar un minimo a partir del cual
dicho error, y por tanto el PRESS vuelve a aumentar. La
explicacion de este aumento estriba en el hecho de que
en ese momento comienza a producirse un sobreajuste
del modelo por incorporacion de vectores “ruido”. De
acuerdo con esto pareceria conveniente adoptar como
nimero de factores Optimos aquel para el que se
alcanzara el minimo valor de PRESS, sin embargo, ya
que para este nimero sea Optimo en la prediccion de las
muestras del grupo de calibracion proporcione malos
resultados en muestras problemas, Haaland y Thomas

(12, 13) proponen comparar los valores de PRESS
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calculados con aquellas matrices que utilizan un niamero
de factores inferior al modelo que proporciona un
minimo PRESS con este mismo. Se calcula la razén

entre estos valores, es decir:

PRESS del modelo con a factores

PRESS del modelo con a* factores

siendo a* el nimero de factores para el que se alcanza el
minimo PRESS. Como nUmero Optimo se elige aquel
numero de factores para el cual se cumple que la razon
anterior se hace inferior a un valor cuyo nivel de
significancia se ha definido previamente. Esto es F(a) <
Fv: nn., donde Fy. nn presenta el (1 - V) por ciento de la
distribucién con n muestras y n grados de libertad.
Haaland y Thomas proponen 0.25 como valor de V,
estableciendo un compromiso entre valores demasiado
pequefios, con lo que se originaria infraajustes, y

demasiado grandes que darian lugar a sobreajustes.

IV.1.1.- Antecedentes bibliogréaficos

Como ya hemos indicado anteriormente, el
desarrollo de los métodos quimiométricos y sus
aplicaciones al campo de la quimica analitica ha tenido
su mayor desarrollo desde finales de los afios ochenta y
son muy numerosos los trabajos publicados. De hecho
al realizar una busqueda, utilizando la base de datos
Analytical Abstracts, en los ultimos 20 afios se

encuentran casi 1000 trabajos relacionados con estas
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técnicas. Por lo que en este capitulo solo nos cefiiremos
a comentar los trabajos realizados en este departamento

de Quimica Analitica.

El primer trabajo publicado por nosotros, data de
1992 y en el se comenzo con la aplicacion de PLS a
espectros de absorcion para la determinacion de
pesticidas (14). A partir de aqui, los métodos PLS se
han aplicado tanto a sefiales espectroscépicas, como a
curvas cinéticas, cromatogramas Yy a sefiales
voltaamperométricas. En cuanto a las matrices
utilizadas para realizar las cuantificaciones son tanto
fluidos biologicos como muestras agroalimentarias y

mediambientales.

Métodos que utilizan datos espectrales como matriz de

calibracion

Datos referentes a espectros de absorcion UV-Vis

Como hemos indicado, el primer trabajo referente
al uso de técnicas de calibracion multivariante
(principalmente PLS) realizado en este departamento
data de 1992 y a partir de aqui hemos desarrollado una
serie de investigaciones basadas en el uso de estas
herramientas. Una comparacion entre tres métodos de
calibracion multivariante, PLS1, PLS2 y PCR, se
realiz6 en la determinacion simultanea de mezclas de
tres saborizantes , obteniendose mejores resultados

cuando se aplicaba PLS2 (15). Después de este primer
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trabajo, se realizaron otros con analitos semejantes con
pesticidas, y utilizando como matrices de datos
experimentales las conformadas por espectros de
absorcion. Asi se ha llevado a cabo la determinacion de
clorpirifos y carbaril en una formulacion comercial (16)
aplicando PLS2 y de naptalan y sus metabolitos, en
agua de rio (17). Se ha realizado una comparacion entre
los métodos de derivadas y diferentes metodos de
calibracion multivariante como CLS, PCR y PLS en la
resolucion de una mezcla de tres pesticidas formada por

carbofurano, carbaril y fenamifos (18).

Otra area en la que hemos aplicado los métodos de
calibracion multivariante es en el analisis de
compuestos de interés farmacoldgico y clinico. Asi, se
ha realizado un estudio comparativo entre los resultados
obtenidos en la determinacion simultanea, previa
derivatizacion con &cido tiobarbitdrico, de 2-
furfuraldehido, 5-hidroximetilfurfuraldehido y
malonaldehido, mediante técnicas de derivadas y PLS,
obteniéndose resultados significativamente mejores
mediante el uso de minimos cuadrados parciales (19).
Los mismos autores (20) llevan a cabo la determinacion
simultdnea de malonaldehido, 2-furfuraldehido y 5-
hidroximetilfurfuraldehido, en presencia de glioxal y
biliverdina, mediante PLS1 y PLS2.

La determinacién simultanea de mezclas de
sulfamidas tales como, doxiciclina, sulfadiacina,
furaltadona y trimetropin 0 mezclas de sulfametazina,

sulfagunoxalina, sulfatiazol y sulfamerazina (21, 22), se
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realiza mediante PLS1. Estos métodos se han aplicado,

con buenos resultados al analisis de muestras de leche.

Mezclas de diversas pteridinas, de interés clinico se
han resulto utilizando PLS1 (23) y la determinacion de
teofilina en suero ha sido posible aplicando esta misma
técnica (24). La resolucion de mezclas ternarias de
nitrofurantoina, furaltadona y furazolidona, se lleva a
cabo registrando los espectros de absorcion, después de
someter las mezclas a un  proceso de

fotodescomposicion (25).

La determinacién de diversos iones inorganicos
mezclas de hierro, vanadio y molibdeno, previa
complejacion con un acido hidroxadmico ciclico (26, 27),
mezclas de hierro y manganeso, previa complejacion

con el &cido 3-indolacetohidroxamico (28).

Datos fluorescentes

Es de destacar los trabajos relacionados con la
aplicacion de técnicas fluorescentes en conjuncion con
los métodos de calibracion multivariante, asi se
compararon los métodos PCR, PLS1 y PLS2 para la
determinacion  simultdnea de &cido  salicilico,
salicilurico y gentisico, indicando la conveniencia de
utilizar las matrices de excitacion-emision para
seleccionar las longitudes de onda mas adecuadas (29).
Los espectros de emision correspondientes a los
complejos de inclusién entre (-ciclodextrina y agentes

quimioterapicos como el &cido nalidixico y su principal
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metabolito 7-hidroximetilnalidixico han sido utilizados
para la determinacion de estos analitos en muestras de
orina (30). La determinacion de acetilsalicilico y sus
metabolitos, en orina, se llevd a cabo utilizando como
matriz de datos la compuesta por la suma de los
espectros de excitacion y emision (31). Utilizando los
espectros sincronicos, registrados manteniendo una
diferencia constante entre las longitudes de onda de
excitacion y emision, como conjunto de datos para
efectuar la calibracion y posterior cuantificacion de los
analitos, se han determinado simultaneamente &cido
salicilico y diflunisal en suero humano (32), mezclas de
pteridinas tales como la formada por xantopterin e
isoxantopterin (33) y se ha resuelto la mezcla formada
por nafcilina y meticilina, realizandose en este ultimo
caso una comparacion entre los resultados obtenidos al
aplicar PLS a los espectros sincrénicos y a los espectros
sincrénicos obtenidos a energia constante (34).
Recientemente hemos propuesto un método para la
determinacion de pigmentos, clorofilas a y b y feofitinas
ay b, en aceites de oliva, utilizando los espectros de
excitacion como matriz de datos. Este método permite
la cuantificacion de los pigmentos en diversos tipos de
aceites de oliva sin tratamiento previo de las muestras
(35). La determinacion del pesticida glifosato y su
principal metabolito también se ha llevado a cabo,
previa derivatizacion con NBD-CI y utilizando los

espectros de emision como matriz de datos (36).
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Métodos que utilizan datos electroquimicos como
matriz de calibracion

La combinacion de las sefiales electroquimicas con
métodos de calibracion multivariante ha permitido
proponer métodos para la determinacion de
nitrofurantoina, furazolidona y furaltadona, que
presentan procesos de reduccion irreversibles, utilizando
como matriz de datos la formada por los
voltamperogramas obtenidos mediante diferencial de
pulso (37, 38). La resolucion de mezclas ternarias de
sulfamidas, cuyas sefiales obtenidas mediante
diferencial de pulso no eran aditivas, se resolvio
favorablemente utilizando PLS (39). Otros tipos de
analitos, de interés agroguimico, también han sido
objeto de estudio mediante la aplicacion de técnicas de
calibracion multivariante, asi se ha propuesto un método
que permite la determinacion indirecta de carbaril y
carbofurano (40), mezclas de pesticidas, pertenecientes
al grupo de las triazinas, tales como simazina-atrazina y
terbutrin-prometrin han sido bien resueltas, utilizando,
para efectuar la calibracion, los voltamperogramas
obtenidos mediante diferencial de pulso, después de
hacer un estudio comparativo entre las ondas obtenidas
mediante DC, DPP y onda cuadrada. (41); y fungicidas
tales como captan, captafol y folpet han sido
determinados, con buenos resultados, en agua de rio
(42). La determinacion de antioxidantes, con
propiedades redox, en productos alimentarios, se ha

llevado a cabo con buenos resultados. Asi se han
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determinado mezclas de antioxidantes sintéticos,
compuestas por propil galato y butilatos de
hidroxianisol e hidroxitolueno, en sobres de sopas,
utilizando las  ondas registradas mediante
voltamperometria de corriente continua, DC y aplicando
PLS1 (43), otro antioxidante, como es el &cido
nordihidroguaiarético, ha sido determinado en presencia
de otros antioxidantes fendlicos, utilizando un electrodo
de carbono y realizando PLS1 con las ondas registradas
mediante, DC (44). Antioxidantes naturales, como la
vitamina E (V-, 3-, (- y =-tocoferol), presentes en
aceites vegetales, han sido determinados, después de su
oxidacion en electrodo de carbén vitrificado, y en medio
hexano-etanol, ajustando la acidez del medio con &cido
sulfdrico y utilizando disolucidn etandlica de tetrametila
amonio como electrolito soporte, utilizando los
voltamperogramas obtenidos mediante DPP y aplicando
PLS1 (45).

Métodos que utilizan datos cinéticos como matriz de

calibracion

El uso de reacciones cinéticas, que originan las
correspondientes curvas cinéticas nos han permitido
combinarlas con estas técnicas quimiomeétricas. Los
pesticidas carbaril y clorpirifos, sufren un proceso
degradacion en medio alcalino y en presencia de
peréxido de hidrégeno, lo que se traduce en una
variacion en los espectros de absorcién en funcion del

tiempo. La proyeccion bidimensional de la evolucion
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del espectro total de mezclas de ambos analitos, con el
tiempo, se utiliza como sefal analitica determinandose
ambos componentes aplicando PLS2 (46). Aldehidos
furanicos, como el 2-furfuraldehido y 5-hidroximetil-2-
furfuraldehido, originan en presencia de p-toluidina y
acido barbitdrico, compuestos inestables que pueden
determinarse registrando sus correspondientes curvas
cinéticas. La determinacion de mezclas de estos dos
aldehidos, presentes en vinos dulces, licores, zumos,
etc, se ha realizado utilizando las curvas cinéticas,
registradas a 550 nm para efectuar la calibracion (47).
La amoxicilina y el &cido clavulanico sufren procesos
de oxidacion en presencia de Ce (IV)y en medio
sulfarico que pueden monitorizarse  mediante
fluorescencia. Estos procesos son lo suficientemente
rdpidos como para tener que utilizar la técnica de flujo
detenido (stop-flow) para registrar las curvas cinéticas
que se utilizan como matriz de calibracion para aplicar
posteriormente PLS1 (48).

Estas técnicas de calibracion multivariante también
se han aplicado a otros tipos de sefiales, como a la

resolucion de picos solapados en HPLC (49).

En este Capitulo hemos abordado la resolucion de las
mezclas triamtereno-acido folinico y metotrexato-acido

folinico mediante andlisis multivariante (PLS).

En la parte experimental de este Capitulo, se

exponen los resultados obtenidos en la optimizacion de
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los modelos de calculo basado en la aplicacion del
algoritmo de minimos cuadrados parciales (PLS), asi

como el analisis de las variables que le afectan.

Los modelos optimizados se aplican a la
determinacion de las mezclas en muestras de origen
fisioldgicas tales como orina y suero humano, sin
tratamiento previo y realizando la minima dilucion
necesaria para modelar la sefial de fondo con objeto de

obtener la maxima sensibilidad.
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IV.2-RESOLUCION DE LAS MEZCLAS
TRIAMTERENO-ACIDO FOLINICO Y
METOTREXATO-ACIDO FOLINICO
MEDIANTE ANALISIS MULTIVARIANTE

Con anterioridad se ha optimizado la resolucion de
mezclas binarias formadas por metotrexato-acido
folinico y triamtereno-acido folinico, mediante el
empleo de la técnica de espectrofotometria de derivadas.
Como ya hemos indicado en la Introduccién de este
capitulo una herramienta poderosa de analisis
multivariante lo constituyen los métodos denominados
PLS. Hemos abordado la determinacion simultanea de
metotrexato-acido folinico y triamtereno-acido folinico
mediante PLS y se comparan los resultados con los

obtenidos mediante espectrofotometria de derivadas.

El software utilizado ha sido el paquete GRAMS
386, v. 3.04 -PLSplus Version 2.1 provisto de, entre
otros, los programas Convert, para la transformacion de
los archivos de registro de los espectros del formato
MRD, obtenidos mediante el Spectronic 3000 (Diode
Array) al formato SPC correspondiente, y PLSplus
conteniendo el algoritmo PLS en sus dos modalidades
PLS-1y PLS-2.
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IvV.2.1.- Disefio y optimizacion de la matriz de
calibrado para la determinacion de triamtereno-

acido folinico

Se procede a disefiar un grupo de calibracion
conteniendo los analitos en estudio. El disefio de dicho
grupo es el paso fundamental para posteriormente
obtener una matriz de calibrado con una adecuada
capacidad de resolucion. Es fundamental evitar la
colinealidad, emplear un nimero suficientemente bajo
de patrones y abarcar, por otra parte, todo el rango de
concentraciones, asi como las relaciones entre las
concentraciones de los componentes en los problemas

reales.

El grupo de calibracion consta de 10 muestras
formadas por mezclas patrén de ambos compuestos en
concentraciones comprendidas entre 0 y 15 :g mL™ de
4cido folinico, y 0y 12 :g mL™ para triamtereno. En una
serie de ellas se mantiene constante la concentracion de
triamtereno a 10 :g mL™ y se varia la de 4cido folinico y
en una segunda serie se mantiene constante la
concentracion de écido folinico en 10 :g mL™ y se varfa
la de triamtereno entre los limites anteriormente
mencionados. Se ha optado por este disefio con el objeto
de evitar la colinealidad, a la vez que poder hacer
analisis cluster sobre muestras donde una variable (la
concentracion de cada componente en cada serie) se
mantiene constante con lo cual se puede encontrar con

mas facilidad la dependencia de los valores de scores
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con la concentracion del componente que varia, asi
como con la relacién entre las concentraciones si la

hubiera.

Se preparan diez muestras acuosas, tamponadas a
pH = 5.0 con disolucién tampon HAc/NaAc 0.5 M . La
composicion del grupo de calibracion se ha resumido en
la Tabla IV.1.

Tabla IV.1 .- Grupo de calibracion para la mezcla

triamtereno-acido folinico

[Acido folinico] [Triamtereno]
Muestra :gmL? :gmL*
M1 2 10
M2 10 10
M3 15 10
M4 8 10
M5 10 3
M6 10 12
M7 0 5
M8 0 3
M9 10 0
M10 2 0

Se registraron los espectros de absorcién de las
mismas en un intervalo comprendido entre 200 y 450
nm. Se han aplicado PLS en sus dos modalidades PLS1
y PLS2.
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IV.2.2.- Aplicacion de PLS-1 a la mezcla
triamtereno-acido folinico

Se calculan los valores de PRESS utilizando como
numero maximo de factores un valor de 6, dejando fuera
cada vez una Unica muestra. La region espectral
seleccionada para el anélisis ha sido la comprendida
entre 230 y 403 nm (nimero de puntos experimentales
totales 476), zona en la cudl se encuentra incluida toda
la informacion espectral para ambos componentes. En la
Tabla 1V.2. se han resumido los valores de los
parametros estadisticos obtenidos mediante PLS1.

Como se puede observar el nimero Optimo de
factores, de acuerdo con el criterio de Haaland y
Thomas, es dos. Es de destacar, que para este numero de
factores también se obtiene el minimo valor del
parametro PRESS.

Al ser el nimero de factores el mismo para ambos
componentes la aplicacion de PLS2 es equivalente a la
de PLS1. Se comprueba este hecho, comparando los
parametros estadisticos para ambos métodos, y se
procede en los pasos posteriores, Unicamente a la

aplicacion de PLS2.

Hemos procedido a analizar los correspondientes
valores de los scores 1 y 2 en funcién de las
concentraciones de los componentes con objeto de

poder relacionarlos y asignar su naturaleza.
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Tabla 1V.2 .- Parametros estadisticos obtenidos
mediante PLS1 para el modelo triamtereno-4cido
folinico.
Componente &cido folinico
Factor | PRESS SEP F Ratio Prob?jbilida
0 248.1 5.2504 | 1040.6 1
1 57.128 | 2.5194 | 239.61 | 0.99999
2 0.23842 | 0.16276 1 0.5
3 0.42334 | 0.21688 0 0
Componente triamtereno
0 190.1 45959 | 304.77 1
1 87.036 | 3.1098 | 139.54 | 0.99999
2 0.62374 | 0.26326 1 0.5
3 0.66489 | 0.2718 0 0

Cuando se representa la variacion del score 1 con
respecto a la concentracion total ([triamtereno]+[acido
folinico]) en las muestras que componen el grupo de
calibracion (Figura 1V.1) se observa una relacion lineal
de manera, que el valor del score 1 aumenta a medida
que aumenta la concentracion total. El score 1 presenta
un valor proximo a cero para aquellos objetos del grupo
de calibracion cuya concentracion total es proxima al
valor de la concentracién total media del set de
calibracion, dicho comportamiento es el lI6gicamente
esperado teniendo en cuenta el mecanismo de la

descomposicion espectral realizada.
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Figura IV.1 .- Evolucién del score 1 en funcién de la
concentracion total de las muestras del grupo de
calibracion.

Este comportamiento esta de acuerdo con la forma
del factor loading 1 (Figura IV.2) que como podemos
observar corresponde al espectro suma de los

correspondientes a ambos componentes individuales.

201



MENU SALIR

Capitulo 1V.- Aplicacidn al analisis multivariante (PLS)

0.08

0nG —
004 =
002 —
L e e M A
0 25 ) 150 400 450
Longitud onda (nm)
Figura IV.2 .- Factor loading 1 para el modelo

triamtereno - acido folinico

En la Figura 1V.3. podemos observar la evolucion

del score 1 con respecto a las concentraciones

individuales de los componentes del set de calibracién.
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Figura 1V.3 .- Influencia de las concentraciones de
acido folinico (a) y triamtereno (b) en los valores del

score 1.

Los objetos correspondientes al conjunto de
calibracion se distribuyen en grupos de manera que cada

grupo estd compuesto por aquellas muestras que tienen
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la misma concentracion del componente en estudio.
Dentro de cada grupo el score 1 aumenta a medida que
aumenta la concentracion del segundo componente. Si
comparamos entre los diferentes grupos podemos
observar como presentan mayores valores de score 1
las muestras con mayor concentracién total, en

coincidencia con lo deducido anteriormente.

Por otra parte, cuando se estudia la evolucion del
valor del score 2 frente a los valores obtenidos para el
score 1, se obtienen los resultados representados en la
Figura 1V.4. Se sitdan en grupos verticales aquellos
objetos que presentan el mismo valor de score 1, es
decir aquellos objetos que presentan la misma

concentracion total.

Si se comparan los objetos situados dentro de cada
grupo, se puede observar que valores del score 2
préoximo a cero para aquellos objetos que presentan la
misma concentraciébn de ambos componentes, 0
expresado como relacion de concentraciones [&cido
folinico]/[triamtereno] = 1. Presentan valores positivos
del score 2, aquellos objetos en los cuales se cumple que
la concentracion de acido folinico es mayor que la
concentracion de triamtereno, es decir
[folinico]/[triamtereno] > 1, aumentando el valor del
score 2 cuando aumenta dicha relacion. Presentan
valores de score 2 negativos, aquellos objetos cuya
concentracion de folinico es menor que la concentracion

de triamtereno, es decir [acido folinico]/[triamtereno] <
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1. Luego podemos concluir, que el valor del score 2
depende fundamentalmente de la relacion entre las

concentraciones de los componentes.

Cuando se observa la forma del factor loading 2, se
puede comprobar como el espectro de absorcion
resultante es similar al espectro diferencia generado por
sustraccion entre el espectro de absorcion del &cido
folinico y del triamtereno (Figura IV.5).
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Figura 1V.4 .- Variacion del valor del score 2 frente al

score 1
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Figura IV.5 .- Factor loading 2 para el modelo

triamtereno-acido folinico

Aplicando como nimero 6ptimo de factores el de
dos, se predicen las concentraciones de ambos
componentes y se comparan con las concentraciones
tedricas. Mediante el calculo del parametro RMSD y R?
se analiza la capacidad de prediccion del modelo (Tabla
IV.3).

Tabla IV.3 .- Valores de RMSD y R? para el modelo

PLS para la resolucion triamtereno - acido folinico

Componente | Factor | RMSD R?
Acido folinico 0.15441 0.9990
Triamtereno 2 0.24975 0.9967
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Los valores de coeficiente de determinacién son
aceptables y las concentraciones calculadas con el

modelo aparecen recogidas en la Tabla IV 4.

Tabla IV.4 .- Concentraciones tedricas y calculadas del

set de calibracion mediante el modelo triamtereno-

acido folinico.
[Acido folinico] [Triamtereno]
Muestra Teorica | Calculada | Teodrica | Calculada

mg L™ mg L™ mg L™ mg L™
1 2.00 1.95 10.00 9.80
2 10.00 9.94 10.00 10.16
3 15.00 15.11 10.00 9.73
4 8.00 8.32 10.00 9.93
5 10.00 9.99 3.00 2.83
6 10.00 9.75 12.00 12.36
7 0o | - 5.00 4.58
8 0 | == 3.00 3.32
9 10.00 9.83 0o | -
10 2.00 2.14 0o | ---

La Figura IV.6 representa los valores calculados

para

las

concentraciones

de

analitos

(concentraciones encontradas) frente a los valores
tedricos (concentraciones actuales) en las muestras

patrén mediante PLS1. La linealidad conseguida entre
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ambas variables es adecuada como se pone de
manifiesto por los respectivos coeficientes de regresion

indicados anteriormente.
16 —
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Ac. folinico calculado, ppm
[oe]

0 T I T I T I T I
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Ac. folinico tedrico, ppm
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Triamtereno calculado, ppm
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0 4 8 12
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Figura IV.6 .- Representacion de concentraciones

calculadas vs tedricas mediante el modelo optimizado

para la resolucion de la mezcla LV-TRI
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A continuacion se construye un grupo de prediccion
compuesto  por seis muestras, aleatoriamente
distribuidas, dentro de los intervalos de concentracion
establecidos en la matriz de calibrado y se predicen
utilizando el modelo optimizado anteriormente. En la
Tabla 1V.5 se muestran las concentraciones teoricas de
acido folinico y de triamtereno fijadas, la relacion entre
sus concentraciones asi como los valores de

recuperacion calculados.

Tabla 1V.5 .- Aplicacion del modelo optimizado a las

mezclas binarias de acido folinico y triamtereno.

Relacién | [acido folinico] [triamtereno]
aproxim
ada
triamter
eno/
4cido | Teoric | Calcula Rec Teoric | Calculad | Rec.
folinico a da (%) a a (%0)

2/1 5.00 5.15 103 | 10.00 10.19 102
1/2 20.00 | 20.11 | 101 | 10.00 9.82 98
1/2 10.00 | 10.00 | 100 | 5.00 4.52 91

2/1 10.00 9.85 98 | 18.00 18.03 100
10/0 0 | - ---- | 10.00 10.29 103
0/5 5.00 5.14 103 0 | - ---

Los resultados obtenidos resultan ser adecuados en
todos los casos presentando valores de recuperacion
entre 98 y 103 % para &cido folinico y entre 91y 103 %

para triamtereno.
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En la Figura 1V.6 se han representado los valores
de recuperacion para ambos componentes en las

muestras ensayadas.

Recuperacion (%)

‘ Prob. 2 ‘ Prob. 4 ‘ Prob. 6
Prob. 1 Prob. 3 Prob.5

|| Acidofolinico [ | Triamtereno

Figura 1V.6 .- Diagrama de barras correspondiente a
los valores de recuperacion obtenidos en la
determinacién simultdnea de triamtereno y &cido

folinico.
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IV.2.3.-Disefio y optimizacion de la matriz de
calibrado para la determinacion de metotrexato -

acido folinico

Se prepararon nueve muestras conteniendo mezclas
de acido folinico y metotrexato tamponadas a pH = 5.0
por adicion de disolucion tampon HAc/NaAc 0.5 M.
Siguiendo la sistematica descrita en el apartado anterior
se construye el set de calibracién de acuerdo con las
composiciones resumidas en la Tabla V.6, en el
intervalo de concentraciones comprendido entre 0-14 :g
mL™ para 4cido folinico, y de 0-20 :g mL™ para

metotrexato.

Tabla IV.6 .- Set de calibracion para la mezcla

metotrexato-acido folinico

[&cido folinico] [metotrexato]
Muestra :gmL™ :gmL™
M1 1 10
M2 4 10
M3 10 10
M4 14 10
M5 10 1
M6 10 2
M7 10 8
M8 10 10
M9 10 20
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Se registran los espectros de absorcion de las
mismas en el intervalo de longitudes de onda
comprendido entre 200y 450 nm.

A Aplicacién de PLS a la mezcla metotrexato-acido

folinico:

La matriz de calibracion se ha optimizado
utilizando la estadistica habitual mediante el célculo del
valor del PRESS y comparacion usando el parametro F
cuando se usa como numero maximo de factores 5y se
realiza la descomposicion espectral dejando fuera cada
vez una Unica muestra con objeto de disponer de la
maxima capacidad de prediccion. La region espectral
seleccionada ha sido la comprendida entre 230 a 403
nm (puntos experimentales totales = 476). Se aplican
tanto PLS1 como PLS2. Al igual que en la
determinacion descrita en el apartado anterior ambos
métodos resultan ser equivalentes al optimizarse
mediante PLS1 un ndmero de factores de dos para
ambos componentes. Asi, en los estudios posteriores
nos referimos exclusivamente a la aplicacion de PLS2.
En la Tabla IV.7 se han resumido los principales
parametros estadisticos para el modelo tales como
PRESS, F ratio y la probabilidad calculada.
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Tabla 1V.7 .- Parémetros estadisticos obtenidos
mediante PLS2 para el modelo metotrexato-acido
folinico.
Factor | PRESS SEP |F Ratio |Probabilidad
0 221.75 | 5.6284 | 4253 0.99999
1 268.69 | 6.1955 |515.32| 0.99999
2 0.62138 | 0.29794 | 1.1917 | 0.58875
3 0.5214 | 0.27292 1 0.5

Como se puede observar en la tabla anterior el
nimero éptimo es de dos factores de acuerdo con el
criterio de Haaland y Thomas (17).

El andlisis correspondiente a la evolucion de los
scores 1 y 2 con respecto a la concentracion de los
componentes pone de manifiesto que el score 1 presenta
una relacién lineal con respecto a la concentracion total
de cada muestra del set de calibracion. El score 2
aumenta de forma lineal cuando aumenta la
concentracion de folinico, y para aquellas muestras que
presentan la misma concentracion de folinico, aumenta
de forma dréstica al disminuir la concentracion de

metotrexato (Figura 1V.7).
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Figura 1V.7 .- Influencia de la concentracion total en el
score 1 (a) Influencia de la concentracion de &cido
folinico en el valor del score 2 (b).

214



MENU SALIR

Capitulo 1V.- Aplicacidn al analisis multivariante (PLS)

Estos hechos parecen indicar que el score 2 se
puede relacionar con la proporcion de &cido folinico
/metotrexato en las muestras. Mediante la
representacion global de la evolucion del score 2 frente
al score 1 (Figura 1V.8) llegamos a las siguientes

conclusiones:

2.00 —

|
|
| 8 | [Folinico]/[Metotrexato]>1
|
O |
1.00 — ¢S }
|
3]
i — [ 4
£ } ©
E 000 — ——————____ +,'3 ,,,,,,,,,, [Folinico]/[Metotrexato] =1
4 I @®©
|
|
100 — €, |
|
_| }) | [Folinico]/[Metotrexato] <1
|
|
-2.00 — ‘\ | |
—4.00 -2.00 0.00 2.00 4.00

Score factorl

Figura 1V.8 .- Variacion del valor del score 2 frente al

score 1 para el modelo acido folinico - metotrexato.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, el
valor del score 1 viene determinado fundamentalmente
por la aportacion global de los componentes de la
muestra mientras que el score 2 aumenta de forma
drastica cuando aumenta el exceso de &cido folinico
respecto al metotrexato, luego el loading 2 va a venir
fundamentalmente determinado por la diferencia

espectral entre ambos componentes.

Aplicando como nimero 6ptimo de factores el de
dos, se evalla la capacidad de prediccion del modelo

mediante el célculo de los parametros RMSD y R?
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obtenidos a partir de la comparacion entre las
concentraciones teéricas y calculadas por el modelo
optimizado. En la Figura 1V.9 se han representado
dichas concentraciones para ambos componentes
resumiendose los parametros estadisticos

correspondientes en la Tabla 1V.8.

Tabla 1V.8 .- Parametros estadisticos para el modelo

acido folinico- triamtereno

Componente RMSD R?
Folinico 0.15535 0.9984
Metotrexato 0.23138 0.9960
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[&cido folinico], tedrica

[metotrexato], tedrica
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Figura 1V.9 .- Concentraciones tedricas del set de

calibracién frente a las concentraciones

calculadas

mediante el modelo optimizado.
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A continuacion se construye un conjunto de
prediccidbn compuesto por siete problemas con
concentraciones aleatoriamente distribuidas dentro de
los intervalos de concentraciones establecidos en la
matriz de calibracion. Dichas muestras problemas se
predicen utilizando el modelo optimizado para &cido

folinico-metotrexato empleando PLS.

Tabla 1V.9 .- Determinacién simultanea de metotrexato

y &cido folinico en mezclas binarias problema

Relacion | [Acido folinico] [Recu| [metotrexato]

aproximad p
a (%) | Teorica
metotrexat Recu
o/acido Calcula Calcula
folinico | Tedrica| da da (%)
5/1 2.00 2.02 | 101 | 10.00 10.19 | 102
10/8 8.00 7.96 | 100 [ 10.00 10.13 | 101

10/12 12.00 | 1191 | 99 | 10.00 10.05 | 100
10/16 16.00 | 16.05 | 100 | 10.00 10.11 | 101
10/18 18.00 | 17.70 | 98 | 10.00 9.85 98

1/2 20.00 | 19.51 | 98 10.00 9.80 98

4/10 10.00 | 10.00 | 100 | 4.00 3.81 95

Los resultados obtenidos resultan ser adecuados en
todos los casos presentando valores de recuperacion
entre 98 y 101 % para acido folinico y entre 95y 102 %
para metotrexato.
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En la Figura 1V.10, se ha representado mediante un
diagrama de barras los valores de recuperacion para

ambos componentes.

Recuperacion (%)
Ul
S
|

~
T ———

N

e e——
[e2]

DG e ————

Prob. Prob. Prob.
Prob. 1 Prob. 3 Prob. 5 Prob. 7

D Acido folinico . Metotrexato

Figura IV.10 .-Diagrama de barras correspondientes a
los valores de recuperacion obtenidos en la
determinacion simultanea de &cido folinico vy

metotrexato.
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IV.2.5.- Aplicacion de los modelos PLS optimizados.

Se han realizado las validaciones de los métodos
optimizados al andlisis de fluidos bioldgicos tales como
orina y suero. Para ello se han construido matrices de
calibracion compuestas por patrones que contenian los
componentes en estudio, asi como una cantidad
prefijada de orina o de suero, exentos de estos analitos
con objeto de modelar la sefial debida a los mismos. En
ningun caso se ha aplicado a las muestras tratamientos

previos de separacion, simplemente han sido diluidas.

IV.2.5.1.- Determinacion de triamtereno (TRI) y

acido folinico (LV) en muestras de orina

Se han preparado 11 muestras de calibracion, a un
pH fijo de 5.0, y con una cantidad constante de orina de
50 mL en un volumen final de 25.0 mL. Las
concentraciones de los analitos estdn comprendidas
entre 0y 12 ug mL™ para TRl y entre 0 y 15 pug mL™
para LV. La composicion de la matriz de calibracion se

expone en la Tabla IV.10.
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Tabla 1V.10 .- Composicién de la matriz de calibracion
para la determinacion de TRI 'y LV en orina.

[Acido
folinico], [Triamtereno],
Muestra :gmL™? :gmL™*

M1 2 10
M2 10 10
M3 15 10
M4 8 10
M5 10 3
M6 10 12
M7 0 5
M8 0 3
M9 10 0
M10 2 0
M11 0 0

La region espectral seleccionada para el analisis ha
sido la comprendida entre 296 y 400 nm, debido a que a
longitudes de onda menores de 296 nm se observa una
gran sefial debida a la orina. En el intervalo
seleccionado podemos localizar los maximos
correspondientes a los analitos con la menor
interferencia posible por parte de la orina. En la Figura
IV.11 podemos observar los espectros de absorcién para
muestras de orina conteniendo diversas proporciones de

ambos analitos.
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Absorbancia
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Figura IV.11 .- Espectros de absorcion a distintas

concentraciones de analitos en orina

En la Tabla IV.11, se pueden observar los valores

de parametros estadisticos tales como PRESS y SEP

para diferentes nimero de factores cuando se aplica

PLS1, para ambos componentes.
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Tabla IV.11 .- Parametros estadisticos obtenidos en el
proceso de calibracion mediante PLS1 para la

determinacion de TRI1 y LV en orina.

Componente &cido folinico
Factor | PRESS | SEP | F Ratio | Probabilidad

0 288.91 | 5.375 77.48 0.99999
1 311.76 | 5.5835 | 83.608 0.99999
2 6.7237 | 0.81998 | 1.8032 0.81689
3 6.8034 | 0.82483 | 1.8245 0.82155
4 4.8171 | 0.69405 | 1.2918 0.65388
5 4.0965 | 0.64004 | 1.0986 0.55757
6 3.7288 | 0.61064 1 0.5

7 3.9629 | 0.62951 0 0

Componente triamtereno

0 226.18 | 4.7558 | 1776.7 1

1 0.52426 | 0.22897 | 4.1181 0.98196
2 0.1273 | 0.11283 1 0.5

3 0.19636 | 0.14013 0 0

4 0.16626 | 0.12894 0 0

5 0.16666 | 0.12909 0 0

6 0.17969 | 0.13405 0 0

7 0.19526 | 0.13973 0 0

Como se puede observar el nimero Optimo de
factores, de acuerdo con el criterio de Haaland y

Thomas, es 4 parael LV y 2 parael TRI.

Una vez optimizados el nimero de factores, se

procedié a validar el modelo sobre un conjunto de
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prediccion, formado por mezclas de ambos
componentes en concentraciones comprendidas en el
intervalo recogido por la matriz. Los porcentajes de
recuperacion obtenidos para distintas concentraciones
de analito se pueden observar en la siguiente Tabla
V.12

Tabla 1V.12 .- Valores de recuperacion obtenidos en la

determinacién de TRl y LV en orina

Acido folinico, mg L™ Triamtereno, mg L™
Recu
Muestr | Afadid | Encontrad | Recup | Afiad | Encontra | p
a 0 0 (%) | ido do (%)
M1 5 5.12 103 10 9.94 99
M2 20 16.44 82 10 9.69 97
M3 10 9.62 96 5 5.05 101
M4 10 8.68 87 18 16.97 94
M5 0 0 - 10 10.01 100
M6 5 4.34 87 0 0.01 ---
120
100 71— ————
80 —— ] [ ]
60 ——
40
20 /|
O 1

M1 M2 M3 M4 M5 M6

|| Acidofolinico | | Triamtereno

Recuperaciones de triamtereno - acido folinico en orina
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Los valores obtenidos se encuentran en el intervalo
de 82-103 % y 94-101 % para LV y TRI
respectivamente,  pudiéndose  considerar  como
satisfactorios dada la elevada sefial de la orina y la
escasa  diferenciacion  espectral entre  ambos
componentes. Cuando se realiza la representacion de los
contenidos puesto en funcién de los encontrados se

obtienen las siguientes ecuaciones:

[LV] encont. = 0.82 [LV] puesto; R? =0.9893 ; ®* =0.43
[TRI] encont. = 0.94 [TRI] puesto; R? = 0.9977; ®*=0.09

Se puede observar un mejor ajuste por regresion en

la determinacion de TRI.

IV.2.5.2.- Determinacion de TRI y LV en muestras

de suero

De forma similar a la anterior aplicacion, se han
preparado 11 muestras de calibracion a un pH fijo de
5.0 y con una cantidad constante de suero de 2.0 mL en
un volumen final de 10.0 mL. Este set de calibracion
tiene la misma distribucion de concentraciones de
ambos componentes que el set de calibracion en el caso

de muestras de orina.

La region espectral seleccionada, en este caso, ha
sido la comprendida entre 305 y 400 nm. EI maximo de
absorcion del &cido folinico situado a aproximadamente
300 nm estd interfiriendo con la sefial maxima que

presenta el suero, por eso hemos delimitado un poco
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mé&s a longitudes de onda cortas, situando su limite a
305 nm para eliminar la méxima sefial posible del suero.
En cuanto a seleccionar el limite superior de longitudes
de onda a 400 nm, es debido a que a esa longitud de
onda, podemos observar el maximo de absorcion del
TRI y sin embargo estamos eliminando las sefiales que
se obtienen a longitudes de ondas mayores de 400 nm

que son debidas a la matriz bioldgica.

Vi
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i Y v | - — — 8/10
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v v [
© \\ - — - 10/0
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J 1 |
! Region espectral seleccionada :
0.00 — ' T ' I ' |
300 350 400 450

Longitud onda (nm)

Figura 1V.12.- Espectros de absorcion con distintas

concentraciones de analitos en suero.

En la Tabla siguiente se han resumido los valores

de los pardmetros estadisticos:
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Tabla 1V.13 .- Parametros estadisticos obtenidos para

la determinacion de LV y TRI en suero

Componente &cido folinico
Probabilid

Factor | PRESS SEP F Ratio ad

0 288.91 | 5.375 | 333.33 1

1 315.37 | 5.6158 | 363.86 1

2 182.68 | 4.2741 | 210.77 1

3 12.829 | 1.1326 | 14.801 0.99972

4 2.9955 | 0.5473 | 3.4561 | 0.96824

5 1.9287 | 0.4392 | 2.2252 | 0.88833

6 1.1609 | 0.3407 | 1.3394 0.6742

7 0.86674 | 0.2944 1 0.5

Componente triamtereno

0 226.18 | 4.7558 | 237.26 1

1 27.688 1.664 29.044 0.99995

2 9.011 | 0.94926 | 9.4523 | 0.99889

3 0.95331 | 0.30876 1 0.5

4 1.0428 | 0.32293 0 0

5 1.1484 | 0.33888 0 0

6 1.0522 | 0.32438 0 0

7 1.0117 | 0.31807 0 0

Como se puede observar, de acuerdo con el
criterio de Haaland y Thomas, el nimero de factores
Optimos para el LV es de 6 y para el TRI son 3. Seis es
un numero demasiado elevado para modelar solo 2
componentes pero con un numero inferior la

probabilidad aumenta notablemente.
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En las condiciones establecidas, los porcentajes
de recuperacion obtenidos para distintas
concentraciones de analitos, estdn expuestos en la

siguiente tabla:

Tabla 1V.14 .- Valores de recuperacion obtenidos para

TRI 'y LV en suero mediante PLS

Acido folinico,
mg L™ Triamtereno, mg L™

Mues | Afiad | Encont | Rec | Afiadi | Encont | Rec
tra | jdo | rado | (%) | do rado | (%)

M1 5 5.22 105 10 10.47 105
M2 20 20.38 | 102 10 10.55 105
M3 10 10.6 106 5 5.62 112
M4 10 10.25 | 103 18 18.66 104
M5 0 0.42 m—- 10 10.88 109
M6 5 5.18 104 0 --- ---
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D Acido folinico D Triamtereno

Recuperaciones de triamtereno - acido folinico en suero
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El ajuste de regresion puesto encontrado nos
permitio calcular las ecuaciones siguientes:
[LV] encont. = 1.00 [LV] puesto; R? = 0.9969; & =
0.1839
[TRI] encont. = 1.03 [TRI] puesto; R? = 0.9987; ®* =
0.06

Valores de regresion adecuada para la

determinacion simultanea de ambos analitos en suero.

IVV.2.5.3.- Determinacion de MTX y LV en muestras
de orina

Cuando se plantea la determinacion de la mezcla
formada por el metotrexato y &cido folinico en suero y
orina la principal dificultad, al igual que en el caso de
los otros dos componentes, es la elevada sefial
proporcionada por orina y suero sin tratar y el notable
solapamiento observado entre el fondo de este tipo de
muestras y los componentes. En el caso de la orina se
ensayaron  diferentes  volimenes de  orina,
estableciéndose la viabilidad de la resolucion con 3.0

mL de orina sin tratar en un volumen final de 25.0 mL.

El método operatorio ha sido el siguiente: se han
preparado 10 muestras de calibracion a un pH fijo de
5.0 y con una cantidad constante de orina de 3.0 mL en
un volumen final de 25.0 mL. Las concentraciones de
analitos estan comprendidas entre 0 y 20 pg mL™ para
MTX y 0y 14 pg mL™ para LV. La composicion de la

matriz de calibracion esta resumida en el Tabla IV.15.
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Tabla 1V.15.- Composicion de la matriz de calibracion
para la determinacion de LV y MTX en presencia orina.

[Acido
folinico] [Metotrexato]
Muestra :gmL™ .gmL?
M1 2 10
M2 4 10
M3 12 10
M4 14 10
M5 10 4
M6 10 2
M7 10 8
M8 10 10
M9 0 0

Como se puede observar en la Figura 1V.13, el
solapamiento es extremadamente elevado. La region
espectral méas apropiada para determinar ambos analitos
en muestras de orina, se ha establecido analizando
exhaustivamente los parametros estadisticos de la
calibracion, asi como el nimero de factores en diversas

Z0onas espectrales.

En la Tabla IV.16 podemos observar los resultados

obtenidos.
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Tabla 1V.16.- Numero optimo de factores y parametros

de calibracion para el andlisis de orina mediante PLS

Leucovorin

Longitud
de onda NuUmero
(nm) factores R? PRESS REP (%)

304-336 7 0.9292 13.3 14.05
313-336 5 0.9866 251 6.11
315-336 4 0.9876 2.32 5.87
318-336 2 0.9886 1.95 5.39
322-336 3 0.9883 2.19 5.71
Metotrexato
Longitud
de onda NUmero REP
(nm) factores R? PRESS (%)
315-380 5 0.9989 0.293 2.04
315-383 5 0.9886 1.95 5.39
322-336 3 0.9883 2.19 571
333-384 4 0.9993 0.19 1.67
333-390 4 0.9994 0.18 1.59
333-420 4 0.9993 0.19 1.62
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Figura 1V.13 .- Espectros de absorcidon de muestras de
orina sin contaminar y contaminada con MTX (10 mg L
)y LV (10 mg L), soluciones patrén de MTX (8 mg L’
1y LV (10 mg L™). Las lineas verticales discontinuas
indican el rango 6ptimo de longitudes de onda para LV.
Las lineas verticales solidas indican el rango 6ptimo de

longitudes de onda para MTX.

Se puede observar que el ndmero Optimo de
factores para LV es 2 en el intervalo comprendido entre
318-336 nm; sin embargo para MTX es 4 en el intervalo
333-390 nm, zonas en las cuales se obtienen los mejores

parametros estadisticos.

Una vez obtenido el nimero de factores éptimos, se
procedié como en el caso anterior a validar el modelo
sobre un conjunto de prediccion, al cual aplicamos el

método optimizado. Los porcentajes de recuperacion
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obtenidos para distintas concentraciones de analito se

pueden observar en la Tabla 1V.17.

Tabla 1V.17 .- Valores de recuperacion obtenidos en la

determinacién de LV y MTX en orina.

Acido folinico Metotrexato
Muest Encontr Encontr
Fa |Teéricol ado |% Rec [Tedrico| ado |% Rec
M1 6 6.04 101 10 10.1 101
M2 20 194 97 10 9.97 99.7
M3 10 104 104 6 6.13 102
M4 10 9.82 98.2 18 17.9 99.4
M5 0 -—- - 10 10.2 102
M6 4 3.84 92.3 0 - ---
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Recuperaciones de metotrexato - acido folinico en orina
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[LV] encontrado = 0.98 [LV] puesto; R? = 0.9979, ¢° =
0.78

[MTX] encontrado = 0.99 [MTX] puesto; R? = 0.9975;
c®=0.1081

IV.2.5.4.- Determinacion de LV y MTX en muestras

de suero

En el caso de la aplicacion en muestras de suero el
método operatorio ha sido similar al descrito
anteriormente. En este caso solo se pudieron afadir

hasta 2.0 mL de suero en un volumen final de 10.0 mL.

Se han preparado 10 muestras de calibracion a un
pH fijo de 5.0 y con una cantidad constante de suero de
2.0 mL en un volumen final de 10.0 mL. Este grupo de
calibracion  tiene la  misma  distribucion  de
concentraciones de ambos componentes que el grupo de

calibracién en el caso de muestras de orina.

Como se puede observar en la Figura IV.14, la
region espectral seleccionada para el analisis de ambos
componentes mediante PLS es la comprendida entre
318 y 446 nm, ya que ahi eliminamos gran parte de las

interferencias posibles por parte de la matriz bioldgica.

234



MENU SALIR

Capitulo 1V.- Aplicacidn al analisis multivariante (PLS)
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Figura 1V.14 .- Espectros de absorcion de muestras de
suero sin contaminar y contaminadas con LV (4 mg L™)
y MTX (10 mg L™), soluciones patrén de MTX (8 mg L
Yy LV (4 mg LY. Las lineas verticales indican el rango

optimo de longitudes de onda para MTXy LV

En la Tabla IV.18 se han resumido los valores de
los pardmetros estadisticos obtenidos para la
calibracion, en las diferentes zonas espectrales

estudiadas.
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Tabla 1V.18.- Parametros estadisticos obtenidos para
la calibracion de LV y MTX en suero

Leucovorin
Longitud de  'NUmMero PRES REP
onda (nm)  factores R? S (%)
307-446 4 0.9948 0.9630 4.09
311-446 4 0.9954  0.8390 3.82
315-446 4 0.9967 0.606 3.24
318-446 4 0.9969 0.576 2.68
326-446 4 0.9904 1.77 5.55
Metotrexato
Longitudde ~ NUmero PRE REP
onda (nm) factores R? SS (%)
307-446 4 0.9901 1.27 5.28
311-446 3 0.9913 1.13 498
315-446 3 09914 112 495
318-446 3 0.9907 111 4093
326-446 3 09912 119 511

Como se puede observar, el nimero de factores
Optimos es de 4 para LV y 3 para MTX en la region
espectral de 318-446 nm.

Los porcentajes de recuperacion obtenidos para
distintas concentraciones de analitos, estan expuestos en
la siguiente Tabla IV.19.
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Tabla 1V.19 .- Valores de recuperacion para la

determinacion de LV y MTX en suero.

Acido folinico Metotrexato

Mues | Teéri | Encont | R€C |Teéri|Encontr| ReC
tra | co | rado | (%) | co ado (%)

M1 6 5.8 97 10 10.3 103
M2 20 19.8 99 10 10.1 101
M3 10 10.1 101 6 5.8 96
M4 10 9.1 91 18 18.5 103
M5 0 --- -—- 10 10.2 102
M6 4 3.8 96 0 --- ---
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07

M1 M2 M3 M4 M5 M6

Recuperaciones de metotrexato - acido folinico en suero
Acido folinico [ | Metotrexato

Recuperaciones de metotrexato — acido folinico en
suero

A pesar de las dificultades mencionadas debido a
las indeseables caracteristicas espectrales de ambos
componentes en presencia de suero sin tratar, los

valores de recuperacion se pueden considerar como
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aceptables en la mayoria de los casos, siendo las

caracteristicas de la regresion las siguientes:

[LV] encont. = 0.99 [LV] puesto ; R? = 0.9975; &% =
0.71

[MTX]encont =1.10 [MTX] puesto; R? = 0.9979; ®? =
0.11

Cuando comparamos los resultados obtenidos
mediante PLS con los calculados mediante
espectrofotometria de derivada (Capitulo anterior)
podemos concluir que aunque la técnica de
espectrofotometria de derivada es mas simple de
emplear, se necesita una dilucion notable (1:100) en la
orina con objeto de poder eliminar su sefial. Las
muestras de suero que presentan un fondo mas
complejo, necesitan para su analisis procedimientos mas

selectivos.

Cuando aplicamos PLS, la prediccion de LV y
MTX, tanto en suero como en orina arroja resultados
satisfactorios siendo necesario una dilucion 1:5 para
suero y 1:8 para orina. Teniendo en cuenta la
complejidad de las muestras, y aunque el anélisis de
regresion ofrece resultados satisfactorios, sin embargo,
somos conscientes de lo limitado del andlisis y creemos
conveniente profundizar en estas determinaciones a
través de algoritmos mas potentes a la hora de
discriminar 'y diferenciar informacién espectral

compleja.
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Capitulo V.

DETERMINACION SIMULTANEA DE
ACIDO FOLINICO Y METOTREXATO
MEDIANTE ANALISIS MULTIVARIANTE
HLA
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V.1.- INTRODUCCION

V.1.1.- HLA (Hybrid Linear Analysis) como un

nuevo algoritmo en analisis multivariante

Como ya hemos comentado un objetivo comun en
Quimica Analitica es calcular la concentracion de
especies presentes de interés en muestras complejas
formadas por diversos componentes. Generalmente
estos componentes dificultan y a veces impiden la
determinacion utilizando métodos univariantes. La
utilizacion de los métodos multivariantes, como los
indicados en esta Introduccion, en muchos casos
permiten realizar el anélisis de interés modulando las
interferencias de los otros componentes presentes, pero
a veces no. Los resultados obtenidos dependen del
algoritmo utilizado, y la eleccion de este algoritmo,
depende de muchos factores, tales como, el nimero de
medidas que pueden llevarse a cabo y de la naturaleza

de dichas medidas.

Recientemente, se dispone de un nuevo algoritmo
denominado “Analisis Lineal Hibrido (HLA)” que
aporta diferencias sustanciales en cuanto al tratamiento
de las sefales globales proporcionadas por una muestra
compleja. Este método combina las ventajas de los ya
discutidos métodos que utilizan el espectro del
componente puro, tal como CLS, con las ventajas de los
modelos que ignoran todas las especies presentes sin
interés para el anélisis. De ahi el nombre de “hibrido”.

Dicho método, trata de sacar de toda la sefial aquella
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parte que aporta informacion concreta con respecto al

componente de interés diferenciandolo del resto.

Se trata de un método basado en andlisis factorial,
que elimina la necesidad de elegir un nimero de
factores 6ptimo durante la calibracion. Este método esté
basado en el concepto de sefial del analito neto (net

analyte signal, NAS) descrito por Lorber y col (1).

V.1.2.- Concepto de sefial neta del analito (NAS)

Se considera la sefial neta del analito, como la parte
de su espectro ortogonal al subespacio formado por los
espectros de los demas componentes, y solamente el
NAS de un componente conlleva la informacion
necesaria para su cuantificacion. El subespacio obtenido
de esta manera contiene la informacion espectral que no
esta relacionada con el componente de interés. La parte
ortogonal del espectro del componente se calcula como
su proyeccion ortogonal (1). EI NAS del componente
en cada muestra esta relacionado con la concentracion a
través de un modelo de calibracion basado en minimos
cuadrados. En el trabajo de Xu y col (2) se destaca el
hecho de que se puede llevar a cabo un modelo de
calibracion adecuado para un determinado componente,
sin necesidad de elegir un nimero de factores éptimo.
Esta caracteristica abriria un campo amplio en cuanto a

la posibilidad de automatizar los procedimientos

Fundamento tedrico.- Empleamos la siguiente

notacion para realizar la discusion teorica del algoritmo;
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las letras mayusculas en negrilla se emplean para definir
las matrices, las mindsculas para las columnas del
vector, y las normales en italica para los escalares. El
superindice T indica la traspuesta del vector o matriz y
el superindice +, la seudoinversa de una matriz no
cuadrada de un sistema sobreajustado. EIl espectro
digitalizado se considera como un un “vector espectral o
simplemente como un vector”, mientras que el vector
espectral de un componente puro se denomina “vector
componente”. El nimero de componentes de una
mezcla se denomina n ; el tamafio del set de calibracion,
es decir el numero de muestras de calibracion disefiado
es | y la dimension del vector espectral, es decir el
numero de elementos del vector espectral se denomina
J.

En regresion de componentes principales, la
prediccion de la concentracion de k componentes en una
mezcla desconocida se puede llevar a cabo mediante la

ecuacion:

— AT +
Cdesconocida = d desconocido D c

donde d gesconacido €S €l vector de respuesta de la muestra
desconocida, la matriz D" es la seudoinversa de la
matriz de calibracion D (1 x J ), y c es el vector de la
concentracion del componente k en el set de calibracion
(3, 4). De acuerdo con PCR, el término D ¢ de la
ecuacion anterior es normalmente conocido como el
“vector de regresion” y nombrado por by para el

componente k.
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bk:D+C

La sefial del analito neto de un componente K, r yas
se puede determinar como la proyeccion ortogonal

siguiente :

e [1- (R (RWY]r=Pr  Ecuacionil

donde r es el vector componente de un componente k de
concentracion unidad; | es una matrix unitaria J x J ;
R.x es una matriz, JXA, que contiene las sensibilidades
para todos los componentes excepto la del componente
k, siendo A el nimero de factores usados para construir
el modelo, P es la matriz de proyeccion JxJ la cudl
proyecta un vector dado en el espacio NAS. EI NAS del
componente k se puede usar para predecir la

concentracion de muestras desconocidas.

Muy recientemente, el célculo de Ry se ha

definido por la siguiente expresion:

Rik=R-3<& 1T
Ecuacion 2
donde es la matriz de respuesta reconstruida usando el
primer factor de R, es la proyeccion del vector
concentracion de la calibracion en el espacio de
dimensién A, es una combinacién lineal de las lineas de
que contienen una contribucién del espectro del

componente k, y V,es un escalar definido como:
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SEUTT R &
Ecuacion 3

el cual puede ser entendido como la inversa de la
concentracion estimada para k en . Un espectro  Se
puede usar para calcular R« usando las ecuaciones 2y 3
y Nno necesariamente el espectro puro sk. Sin embargo,
es admisible usar un espectro que contenga la maxima
informacion en cuanto a los analitos de interés. Una
buena eleccidn es utilizar un espectro medio de los de la
calibracion, donde ninguno sea 0 de concentracion. Por
otra parte, en el algoritmo HLA la contribucion del
analito puro k se elimina de la matriz de respuesta antes
del calculo de los factores. Este hecho genera que se
trabaje con un nimero menor de factores que PCR o
PLS. (2,3).

El método HLA necesita construir una matriz de
datos R = [R - ¢k Sk'] y usando el primer factor de (R.
« R.) definir la matriz de proyeccion P. La
concentracion del componente k en una muestra

desconocida se obtiene a partir de su espectro r como:

s-||(_ Pr _ sIPPr _ (s*k)TrE
2

Ck = = =
sIPsk SIP Psk ST(

la ecuacion anterior es la base de la capacidad de

prediccion de los métodos basados en NAS.
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Recientemente Xu y Schechter han descrito un
procedimiento similar al HLA (2) el cual no necesita el
conocimiento del espectro del componente puro sx. Para
obtener la matriz R, se obtiene el espectro medio de la

matriz de calibracion :

-
.M—

I cal

donde rica €s el espectro para una muestra i de la
calibracion. Entonces, la contribucidon del analito k es

sustraida de la matriz de datos R de la siguiente manera:

=T
ck T,
R_k=R- ~K “cal
Ck,cal
donde kca €S la media de las concentraciones de
calibracion del analito k. La aproximacion por minimos

cuadrados a sk es a continuacion aplicada para calcular

*

Sk -

* RTCk

Sk =Psk,MC =P
Cka

Ecuacion 4
Xu 'y Schechter sugieren usar todos los | factores de

R.x para la prediccion, y asi construir un método libre

de la necesidad de optimizar el nimero de factores. Mas
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tarde, Goicoechea y Olivieri (4) proponen el
denominado HLA/GO donde si realizan una seleccion
del nimero 6ptimo de factores mediante una validacion
cruzada (cross-validation). Este procedimiento trabaja
de una forma similar a HLA, siendo una variante del
original, y puede ser usado cuando el nimero de
muestras excede el limite recomendado de una tercera

parte del nimero de sensores.

Hay que destacar que cuando se producen pequefias
no linealidades en el set de calibracién, solamente la
parte lineal es utilizada para generar la R.x . Para poder
realizar esta transformacién seran necesarios un niamero

de factores extras.

V.1.3.- Selectividad, sensibilidad y limites de

deteccion

La determinacion de los parametros de calidad de
un método multivariante han sido una de las lagunas
mas importantes a la hora de la aplicacion y
comparacion de los resultados obtenidos entre varias
técnicas. En la literatura existen varios intentos para
determinarlos  en  andlisis  multivariante, la
denominacion de figuras de merito se ha impuesto en la
bibliografia actual para denominar estos parametros de
calidad (5,6). Existe un método basado en NAS de
forma similar a la propuesta por Boqué y Rius para CLS
y que fué extendido posteriormente a regresion inversa
por Lorber (7). Se define un limite de deteccion con

respecto a la sefial como:
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LOD =) (V, 3) #r

donde ) (V, 3) es el pardmetro no centralizado de una
distribucion t no-central, el cual puede ser calculado
numéricamente (5) o tomado de tablas (8) y *r es una

estimacion de la desviacion estandar de las medidas.

El célculo del NAS también permite estimar otras
figuras de merito tales como la selectividad y la

sensibilidad.

La selectividad (6) se puede expresar como

S
SEL = +—t

Isc]

donde 2s, 2 es la norma del espectro del componente

puro y 2s¢2 la norma del espectro total de la muestra. La

sensibilidad (6) se puede calcular como

SEN = —
[l

siendo b el vector del coeficiente de regresion que se

puede calcular mediante los métodos multivariante.

Quizas el término mas controvertido en analisis
multivariante sea el limite de deteccion. Se puede
definir como LOD = 3 2,2 2b2, donde 2,2 es una
medida del ruido instrumental y b es la norma del
vector coeficiente de regresion. Existe una amplia
polémica en cuanto a la aplicacion de esta ecuacién, ya

que la cantidad de analito que puede ser detectada
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depende de las concentraciones presentes de cada
interferente (6). En principio una posibilidad es calcular
el valor de 2,2 mediante el registro de varios espectros
de las muestras usadas como blanco, calcular la norma
del NAS para cada una de ellas y la correspondiente
desviacion estandar.

Como una alternativa para obviar la influencia de la
presencia de otras especies interferentes en la sefial del
blanco se puede construir un set de prediccion del
blanco, de manera que, siendo blanco en el componente
de interés, contenga a las otras especies presentes en un
intervalo de concentraciones similares a las incluidas en
la matriz, de esta manera la prediccion del cero y su
correspondiente desviacion estandar, englobaria a todas

las posibles muestras problemas (9).

La sensibilidad analitica, ( se considera como un
parametro mas Util a la hora de comparar resultados.
Aqui se define de forma similar a la realizada en analisis
univariante como: (= SEN/+r, donde =*r es una
estimacion de la desviacion estandar de la medida. El
valor de *r se calcula como el vector NAS obtenido a
partir de numerosos blancos para la muestra en estudio,
0 como ya hemos indicado antes, blancos para el

componente de interés.

V.1.4.- Aplicaciones

En cuanto a las aplicaciones del algoritmo HLA al

analisis, hemos de destacar que actualmente los trabajos
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publicados son escasos, dado lo novedoso del mismo.
La mayoria de las citas relacionadas han sido ya
recogidas en la discusion tedrica de dicho
procedimiento, ya que se refieren fundamentalmente a
tratamiento matematico y descripcion de los diversos

parametros del citado algoritmo.

Desde el punto de vista de la aplicacion analitica
cabe destacar el trabajo publicado por Olivieri y col. (4)
referido al andlisis de tetraciclinas en suero donde se
lleva a cabo la optimizacion mediante HLA, con
aportacion de cuantiosa y calificada informacién teérica
y comparacion con PLS. También queremos destacar el
publicado por estos mismos autores(10) donde utiliza el
compuesto denominado bromhexina para llevar a cabo
un estudio de optimizacion de la seleccion de longitudes
de onda mediante la utilizacion del minimo error
indicador (El) . Los resultados obtenidos se estudian
comparativamente sobre muestras reales y simuladas

por aplicacion de HLA 'y PLS.

Recientemente, se ha publicado la aplicacion de
HLA a la determinacion simultdnea de pteridinas
marcadoras mediante la utilizacion como sefales de
entrada de los espectros sincronicos de fluorescencia, y
se realiza una comparacion entre los resultados
obtenidos con el algoritmo mencionado y el mas clasico
PLS (11).

También por nuestro equipo de investigacion se han

determinado los pesticidas carbendazin, tiabendazol y
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fuberidazol por métodos basados en la sefial neta del
analito (12) y una mezcla muy usual de antibiéticos,
amoxicilina y acido clavulanico (13), comparando los
métodos basados en la sefial neta del analito con PLS y
utilizacién de sefiales cinéticas obtenidas de forma

semiautomatica.

Como conclusion podemos decir que dentro de los
que podiamos ya denominar métodos multivariantes
clasico, el método de regresiébn dominante en los
Gltimos afios, es la regresiobn por PLS, debido
probablemente a su robustez, simplicidad de uso y a que
se trata de una herramienta de diagndstico bien

desarrollada.

Actualmente la investigacion en  andlisis
multivariante va encaminada por una parte a la
aplicacion de métodos de analisis para sistemas no
lineales, o sistemas lineales en los cuales se generen
interacciones de diversa naturaleza entre los
componentes de las mezclas. Se emplean dos
herramientas bésicas, optimizacion de modelos PLS,
HLA, asi como disefio y aplicacion de redes neuronales.
En segundo lugar, y de forma creciente en interés, la
investigacion esta focalizada en la utilizacion de sefiales
tridimensionales y de ordenes superiores, en estos casos,
aplicables a sistemas complejos donde se incorpora al
menos una tercera variable como discriminatorio, se
aplican fundamentalmente N-PLS y PARAFAC (14,15).
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En esta Memoria se resumen los resultados
obtenidos por aplicacion de HLA al analisis del
antineoplasico metotrexato (MTX) y del &cido folinico
(LV) en muestras de suero y orina.

La dificultad encontrada en las determinaciones
anteriores mediante PLS nos han animado a tratar este
problema mediante el nuevo HLA mediante la

utilizacion de la metodologia NAS.

V.2.- DETERMINACION SIMULTANEA DE
ACIDO FOLINICO Y METOTREXATO EN
SUERO MEDIANTE HLA.

Como ya hemos indicado en el Capitulo anterior
LV y MTX presentan un elevado solapamiento entre sus
espectros de absorcion de manera que los métodos de
analisis univariantes no se pueden aplicar para llevar a
cabo la resolucion de ambos componentes en sus

mezclas.

En la Figura V.1, podemos observar los espectros
de absorcion de ambos componentes en disolucion a pH
= 5y también los espectros de absorcion de una muestra

de suero a la cuél se ha adicionado LV y MTX.

256



MENU SALIR

Capitulo V.- Aplicacion del anallisis multivariante (HLA)

(309-382 nm)

Absorbancia
N
I

200 250 300 350 400 450
Longitud de onda (nm)

Figura V.1.- Espectros de absorcion de muestras
conteniendo 1) suero humano (2 mL/25mL) conteniendo
10 .g/mL de MTX y 10 .g/mL de LV; 2) suero humano
sin los componentes; 3) 10 .g/mL de MTX y 1 .g/mL de
LVy4) 10 g/mLdeLVy1 .g/mL de MTX.

Los maximos de absorcion estan localizados a 297
y 305 nm para LV y MTX, respectivamente. El suero
humano presenta una extremadamente alta absorcion a
valores de longitud de onda inferiores a 300 nm, y para
longitudes de onda superiores, también se observa una
absorcion notable con un méximo situado a 410 nm.
Luego, en presencia de MTX y LV, el intervalo de
longitudes de onda que parece mas util es el
comprendido entre 300 y 400 nm, en el cuél se
encuentra toda la informacién espectral de los
componentes en estudio y se elimina el pico a 410 nm

del suero. En el intervalo anteriormente descrito, el
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solapamiento entre LV, MTX y suero se muestra en la
Figura V.1.

Con el objeto de llevar a cabo la determinacion
simultdnea de LV y MTX en suero sin separaciones
previas, y teniendo en cuenta las consideraciones
anteriores, hemos disefiado una matriz de calibracion
conteniendo suero como interferencia, ya que pensamos
de esa manera poder modelar la interferencia del
mismo. Ademas, creemos necesario llevar a cabo una
seleccion del intervalo de longitudes de onda de manera
que aseguremos la informacién espectral con el minimo
error. Para ello se desarrolla un método basado en la
denominada sefial neta del analito (NAS) comentado en

la introduccion.
V.2.1.- Optimizacion de la matriz de calibracion

Se construyd un grupo de calibracion formado por
nueve muestras y un grupo de prediccion compuesto por
seis, conteniendo concentraciones comprendidas en la
matriz, y suero en las mismas cantidades que las
incluidas en la matriz (2 mL de suero en un volumen
final de 25 mL). Todas las muestras por tanto, contenian
un volumen de 2 mL de suero sin diluir y sin tratar con
el objeto de modelar la interferencia del mismo. Por otra
parte, este suero esta constituido realmente por una
mezcla de ocho sueros de diferentes individuos, con
objeto de tener en cuenta la variabilidad del suero entre
individuos. En la Tabla V.1, se muestra la composicion

de ambos grupos de muestras.
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Tabla V.1.- Composicion del conjunto de calibracion y
de prediccion

Concentracion teorica
Conjunto de (:g/mL)
calibracion 2 LV MTX
M1 2 10
M2 4 10
M3 12 10
M4 14 10
M5 10 4
M6 10 2
M7 10 8
M8 10 10
M9 0 0
prediccion
suero 1 6 10
suero 2 20 10
suero 3 10 6
suero 4 10 18
suero 5 0 10
suero 6 4 0

*En presencia de suero ( 2mL/25 mL)

Con la dilucién elegida se obtienen muestras con
absorbancias de 1 unidad, y como consecuencia la
seleccion del intervalo de longitudes de onda parece

necesario.
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V.2.2.- Seleccion del intervalo de longitudes de onda
y del nimero de factores del modelo.

La seleccion del nimero de factores se ha realizado
mediante el algoritmo HLA/GO utilizando varios
intervalos de longitudes de onda comprendidos entre
290 y 450 nm. Para ello se ha empleado un método de

validacién cruzada.

Usando el namero éptimo de factores seleccionados
en cada region se ha calculado el valor del denominado
error indicador (El) para las predicciones sobre las
muestras problemas. Se emplea la informacion generada
por la regresion de la representacion de r” en funcion de
s, denominada NASRP, en donde r  representa la
sefial neta del componente i en presencia de otros
analitos en la muestra problema y s~ es la norma del
vector unitario correspondiente al componente i puro.
Las desviaciones de la linealidad que existen entra la
sefial neta del analito en la muestra y cuando esta puro
pueden medirse cuantitativamente mediante un error
indicador (EI)™.

La ecuacion que definir el error indicador (El) es la

siguiente:
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en la cual S es la desviacion estandar de la linea que
presenta mejor ajuste por regresiobn para la
representacion NASRP, en una determinada region
espectral. El valor de EI serd& minimo para un
determinado componente, en aquella region espectral
donde se pueda considerar la no interferencia de otras
especies presentes en el suero. Entonces la
representacion NASRP para el componente determinado
sera una linea de recta y su pendiente correspondera a la
concentracion teérica del componente en las muestras.
N es el nimero de puntos incluidos en la representacion

anterior.

Para investigar el valor de EI es necesario, realizar
la calibracion, estimar el valor optimo del nimero de
factores mediante validacion cruzada y calcular r' y s
para cada region espectral ensayada. Se emplea el
namero Optimo de factores en cada region espectral,
para realizar la calibracion y calcular el valor del El. Por
tanto para la seleccion de la regidén espectral mas
adecuada se tiene en cuenta tanto la prediccion de las
muestras problemas como el minimo error indicador
obtenido. En la Tabla V.2, se han resumido los
parametros indicados en cada region espectral, el
namero Optimo de factores, asi como los valores de El y
los valores calculados para dos muestras de suero

contaminadas con LV y MTX.

El valor de El aumenta cuando el intervalo de
longitudes de onda utilizado es proximo al fondo de

absorcion del suero (longitudes de onda menores de 286
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nm), y disminuye para longitudes de onda superiores.
Por otra parte, no parece adecuado el empleo de
longitudes de onda superiores a 390 nm. EI minimo El
parece corresponder con el intervalo comprendido entre
309 y 382 nm para ambos componentes. En la Figura
V.2A se representa el NAS de una muestra de suero
conteniendo ambos analitos en funcion de la longitud de
onda. Una vez que se ha calculado el NAS para una
muestra, podemos construir el NASRP, por
representacion de los elementos r” como una funcién de
los s". Hay que indicar que la concentracién incognita
Ci para una muestra problema y para un componente
determinado se puede calcular como la pendiente de la
recta NASRP que de el mejor ajuste lineal empleando
datos centrados. Teniendo en cuenta lo anterior la
mejor concordancia se obtuvo para las muestras

analizadas en el intervalo 309 a 382 nm.

En la Figura V.2B se representa la mejor recta
NASRP para un problema conteniendo suero, LV ( 6
:g/mL) y MTX (10 :g/mL). En ella se indican los
valores de la pendiente en cada caso que serdn las

concentraciones calculadas para la muestra problema.

Se analizé la homocedasticidad del error en la zona
de longitudes de onda seleccionada mediante la
representacion de los valores residuales (r'- C;s) vs. s ,
y se observa una distribucion homogénea de los mismos

en todo intervalo ensayado.
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0.0100 o 0.0200 = [\ 7X]calculado = 10,17 vg fuL
1 MTX] tesrico = 10.00 vg AnL
0.0100 A
0.0050 — MTX .
E . 2
1 0.0000 y
w0 * L L
<t 0.0000 — 4 )
= = -/ : .
] ~0.0100 |
~0.0050 Lv ¢
—0.0200 — [FO L ] calculado - 5.95 vg,mL
4 [FOL]tesrico- 6.00 vg/mL
~0.0100 . . ~0.0300 R e
309 345 382 —0.0080 -0.0040 0.0000  0.0040  0.0080

Longitud de onda (nm) s*

Figura V. 2.- (a) NAS correpondiente a una muestra de
suero humano conteniendo 6 .g/mL de LV y 10 .g/mL de
MTX; (b) representacién de r vs. s para la misma

muestra en el intervalo de  minimo  El
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Tabla V.2.- Optimizacion del intervalo de longitudes de onda en la prediccion de

Leucovorin (LV) y Metotrexato (MTX) en suero humano por aplicacion del NAS vy
evaluacion del error indicador (EI)
Leucovorin Metotrexato
Intervalo de
longitudes de Teérico  Calculado Teérico  Calculado
Muestra  Contenido onda El GgmLYy  (gmL?y | F! GgmLY  (gmL?Y
0.2478 0.1983 5.65
0.1153 0.0673 5.82
280-470 (3F) 9.90
200-479 (3F) 0.0691 lo0s | 00488 5.95
300-479 (2F) | 0.0641 9.87 0.0450 5.94
300-489 (2F) 9.90
0.0598 0.0430 5.95
Suero humano  300-500 (2F) 9.91
(2 mL/25 mL) )
Swerol ) \ywTx 300550 2F) | 0.0750 10.00 9.74 0.0435 6.00 5.91
0.0438 10.47
0.0196 10.28
280-470 (3F) | 0.1022 5.53 0.0210 10.19
290-479 (3F) | 0.0673 5.82
300-479 (2F) 0.0488 5.95 0.0220 10.18
300-489 (2F) | 0.0450 5.94
0.0120 10.17
Suero humano ~ 300-500 (2F) 0.0340 5.95
(2 mL/25 mL) )
Suero2 )\ mTx  300-550 (2F) | 0.0425 6.00 5.91 0.0164 10.00 10.21

264



MENU SALIR

Capitulo V.- Aplicacion del anallisis multivariante (HLA)

El ndmero de factores calculado mediante validacion cruzada en
cada region espectral se indica entre paréntesis. La region espectral
que presenta un valor minimo de El y la mejor prediccion se indica

en letra italica y negrilla

Una vez que se selecciond la region de longitudes
de onda, se procedé a calcular los parametros
estadisticos relacionados con el modelo HLA/GO

optimizado.

V.2.3.- Pardmetros estadisticos optimizados para el
modelo HLA/GO

Mediante el calculo de las concentraciones de la
matriz de calibracion y su comparacion con las tedricas
empleadas podemos establecer el denominado PRESS (

Prediction error sum of squares):

PRESS = z (Cteorica - Ccalculada)2

usando dos factores para componente y el criterio de

Haaland y Thomas, comentado en el capitulo anterior.

También se calcularon otros parametros tales como

el error relativo de prediccién (REP)

12

- |
REP = (100/C)|: 1/ I Z ( teorica calculada)2

y el coeficiente de determinacién R*:
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[ 2 I

B 2
R2 =1- z (Cteorica - Ccalculada) /z (Cteorica - Ccalculada)

siendo la concentracién media en las | muestras de

calibracion.

En la Tabla V.3 podemos observar los resultados
obtenidos para los pardmetros indicados y ambos

componentes.

Tabla V.3 .- Parametros estadisticos referentes a la
calibracion de LV y MTX en suero mediante HLA/GO.

Parametros
estadisticos LV MTX
Intervalo de
longitudes de onda
(nm) 309- 382 309-382
PRESS ? 0.5196 1.2939
REP (%) 3 5.33
R? 0.9972 0.9900

% Se han empleado para el céalculo 2 factores

Como se puede observar los valores de PRESS son
menores para LV que para MTX y en ambos casos los
valores son muy favorables. En cuanto a la linealidad se
puede considerar como muy aceptable, encontrandose
los errores dentro de limites adecuados para ambos

componentes.
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V.2.4.- Parametros de calidad del modelo

Se pueden considerar como parametros de calidad
fundamentales de un método multivariante la
selectividad, sensibilidad analitica y el limite de
deteccién. Estos pardmetros son especialmente Utiles
cuando se desean realizar estudios de comparacion entre

métodos de analisis.

El limite de determinacion se puede expresar en
modo sefal de acuerdo con Lorber (8) LOD = )(V,3) @,
donde el término )(V,3) es el parametro de una
distribucion t-no central (6,9), y @, es una estimacion de
la desviacion estandar de los errores asociados. @, se
puede calcular a través de las muestras blancos de suero
calculando su norma del NAS en las condiciones de las
determinaciones y su correspondiente desviacion
estandar. Dicha desviacion estandar puede ser
aproximarse al ruido instrumental. El parametro )(V,3)
en este caso es 3.54 para V = 3 = 0.05. El nimero de
factores usados fue de dos y el intervalo de longitudes
de onda entre 309 y 382 nm. De acuerdo con la
expresion anteriormente mencionada se calculan valores
de sefial de 50 y 167 mAU para LV y MTX.

La utilizacién del NAS también permite el calculo
de otros parametros tales como la selectividad, la
sensibilidad analitica y el limite de deteccién expresado

en concentracion.
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La selectividad se puede definir como la fraccién de
la sefial global que corresponde al analito, se puede
expresar como (7,8):

*

s
SEL = o
Is|

en esta expresion 2s 2 representa la norma del vector

del analito i y 252 la del vector de la muestra

La sensibilidad se expresa como SEN = 1/ 2b2

donde b es el coeficiente de regresion.

El limite de deteccién en analisis multivariante se

ha calculado segun la expresion:

LOD =3 2,22h2

donde 2,2 representa el ruido instrumental y se
aproxima a @ panco suero- Finalmente la sensibilidad
analitica, (, se defina de forma andloga al analisis

multivariante como:

(= SEN/ @,

La sensibilidad analitica se puede considerar como
el pardmetro de comparacion mas Util, aunque es mas
practico expresarlo como (!, es decir la minima
diferencia de concentracion que puede ser discernible
por un método. En la Tabla V.4 podemos observar los

parametros anteriormente indicados.
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Tabla V.4.- Parametros de calidad del método

Parametros LV MTX
202° 4.75x 107 1.58 x1072
SEL 0.202 0.146
SEN 0.042 0.051
(! g/ mL) 0.11 0.31
LOD (:g/ mL) 0.34 0.93

8202 . @, de diez blancos de suero.

El método mas sensible es el optimizado para LV,

presentando también una mejor selectividad.
V.2.5.- Analisis de muestras de suero

El método utilizado para el analisis de suero se
esquematiza en los siguientes pasos:

Se adicionan a 2 mL de suero humano sin
desproteinizar, cantidades de variables de LV y MTX
de manera que la concentracidon final este comprendida
en los limites fijados por la matriz de calibracion, se
homogenizan las muestras y se afiaden 5 mL de tampdn
acetico acetato (0.5 M) de pH = 5.0, diluyendo a 25 mL
con agua desionizada. Se registran los espectros de
absorcion entre 200 y 450 nm (tomando un valor de
absorbancia cada 0.36 nm) utilizando como blanco
disoluciones de tampén pH = 5.0. Los espectros se
analizan mediante el modelo HLA/GO optimizado
usando 2 factores en el intervalo de longitudes de onda
309 a 382 nm.
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En las condiciones antes mencionadas se analizan
seis muestras distintas de suero ( formadas por mezclas
de distintos individuos).

En la Tabla V.5, podemos observar los valores de

recuperacion obtenidos en cada caso.

Tabla V.5 .- Valores de recuperacion para LV y MTX
en suero mediante HLA/GO

LV, mgL™? MTX , mg L™
Encontra | Rec encontra | Rec
puesto do (%) | puesto do (%)
6.0 5.94 99 10 1018 | 102
20 19.24 96 10 9.82 98
10 9.01 99 6 551 92
10 9.43 94 18 18.6 103
0 10 9.56 96
4 3.82 96 0
‘LVIp=0.97 [LV] enc:; | puxp = 1.03[MTXJenc.: R?
R?*=0.9993 =0.9963
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[LV], vg/mL
[MTX], vgfL

0 1 2 3 4 5 [ 0 1 2 3 4 5 8

M uestras de suero M uestras de suero

] N L1

[LV], te6rico  [LV], calculado [MTX], teorico  [MTX], calculado

Figura V.3 .- Graficas de valores de concentracion
tedrico y calculado para problemas de suero usando el
modelo optimizado HLA/GO

De los valores de recuperacion obtenidos, asi como
del andlisis de regresion de la representacion puesto -
encontrado podemos deducir que los resultados son muy

satisfactorios, en ambos casos.

Por ultimo se han comparado los resultados
obtenidos con los dos métodos de andlisis multivariante
tratados en esta Memoria PLS y HLA/GO al analizar las

mismas muestras de suero.

Los resultados son bastante parecidos aunque son
ligeramente mejores para HLA/GO, tanto en los valores
de pendiente de la regresion puesto - encontrado para
ambos compuestos, como en el valor del coeficiente de

determinacion y en menor dispersion para LV.

A modo de resumen se exponen los resultados

obtenidos en ambos métodos:
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Tabla V.6 .- Resultados comparativos de la regresion
puesto encontrado por los métodos PLS y HLA/GO

aplicados al andlisis de suero.

Suero
LV MTX
Método penrlgie R | @ pentgien R? ®°
PLS 096 [09869|071| 1.1 [0.9979| 0.11
HLA/GO | 0.97 [0.9993[0.04| 1.03 |[0.9963| 0.17

V.3.- DETERMINACION SIMULTANEA DE
ACIDO FOLINICO Y METOTREXATO EN
ORINA MEDIANTE HLA

Utilizando la misma sistematica que en la
aplicacion indicada anteriormente se ha puesto a punto
un método para el analisis de LV 'y MTX en orina y se
ha aplicado al analisis de muestras de orina

contaminadas con los analitos en estudio.

El modelo HLA/GO optimizado presenta los

parametros estadisticos resumidos en la Tabla V.7.
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Tabla V.7 .- Parametros estadisticos para la
calibracion de LV y MTX en orina mediante HLA /GO.
Parametros
estadisticos LV? MTX
Intervalo de
longitudes de onda
(nm) 320- 336 332-391
PRESS? 1.9506 0.1796
REP (%) 5.39 1.59
R? 0.9882 0.9994

3 utiliza 2 factores: ° utiliza 4 factores

Por otra parte los pardmetros de calidad del método son:

Tabla V.8.- Parametros de calidad del método

Parametros LV MTX
202° 5.10 x 10 1.30 x107@
SEL 0.153 0.172
SEN 0.022 0.031
(* (:g/ mL) 0.11 0.42
LOD (:g/ mL) 0.33 1.25

El método utilizado para el analisis de orina ha sido

el siguiente:

Se adicionan a 3 mL de orina humana sin tratar y

recién tomada cantidades variables de LV y MTX de

manera que la concentracion final esté comprendida en

los limites fijados por la matriz de calibracion, se

homogeneizan las muestras, y se afiaden 5 mL de
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tampon HAc/NaAc (0.5 M) de pH = 5.0, diluyendo a 25
mL con agua desionizada. Se registran los espectros de
absorcion entre 200 y 450 nm ( tomando un valor de
absorbancia cada 0.36 nm) utilizando como blanco
disoluciones de tampon pH = 5.0. Los espectros se
analizan mediante el modelo HLA/GO optimizado
usando 2 factores en el intervalo de longitudes de onda
318 a 336 nm para el LV y 4 factores para el MTX en el
intervalo de 332 a 391 nm.

En las condiciones indicadas se han analizado seis
muestras de orina con los resultados que se muestran en
la Tabla V.9.

Tabla V.9 .- Valores de recuperacion para LV y MTX
en orina mediante HLA/GO

LV, mg L™ MTX, mg L™

Encont| Rec |puest|encont Rec
puesto | rado | (%0) | o | rado (%0)

6.0 6.04 101 10 10.1 101
20 19.44 97 10 9.97 100
10 10.4 104 6 6.13 102
10 9.82 98 18 17.9 99

0 10 10.2 102
4 3.69 92 0
[LV]p=0.98 [LV] enc.; [MTX]p =0.99 [MTX]enc.;
R?=0.9981; ®*=0.11 R?=0.9997; ® =0.01
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[LV], pg/mL
1
[MTX], pg/mL

SN

T T T I 1 1 1 1
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
n

Muestras de orina Muestras de orina
C ] NN [—
[LV], tedrico [LV], calculado [MTX], teérico  [MTX], calculado

Figura V.4 .- Graficas de valores de concentracion
tedrico y calculado para problemas de orina usando el
modelo optimizado HLA/GO

De forma similar a la aplicacién anteriormente
descrita en suero, se ha procedido a realizar una
comparacion con los resultados obtenidos mediante PLS
que aparecen resumidos en la Tabla V.10.

Tabla V.10 .- Resultados comparativos de la regresion
puesto encontrado por los métodos PLS y HLA/GO
aplicados al analisis de orina.

Orina
LV MTX
pendient pendien
Meétodo e R? | @, te R? @?
PLS 0.97 0.9861( 0.78 1.01 [0.9975| 0.11
HLA/G
(@) 0.98 0998 | 0.11 [ 0.99 ([0.9997| 0.01

Como se puede observar los resultados son
ligeramente mejores cuando se aplica HLA, de manera

que en el caso de LV aumenta considerablemente el
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valor de R? presentando por otra parte una menor
dispersién. En cuanto a la resolucién de MTX se
obtienen similares resultados por ambos método,
observandose sin embargo una menor dispersion de

nuevo por aplicacién de HLA.

Como consecuencia de los resultados mostrados en
el Capitulo 1V y los mostrados en este Capitulo,
podemos concluir que las calibraciones HLA y PLS nos
permiten determinar de forma simultanea el
antineoplasico MTX y el agente de rescate, LV tanto en
muestras de orina como en suero humano. Los
parametros estadisticos obtenidos mediante HLA son
ligeramente mejores que mediante PLS, pudiendo
considerar que el célculo del ElI mediante la regresion
del NAS nos permite una mas adecuada seleccion del

intervalo (til de longitudes de onda.

En esta aplicacion, la seleccion del intervalo de
longitudes de onda es especialmente importante dada la
elevada absorcion del suero ya que no se aplica ningun

tratamiento previo.
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Capitulo VI.

ESTUDIO CINETICO DE LA OXIDACION
DE LOS ACIDOS FOLINICO Y FOLICO
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VI.1.- CARACTERISTICAS GENERALES DE
LOS METODOS CINETICOS DE ANALISIS

Los métodos cinéticos de andlisis son aplicados a
sistemas quimicos durante el transcurso de una
reaccion, y muchas veces lo son solamente durante el
periodo que sigue inmediatamente al inicio de la misma.
Ello les confiere unas caracteristicas especiales que les
diferencian de otros métodos de analisis basados en
mediciones realizadas en el estado de equilibrio, y por

ello llamados métodos termodinamicos de analisis.

Los métodos cinéticos no requieren la medicion del
valor absoluto del pardmetro elegido para seguir la
reaccion, sino solo la medicion de la variacion de este
parametro en funcion del tiempo. Con ello, los métodos
cinéticos pueden resultar exentos de muchas
interferencias que contribuyen al valor absoluto de
aquel parametro (como por ejemplo la presencia de
sustancias fluorescentes, absorbentes, etc) pero que no
intervienen en la reaccién y que, por lo tanto, no

modifican la ley de variacién del pardmetro.

Los métodos cinéticos permiten  utilizar
analiticamente una gran cantidad de reacciones
quimicas que tradicionalmente no podian serlo por no
cumplir las condiciones exigidas por los métodos de
equilibrio: las de ser répidas, ser completas, y tener

lugar con una estequiometria definida.
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Estos métodos cinéticos se pueden basar sin
dificultades en reacciones lentas 0 no cuantitativas
porque para medir la velocidad de la reaccién basta que
reaccione s6lo una fraccion de la sustancia, fraccion que
puede ser muy pequefia si los métodos de medida son lo
bastante sensibles, con la condicion que dicha reaccion

sea repetitiva.

Sin embargo, no todas las reacciones son
susceptibles de utilizaciéon como base de un método
cinético de andlisis. Deben ser lo bastante lentas para
que su tiempo de semi-reaccion supere el tiempo
necesario para obtener la mezcla homogénea de los
reaccionantes y permita realizar las lecturas con

exactitud aceptable.

Por otro lado, las reacciones no pueden ser
excesivamente lentas si el método de analisis tiene que
poseer algun valor practico. Asi, las reacciones con
tiempos de semi-reaccion de algunas horas no resultan
ya interesantes para el analisis de rutina, ya que las
medidas requieren un tiempo excesivo 0, si se desea
realizarlas en un tiempo mas corto, requieren
instrumentos de medida de extrema sensibilidad, dadas
las pequefiisimas variaciones de concentracion que se
produciran en dicho tiempo.

La velocidad de algunas reacciones que son
demasiado lentas o demasiado rapidas se puede

modificar y llevar dentro de los limites indicados
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mediante diversas técnicas de trabajo o artificios, como

los siguientes:

a) por modificacion de la temperatura

b) por modificacion de la concentracion de
los reaccionantes

c) por variacion de la naturaleza del
disolvente o de la fuerza idnica de la solucion del

problema.

Una caracteristica desfavorable de los métodos
cinéticos, viene determinada por el hecho de que,
realizandose las mediciones sobre un sistema dindmico,
la calidad de los resultados depende de la precisién en la
determinacion del tiempo. Depende, ademas, de todos
aquellos factores que influyen sobre la velocidad de

transformacion del sistema.

Si se desea obtener resultados reproducibles es
necesario controlar rigurosamente los multiples factores
de los que depende la velocidad de reaccion: la
temperatura, la presencia de impurezas, la composicion
global del sistema, el pH, la fuerza ionica, la naturaleza
de los disolventes... Es precisamente la dificultad de
este control lo que ha motivado en el pasado que la
precision y la exactitud de los resultados obtenidos por
estos métodos distaran muchas veces de ser
satisfactorias.

Actualmente, esto ha dejado de ser un problema
importante gracias a la introduccién y generalizacion de

la instrumentacion y de las técnicas modernas de
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control. La incorporacion de los microordenadores a los
laboratorios permite el uso en condiciones de rutina de
procedimientos cinéticos totalmente automatizados. Los
aparatos de analisis automaticos en flujo continuo ya
existentes comercialmente, y se adaptan perfectamente

también a los procedimientos cinéticos de analisis.

Los métodos cinéticos han encontrado aplicacion

analitica principalmente en dos campos:

a) en determinacion de cantidades muy pequefias
(trazas) de sustancias que pueden presentar actividad
catalitica (o0 que pueden modificar la actividad catalitica

de otra)

b) en andlisis de mezclas de sustancias muy
andlogas quimicamente, sin separaciones previas,
sacando partido de las diferencias de su reactividad

frente a un reactivo comun.

VI1.1.1.- Instrumentacion en los métodos cinéticos de

andlisis:

Introduccion

La consolidacion de los métodos analiticos basados
en la medida de la velocidad de reaccion ( sistemas
dindmicos ) y su creciente grado de competitividad con
los métodos analiticos basados en las medidas
efectuadas en el equilibrio ( sistemas estaticos ) se
deben al desarrollo alcanzado por la instrumentacion

analitica. Hay que destacar los avances en los ultimos
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afios en los instrumentos de deteccién de la sefial
analitica con la incorporacion de sistemas electrénicos

que garantizan mayores grados de exactitud y precision.

En los dltimos afios, los métodos cinéticos de
anélisis han ganado en exactitud, precision, seguridad,
accesibilidad instrumental y bajo costo, de tal manera
que han pasado de ser unos métodos analiticos
meramente académicos a ocupar un puesto cada vez
mas relevante en los analisis de rutina, especialmente en

ciertas areas como la Quimica Clinica.

Caracteristicas diferenciales

Vamos a hacer un breve repaso de aquellos
aspectos generales que diferencian a los métodos

cinéticos de las demés metodologias analiticas.

La instrumentacion para llevar a cabo un método
cinético presenta varias peculiaridades que deben
resaltarse: el control del tiempo, la medicion relativa de
la sefial, los sistemas de toma y tratamiento de datos y el

control de la temperatura.

El tiempo es la caracteristica diferenciativa esencial
en los métodos cinéticos y los de equilibrio. Es una
variable que debe ser estrictamente controlada en todas
y cada una de las operaciones de un método cinético.
No solo es clave medir con precision el tiempo en que
se originan las sefiales analiticas (tiempo de medida)
sino que es imprescindible controlar la duracion de las

operaciones iniciales (tiempo previo). También debe
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conocerse con rigor la influencia de esta variable en el

sistema de adquisicion de datos.

La temperatura es una variable critica en los
métodos cinéticos, pues afecta mucho méas a la cinética
que al equilibrio de la reaccion siempre que la constante
que rige a éste Ultimo sea lo suficientemente alta. En los
métodos cinéticos esta variable debe controlarse con
gran precision (£0.01 6 #0.1°C) para conseguir

resultados reproducibles.

Una importante cualidad de los métodos basados en
la velocidad de reaccion es que se basan en medidas
relativas de la sefial. Por tanto el valor absoluto inicial
de absorbancia, intensidad de fluorescencia, potencial,
etc., no tiene relevancia. Solo es preciso medir con
precision la velocidad de cambio de la sefial, que no es
afectada por la turbidez, coloracion, fluorescencia
iniciales, celdas sucias, etc. Un buen ndmero de
interferencias se eliminan, por lo que la selectividad es

mayor.

La adquisicion y tratamiento de datos es una
etapa fundamental en esta metodologia. Por una parte la
toma de la sefial transducida debe hacerse con precision
en funcién del tiempo. Por otra parte, al no existir una
relacibn matematica simple entre estos datos y la
concentracion del analito, son precisos procesos de
calculo mas o menos complejos segin se trate de la

determinacion de una especie o de analisis cinético

285



MENU SALIR

Capitulo VI.- Estudios cinéticos

diferencial y el tipo de método cinético aplicado (tiempo

fijo, tiempo variable, de la tangente...).

El espectrofluorimétro que hemos utilizado ha sido
un SLM Aminco Bowman Series 2, equipado con dos
lamparas de descarga de Xe, una continua de 150 W'y
otra de pulsos de 7 W. Esta acoplado mediante una
tarjeta GPIB (IEE-488) a un microordenador PC-386.
La adquisicion de datos y el analisis de los mismos
fueron realizados con el paquete de software AB2

version 1.40, bajo el sistema operativo 0OS/2 2.0

VI1.1.2.- Precisiéon en los métodos cinéticos de analisis

La precision en las medidas de la velocidad de

reaccion depende fundamentalmente de tres factores:

a) Del ruido de fondo.

b) De la irreproducibilidad en las variables fisico-
quimicas que influyen sobre la reaccion; esto es, en la
falta de constancia en las condiciones experimentales
(mezcla, pH, temperatura, fuerza idnica, etc.)

c) De los errores cometidos en la medicion del

tiempo en los sistemas de toma de datos.

Con los sistemas actuales de adquisicion de datos
mediante  microordenador la tercera causa de
irreproducibilidad puede despreciarse ya que la varianza

en la medicion de et es practicamente nula.
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V1.1.3.- Aplicaciones

En cuanto a las aplicaciones de estos métodos,
durante los ultimos afios han sido numerosos los
trabajos publicados. En esta Memoria no se pretende
hacer una revision exhaustiva, por lo que solo haremos
referencia a los trabajos publicados en los ultimos cinco

afios, que se resumen a continuacion.

Gran variedad de compuestos han sido
determinados mediante métodos cinéticos-
fluorimétricos; asi, tenemos desde la determinacion de
hidrégeno cianida en aire (1) utilizando filtros
adecuados para su impregnacion, determinacion de
pesticidas como paraquat en leche, agua y vino blanco
(2), etilentiourea haciendo uso de la técnica de flujo
interrumpido, stopped-flow, en agua, leche y fruta (3),
hasta la simple determinacion de acido ascorbico en

preparaciones farmaceuticas, orina y vegetales (4).

Muchos iones inorgéanicos han sido determinados
mediante métodos cinéticos-fluorimétricos; asi, tenemos
la determinacion de trazas de oxalato (5), determinacion
de trazas de i6n fluoruro en pasta dentrifica (6), Pd** en
muestras sintéticas (7), ion bromuro en agua y cabellos
(8), asi como la determinacion recientemente de trazas

de vanadio en muestras de agua (9).

En cuanto a compuestos organicos determinados
mediante estos métodos, podemos citar algunos

ejemplos como son la determinacion de adrenalina
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(10), trazas de resorcina en muestas sintéticas (11),
determinacion de taninos en muestras de té (12) y trazas

de anilina en aguas de desecho (13).

También cabe citar como trabajo realizado por
nuestro equipo investigador la determinacion reciente
del antineoplasico objeto en esta memoria, metotrexato,
mediante métodos cinéticos-fluorimétricos en suero
humano (14).

VI1.2.- DETERMINACION CINETICA-
FLUORIMETRICA DE ACIDO FOLINICO

Como ya se estudio en el Capitulo Il de esta
memoria, el acido folinico presenta fluorescencia, en
disolucion acuosa, en todo el rango de pH. Sin embargo,
hemos comprobado que cuando este compuesto se
somete a un proceso de oxidacion suave con
permanganato potasico en medio basico, el producto
que se genera es mas fluorescente que el acido folinico
de partida, lo que nos permitiria llevar a cabo una
determinacion indirecta de acido folinico midiendo la

intensidad de fluorescencia del producto generado.

Por otro lado, se ha comprobado que la oxidacion
del acido folinico no tiene lugar de manera instantanea,
sino que ocurre al cabo de un cierto tiempo. En este
capitulo vamos a estudiar y optimizar tanto las variables
instrumentales como las quimicas con objeto de
proponer un método para la determinacion cinética del

acido folinico.
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Con objeto de seleccionar las longitudes de onda a
las cuales vamos a registrar las curvas cinéticas, se
preparan dos disoluciones de acido folinico, una de las
cuales se somete al proceso de oxidacion, y se registran
los correspondientes espectros de excitacién y emision
que se representan en la Figura VI.1. Se observa que los
méaximos de excitacion y de emision no varian del
producto sin oxidar al producto oxidado, por lo que las
curvas cinéticas las registraremos a 360 nm, excitando a
290 nm.

VI1.2.1.- Influencia del pH en la determinacion

cinética de 4cido Folinico

Comenzamos el estudio de las variables quimicas
viendo como influye el pH sobre la cinética de la
reaccion de 4cido folinico en presencia de

permanganato potasico.

Para llevar a cabo esta experiencia se preparan
disoluciones directamente en la cubeta de medida (3
mL) en las cuales se mantiene constante la
concentracion de &cido folinico y de permanganato y se
varia el pH mediante pequefiisimas adiciones de HCI
y/o NaOH.
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Intensidad de fluorescencia

200 300 400 500
Longitud de onda (hm)

Figura V1.1 .-Espectros de excitacion (a) y emision (b)
del &cido folinico (-----) y del producto resultante de la

oxidacion (—).

El método operatorio que seguimos es el siguiente:
en la cubeta de medida y sobre disoluciones de &cido
folinico de 5 mg L™, adicionamos 1.00 mL de
disolucién de KNO; 10* M. la cantidad de HCI o
NaOH necesarios para alcanzar el pH deseado y agua
ultrapura hasta completar 2.00 mL. A esta disolucién se
le mide el pH mediante un micro electrodo combinado,
y finalmente se afiade 1.00 mL de disolucién 10* M de
permanganato potasico. A continuacién se registran las
curvas cinéticas, excitando a 290 nm y manteniendo el
monocromador de emision a 360 nm, durante un tiempo

de 500 segundos.

En la Figura V1.2 se representan algunas de las

curvas cinéticas registradas a diferentes pH.
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Observamos que en medios &cidos la reaccion de
oxidacion presenta pendientes negativas y que solo a
partir de valores de pH neutros se puede medir una
velocidad de la reaccion apreciable. Podemos
comprobar que la velocidad aumenta a medida que lo
hace el pH, alcanzandose los valores maximos a pH
superiores a 10. Esto nos indica la conveniencia de
realizar el estudio de oxidacion del &cido folinico en

presencia de NaOH.

10 —
_ pH =107

e}
|

Intensidad de fluorescencia

0 — T T T T T T T
0 100 200 300 400 500
Tiempo (s)

Figura V1.2 .-Representacion de las curvas cinéticas de
la oxidacion del &cido folinico a distintos pH.
[Folinico] =5 mg L™; [KMnO,] = 3.33x10™ M.
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V1.2.2.- Influencia de la concentracién de NaOH

Para ello se preparan disoluciones directamente en
la cubeta que contienen: 5 mg L™ de 4cido folinico, 1.00
mL de disolucién de KNO3z 10 M, vol(imenes variables
de NaOH 1 M, agua ultrapura hasta completar 2.00 mL,
1.00 mL de disolucién de KMnO, 10 M vy se registran
las curvas cinéticas en las mismas condiciones
instrumentales. Los valores correspondientes a las
velocidades de reaccion, medidas entre 50-150 s, para
las diferentes concentraciones de NaOH ensayadas, se
recogen en la Figura V1.3. Observamos que la velocidad
aumenta a medida que lo hace la concentracion de
NaOH, hasta que se alcanzan valores de NaOH de 0.13
M, concentracion a partir de la cual la velocidad de la
reaccion de oxidacion se mantiene practicamente

constante.

Para posteriores experiencias, elegimos como
concentracion Optima de NaOH 0.17 M, que se
consigue con la adicién de 0.5 mL de disolucién de
NaOH 1 M.

Mediante analisis logaritmico, podremos calcular el
orden parcial de reaccidn, respecto a la concentracion de
hidroxido sodico, teniendo en cuenta que la
concentracion del analito y del resto de los reactivos se
mantiene constante.

La ecuacion de velocidad de esta reaccion cinética

de oxidacién del &cido folinico la podriamos escribir:
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v = K[NaOH]J*[KMnO4]"[Folinico]°

Al mantener constante todas las otras variables, la

ecuacion anterior la podemos simplificar:

v = K'[NaOHJ?

donde K’ engloba a la constante de velocidad de la
reaccion y a todas la concentraciones que se mantienen
constantes. Tomando logaritmos a esta expresion, nos
quedaria:

Inv = InK + aln[NaOH]

Pendiente (50-150s)

0.00 ‘ I ‘ I ‘ I ‘ \
0.00 0.10 0.20 0.30 0.40
[NaOH], M

Figura V1.3 .-Influencia de la concentracién de NaOH

sobre la pendiente de las curvas cinéticas. [Folinico] =
5mg L™; [KMnO,] = 3.33x10° M
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-2.00
7 [ )
[J [ ]
® [
)
= 240
©
=] .
o
S
S 260
£
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In [NaOH], M
Figura V1.4 .- Representacion logaritmica de la
velocidad de reaccion en funcion de la concentracién
de NaOH.

Al representar In [NaOH] frente a In velocidad,
Figura V1.4, podemos calcular el valor de a a partir de
las pendientes de los tramos rectos. Observamos que
existen dos tramos con diferentes pendientes por lo que
podemos deducir que con respecto a la concentracion
tenemos dos 6rdenes de reaccion:

[NaOH] <0.13M ¥ a=1/2 ¥ v = K’ [OH ]

[NaOH] >0.13M ¥ a=0¥v=K’

Con la concentracion de NaOH seleccionada como
Optima, nos aseguramos un orden de reaccion 0 con lo
gue pequefias variaciones en la basicidad del medio, no
afectaran, de forma apreciable a la velocidad de la

reaccion de oxidacion.
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VI1.23.- Influencia de la concentracion de
permanganato potédsico sobre la cinética de

oxidacion del acido folinico en medio NaOH

El estudio de esta variable se lleva a caho sobre
disoluciones que en un volumen final de 3.00 mL

contienen:

- 0.3 mL de 4cido folinico de 50 mg L™
- 0.5 mL de disolucion de NaOH 1 M
- volimenes variables de agua ultrapura

- volumenes variables de disolucion de KMnQO,4 10

Los volumenes de agua ultrapura y KMnO, deben
conjugarse de tal manera que el volumen final en la
cubeta de medida sea 3.00 mL.

A estas disoluciones se les registra las curvas
cinéticas manteniendo los monocromadores de
excitacion y emision en 290 nm y 360 nm
respectivamente. Algunas de las curvas cineticas se
representan en la Figura V1.5, donde se observa que la
velocidad de la reaccion aumenta a medida que lo hace

la concentracién de KMnO,.
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Intensidad de fluorescencia
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0 100 200 300 400 500
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Figura VI.5 .-Curvas cinéticas correspondientes a la
oxidacion del &cido folinico obtenidas con distintas
concentraciones de KMnO,4 10 M. [Folinico] = 5 mg
L™ [NaOH] =0.17 M

Las pendientes de las curvas cinéticas se miden
entre 50-150 s, y los resultados obtenidos se representan
en la Figura VI.6. Observamos que la sefial aumenta a
medida que lo hace la concentracion de KMnQ, hasta
alcanzarse una concentracion de 2.67x10° M a partir de
la cual la pendiente de las curvas cinéticas se mantiene
practicamente constante. Para posteriores experiencias
se elige como concentracion 6ptima de KMnOy la que
se obtiene con la adicién de 1.00 mL de disolucion 10™
M que resulta ser 3.33x10™ M.

El calculo del orden de reaccion con respecto a esta
variable, se realiza con los datos recogidos de la

representacion logaritmica de la Figura V1.7, donde
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ohservamos la existencia de dos tramos con diferentes
pendientes:

[KMnO,] < 2.66 x 10° M ¥ b -1/2 ¥ v=K’ [KMnO,]**
[KMnO,] >2.66 x 10°M¥b-0¥v=K’

0.15

0.10 .

Pendiente (50-150 s)

0.05

0.00 — T T T T T T T T 1
0.00 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50
[KMnO,], 10*M

Figura V1.6 .-Representacion de la concentracion de
KMnO, frente a la pendiente de las curvas
cinéticas.[Folinico] =5mg L™; [NaOH] = 0.17 M
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-2.00

-2.40 —

-2.80 —

In velocidad (50-150 s)

-3.20 —

-3.60 T T T T T T T I T ]

-12.0 -11.5 -11.0 -10.5 -10.0 -95
In [MnQ,], M

Figura VI.7 .- Representacion logaritmica de la
velocidad de reaccion en funcién de la concentracion
de KMnQy,.

La concentracion elegida como Optima esta situada
en el tramo donde la pendiente de la representacion
logaritmica es cero por lo que la ecuacion cinética de la
reaccion de oxidacion del acido folinico serd

independiente de la concentracion de KMnOj.
V1.2.4.- Influencia de la Temperatura

El estudio de esta variable instrumental se lleva a
cabo con disoluciones que en un volumen final de 3.00

mL contienen:

- 2.00 mL de disolucién de 4cido folinico de 5 mg L™
en medio NaOH 0.17 M
- 1.00 mL de disolucién de KMnO, 10* M
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A cada una de estas disoluciones se les registra su
curva cinética al mismo tiempo que se varia la
temperatura entre 10 y 80° C. Las curvas cinéticas
obtenidas en este rango de temperatura se representan

en la Figura VI.8.

Las velocidades de reaccion, medidas entre 50 y
150 s, para las diferentes temperaturas se representan en
la Figura VI.9, donde observamos que la mayores
velocidades se obtienen entre 70 y 80° C, y que

disminuye a temperaturas superiores.

Por otra parte, se puede observar que el compuesto
formado como consecuencia de la oxidacion del acido
folinico es inestable. La intensidad de fluorescencia del
compuesto oxidado disminuye con el tiempo a
temperaturas elevadas. Este hecho parece indicar que el
derivado intensamente fluorescente es realmente un

producto intermedio.

Para posteriores experiencias elegimos como

temperatura 6ptima 70 °C.
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Intensidad de fluorescencia

0 L I B B R B
0 100 200 300 400 500
Tiempo

Figura V1.8 .- Curvas cinéticas correspondientes a la
oxidacion del acido folinico a distintas temperaturas
[Folinico] = 5 mg L™; [NaOH] = 0.17 M; [KMnO,] =
3.33x10° M

0.6 °

©
~
l

Pendiente (m)
|

0.2+

Temperatura, °C
Figura V1.9 .- Influencia de la temperatura sobre la

velocidad de la reaccion de oxidacion
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V1.2.5.- Rectas de calibrado del acido Folinico

Una vez estudiadas y optimizadas tanto las
variables quimicas como las instrumentales para la
determinacion cinética de &cido folinico, se realizo el
siguiente estudio con objeto de comprobar si existe una
buena relacion lineal entre la concentracion de &cido
folinico y las pendientes de las curvas cinéticas. Para
ello, preparamos disoluciones que en un volumen final

de 3.00 mL contienen:

- Cantidades variables de &cido folinico
- 0.5 mL de disolucién de NaOH 1.0 M
- agua ultrapura hasta completar 2.00 mL.
- 1.0 mL de disolucién de KMnO4 10 M

Las muestras se preparan por triplicado y a cada
una de estas disoluciones se le registra la curva cinética
entre 0-500 s y manteniendo el voltaje de la lampara
continua del espectrofluorimetro a 850 V. El registro de
las curvas se hace manteniendo los monocromadores de
excitacion y emision a 290 y 360 nm respectivamente y

termostatizando a 70° C.

Estas condiciones, nos permiten poder establecer
dos rectas de calibrado con distintos rangos de
concentracion de acido folinico, una de ellas entre 0 y 1
mg L y la otra entre 0 y 100 pg L™ Las curvas
cinéticas se han representado en las Figuras VI.10. y
VI.11., y las correspondientes rectas de calibrado en las

Figuras VI1.12 y VI1.13. Los pardmetros estadisticos que
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se derivan del andlisis de las rectas obtenidas se han

resumido en la Tabla VI.1.

Se comprueba que en ambos casos los coeficientes

de regresion que se obtienen son muy aceptables.

100 —

80 —

60 —

40—

1

Intensidad de fluorescencia
1

20—

|

0 T | T | T | T | T ]

0 100 200 300 400 500
Tiempo (s)
Figura VI1.10 .- Curvas cinéticas para distintas

concentraciones de &cido folinico comprendidas entre
0.05y1.0mg L™
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12

Intensidad de fluorescencia
[o2]
|

""‘M
0 L L
0 50 100 150 200
Tiempo (5)
Figura VI.11 .- Curvas cinéticas para distintas

concentraciones de acido folinico comprendidas entre

20y 100 ug L™
1.0

0.8

0.6

0.4 —

pendiente (70-120s)

0.2+

e e L
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
[Folinico], ppm

Figura V1.12 .- Influencia de la concentracion de acido

folinico (0.05 - 1 mg L™) sobre la velocidad de reaccién
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Figura V1.13 .- Influencia de la concentracién de acido

folfnico (20-100 xg L™) sobre la velocidad de reaccién

Tabla VI.1.-Pardmetros estadisticos obtenidos para la

calibracién lineal

univariante en

la determinacion

cinética de acido folinico con deteccion fluorescente.

Rango lineal Rango lineal
0-1mgL* 0-100 pg L™
Ecuacién de larecta | Y =0.934[C]- | Y =7.90x10“[C’]
2.79x107 - 4.61x107
@ pendiente 2.509x10° 2.081x10°
®orenada 1.378x107 1.336x10°
®iipica estimada 4.029x10 2.58x10°
Coeficiente de
regresion 0.9929 0.9989
LD (Winerfordner y
Long) 0.044mgL™* 5.09 ug L*
LD (Clayton,V =3 =
0.05) 0.10mgL"* 95ugL*!
Sensibilidad
analitica, (y™) 0.043mg L™ 3.266 pg L

C: expresado como mg L™ ; C’: expresado como ug L™
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El anélisis logaritmico de ambas rectas de
calibrado, Figuras VI1.14 y VI1.15, indican una pendiente
proxima a 1 en los dos intervalos de concentraciones
estudiados, lo que nos permite decir que con respecto a
la concentracion de &cido folinico el orden parcial de

reaccion mas probable es 1.

Este resultado, junto con los obtenidos en los
estudios realizados acerca de la influencia de la
concentracion de NaOH y de KMnQO,4 permite
establecer, a 70° C y para concentraciones de NaOH >
0.13 M y de KMnO4; > 2.66x10° M, la siguiente

ecuacion cinética:
V (s = K [4cido folinico]

0.00

Y =1.08763 * X +-0.107617

-0.50

-1.00

-1.50

-2.00

In velocidad

-2.50

-3.00

-3.50

-4.00 . S BN B B B — —

-3.0 -2.5 -2.0 -15 -1.0 -0.5 0.0
In [Folinico], ppm

Figura VI1.14 .- Representacion logaritmica de la
influencia de la concentracién de acido folinico sobre

la velocidad de reaccion.
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-2.50
Y =1.19108 * X + -8.06218

-3.00

-3.50

In velocidad

-4.00

-4.50

-5.00 T T T T T T T I T ]

25 3.0 35 4.0 45 5.0
In [Folinico], ppb

Figura VI.15 .- Representacion logaritmica de la
influencia de la concentracion de acido folinico sobre

la velocidad de reaccion.

V1.2.6.- Calculo de la energia de activacion

La utilizacion de la ecuacion anterior nos permite
calcular el valor de K a las diferentes temperaturas
ensayadas en el estudio de la influencia de la
temperatura y por tanto calcular la energia de activacion

a través de la ecuacion de Arrhenius:

K — Ae—Ea/RT

K = constante de velocidad

A = factor de frecuencia

E. = energia de activacion

R = constante de los gases perfectos
T= temperatura absoluta
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Cuando se mantienen constantes todas las variables,
excepto la temperatura, se puede relacionar In K con la

temperatura absoluta a través de la siguiente expresion:

Ea
InK = —ﬁ+ In A+ cte

a

1
RT

InK = cte'-

En las reacciones en las que se cumple esta
ecuacion, al representar In K frente a 1/T (k") se obtiene
una recta cuya pendiente es -E./R, lo que nos permite

poder calcular la energia de activacion.

En la Figura VI.16, se ha representado In K frente a
1/T, donde K se ha calculado teniendo en cuenta que al
concentracion de acido folinico es 5.54x10° M.

12.00 —

. Y =-3740.09 * X +22.2911

InK

9.50 —

9.00 : | i | | |
0.0028 0.0032 0.0036

Figura VI.16 .-Célculo de la energia de activacion de

la reaccion de oxidacion del acido folinico. [folinico] =
5.54x10° M.
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Al realizar la representacion de In k frente a 1/T, se
obtiene la linea recta representada en la Figura VI.16 .

La pendiente de esta recta resulta ser:

-EJ/R =-3740.09

de donde calculamos el valor de la energia de

activacion, E,, que resulta ser:

E, = 7.4 Kcal.mol*.K*

V1.2.7.- Repetitividad y seguridad del método

La reproducibilidad del método descrito se estudio
sobre 11 disoluciones independientes de acido folinico,
que en un volumen final de 3.00 mL contenian 0.4 mg
L™ de &cido folinico.

Condiciones de las medidas: V =850 V

8exe =290 Nm
8em = 360 Nnm
T2=70°C

De esta forma se obtiene los datos para las
diferentes pendientes y los pardmetros estadisticos que
se resumen en la Tabla V1.3.
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Tabla VI.3 .- Parametros estadisticos de Ila
repetitividad del método

Valor medio de la velocidad
sh 0.387
Desviacion estandar (S;.1) 0.01395
Intervalo de confianza 0.387 +9.378 x 10°
% Error 2.4 %

V1.2.8.- Método propuesto

Teniendo en cuenta los estudios y resultados
expuestos con anterioridad, se propone el siguiente
método operatorio para la determinacion cinética con

deteccion fluorescente de acido folinico.

Directamente, en la cubeta de medida, se

adicionan:

S alicuotas de la disolucion problema, de tal
manera que la concentracion de &cido folinico

este comprendida entre 0 y 100 ug L™ o entre 0

y1lmgL™
S 0.5 mL de disolucion de NaOH 1.0 M
S agua ultrapura hasta completar 2.00 mL

S 1.0 mL de disolucién de KMnO, 10 M

El portacubetas se mantiene a 70° C mediante un

bafo termostatizado.

En estas condiciones se registran las curvas

cinéticas durante 500 segundos manteniendo los
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monocromadores de excitacion y emision a 290 y 360
nm respectivamente. Las pendientes se miden entre 50 y

120 segundos.

La aplicacion de la ecuacion de calibracion nos
permite obtener la concentracion de é&cido folinico

presente en la muestra.

VI1.2.9.- Estudios de distintos interferentes en la

determinacion cinética del acido Folinico

La selectividad del método propuesto se ha
estudiado analizando el efecto de diferentes especies
que pueden acompafar al &cido folinico. Entre estos
compuestos se encuentran las pteridinas, que se excretan
en la orina (como productos de degradacion del acido
folico), metotrexato (agente antineoplasico administrado
conjuntamente con el &cido folinico), acido ascorbico
(utilizado para conservar las muestras de orina) y
triamtereno (compuesto fuertemente fluorescente con

actividad de diurético).

Para investigar el grado de interferencia de estos
compuestos, en la oxidacion de LV con KMnQO,, se
preparan disoluciones que en un volumen final de 3.0

mL contienen:

- 0.4 mg L™ de &4cido folinico

- cantidades variables del interferente en estudio
- 0.5 mL de disolucion de NaOH 1.0 M

- agua ultrapura hasta completar 2.00 mL

- 1.0 mL de disolucién de KMnO4 10 M
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Las concentraciones de las especies interferentes se
variaron en un intervalo comprendido entre 50 y 2400
ug L-* (relacion 16:1 - 1:10, interferente:LV (p/p). Los
resultados obtenidos que se resumen en la Tabla VI.4,
nos indican que en la determinacion de acido folinico no
interfieren, metotrexato en al menos una relacion 6:1y
el &cido ascorbico en relacion 8:1. Es notable que las
pteridinas, componentes normalmente presentes en la
orina, no interfieren en wuna proporcion 4:1. La
interferencia mas seria es la provocada por el
triamtereno ya que interfiere incluso en concentraciones

inferiores a las de acido folinico en estudio.
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Tabla VI.4.- Recuperaciones obtenidas en la
determinacion de acido folinico (0.400 mg L™) en

presencia de distintos interferentes

Ac.
Relacion folinico
Interferente Interferente encontrad
LV o(mgL?)  Recup%
6 0.389 97
4 0.392 98
Metotrexato 1 0.396 99
16 0.304 76
8 0.396 99
Acido 4 0.420 105
ascérbico 1 0.396 99
4 0.428 107
2 0.352 88
Biopterin 1 0.412 103
0.396

4 0.392 99
2 0.396 98
Xantopterin 1 99
4 0.388 97
2 0.376 94
Neopterin 1 0.364 91
4 0.392 98
Isoxantopter 2 0.400 100
in 1 0.396 99
1 0.240 60
0.5 0.260 65
Triamtereno 0.1 0.288 72
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V1.2.10.- Anélisis de acido folinico en orina humana

El método propuesto se ha aplicado a la
determinacion de acido folinico en orina humana
proveniente de personas sanas. Las muestras de orina se
contaminan con &cido folinico y se diluyen 25 veces
(1.0 mL de orina enriquecida en un volumen final de
25.0 mL). A partir de esta disolucion de orina diluida,
tomamos 0.1 mL y la sometemos al procedimiento
general. Aplicamos el método de la adicion patrén
contaminando la orina con diferentes cantidades de
acido folinico para concentraciones entre 0.5 y 15.0 ug

mL .

En la Figura VI1.17 se presentan las curvas cinéticas
de las muestras de orina contaminadas asi como de una

muestra de orina sin contaminar.
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80 —

60 —

40 —

Intensidad de fluorescencia

0 50 100 150 200
Tiempo (s)

Figura VI1.17 .- Curvas cinéticas de muestra de orina
(dilucion 1/25) no contaminadas (a) y contaminadas
con diferentes cantidades de LV: 0.5 .g mL™ (b), 1.0 g
mL™ (c), 1.5 g mL? (d), 2.5 g mL? (e), 5.0 g mL™
(f),10.0 g mL™ (g), 15.0 g mL™ (h)

En la Tabla VI.5 se resumen las recuperaciones
obtenidas asi como las desviaciones estandar calculadas
al realizar tres réplicas de cada muestra aplicando el
método de la adicion patron. Se observa que los
porcentajes obtenidos son muy aceptables en todos los
casos Yy que la pendiente del método de la adicion patron
y la pendiente de la recta de calibrado son
estadisticamente indistinguibles para un 95 % de
probabilidad, segin el método de Fisher (Fcal = 1.2809
y Ftab = 3.444; Fcal<Ftab).
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Tabla V1.5 .- Resultados obtenidos en el analisis de

muestras de orina conteniendo acido folinico

LV (ng/mL) ]
Reg/“p Pendiente
_ A (%) (mL/ng s)
afadido® encontrado
(RSD, %)
32
40 (2.9) 82
66 ]
60 (2.1) 110 En presencia
de orina
75
80 (0.5) 94 1.041
104
100 (5.2) 97
188
200 (1.8) 94
Recta de
393 calibrado de
400 (5.1) 98 referencia:
581
600 wn 97 1.068
Recuperaci
6n media:
96

Concentracién referida a la dilucién final de la
muestra.
® valor medio de tres determinaciones individuales;

RSD: desviacion estandar relativa (n = 3).
Los resultados obtenidos parecen indicar la no
interferencia de la matriz de la orina en la determinacion

cinético fluorimétrica de acido folinico.
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VI.3.- DETERMINACION CINETICA DE ACIDO
FOLICO MEDIANTE FLUJO INTERRUMPIDO

V1.3.1.- Técnica de flujo detenido o stopped-flow

El estudio y aplicacién de la cinética de reacciones
répidas requiere el control estricto de la mezcla de los
reaccionantes y del tiempo de operacion para conseguir
resultados reproducibles y fiables. El desarrollo de los
sistemas de mezcla ha venido impulsado, por una parte,
por la vida media de la reaccion, y por otra, por la
necesidad de reducir los volimenes de muestra (y de
reactivo), ademéas de mejorar el sistema de control de la

operacion.

De los diferentes tipos de sistemas de mezcla
descritos (de flujo continuo, acelerado, pulsado, etc.), el
mas popular y mas fiable para llevar a cabo reacciones
rapidas es la mezcla con flujo interrumpido (stopped-
flow mixing). Este método consiste esencialmente en la
mezcla de muestra y reactivos por medio de dos jeringas
impulsoras que son accionadas manual o
automaticamente (por medio de un dispositivo
pneumatico) dentro de una célula de flujo o cAmara de
mezcla que puede actuar también como célula de
deteccién. El flujo es parado bruscamente por medio de
una tercera jeringa (jeringa de parada) y la sefal

analitica se registra en funcion del tiempo.

Esta técnica es la exigida para reacciones con vidas

medias de unos poco milisegundos a varios segundos.
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Sus prestaciones dependen marcadamente del
tiempo muerto, que es el tiempo que transcurre desde
que un elemento del fluido alcanza al mezclador hasta
que llega al punto de observacion. El tiempo muerto
viene determinado por la eficiencia de la mezcla
(tiempo de mezcla) y los tiempos de transporte y parada
del flujo. Desde el punto de vista practico, el tiempo
muerto del instrumento debe ser alrededor de dos
ordenes de magnitud menor que la vida media de la
reaccion. El objeto es acercarse lo mas posible a esa

velocidad inicial teérica.

Algunas de las principales caracteristicas de esta

técnica son:

a) utilizacion de pequefios volumenes de
muestra y reactivos

b) mezcla rapida y completa de los
reaccionantes

c) obtencidn rapida de resultados

d) mejora de la precision y exactitud de los
resultados y de la selectividad frente a la técnica
convencional

f) aprovechamiento de todas las ventajas

inherentes a los métodos cinéticos.

En cuanto al moddulo de stopped-flow, hemos
utilizado un médulo SLM-Aminco MilliFlow reactor de
flujo detenido, que amplia el uso del SLM Aminco,
permitiendo el estudio de los cambios de fluorescencia

en reacciones rapidas. El reactor de flujo detenido
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MilliFlow (Figura V1.18) consiste en dos jeringas de
carga, dos jeringas de impulsion hacia el departamento
de cubeta de paso Optico 2x2 mm, una jeringa de parada
que cierra el circuito eléctrico del bloque de parada, una
valvula para llenar las jeringas de impulsion y otra
valvula que permite el vaciado y limpieza de la celda de
medida. Este reactor esta disefiado de forma que todo el
aparato puede ser termostatizado de 10 a 45 °C con un

bafio de agua.

Tapadera Bloque de

postenor

Jeringa de

‘= Bafio de agua

Figura VI1.18 .- Reactor de Flujo parado: MilliFlow
Stopped Flow Reactor

La forma de operar en el reactor de flujo detenido
es como se explica a continuacion: se parte con las
jeringas inyectoras llenas de reactivo y de muestra. Se
abre la valvula de llenado accionando su palanca hasta
la posicion de llenado y los reactivos se transfieren al

interior de las jeringas de impulsion, llendndolas con el
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volumen deseado. Se vuelve a cerrar la valvula de
llenado y a continuacién manualmente se presionan las
jeringas de impulsién, haciendo que el reactivo y la
muestra pasen al mezclador , donde se mezclan, e
inmediantamente pasan a la celda de observacion. La
mezcla de la reaccion pasa luego a la jeringa de paro,
que se llena al chocar su émbolo con el bloque de paro.
De esta forma el flujo cesa casi instantaneamente,
quedando llena la celda de observacién con una porcién
de disolucion recién mezclada. De esta forma se puede
seguir el proceso de la reaccidn. Después de gque se haya
observado completamente la reaccidn, se deben
expulsar de la jeringa de parada los reactivos que se
hayan consumido en la reaccion. Para ello, se abre la
valvula de vaciado moviendo su palanca hasta la
posicion de vaciado y, manualmente, se empuja el
piston de la jeringa de parada, y posteriormente, se
cierra esta valvula poniendo su palanca en la posicion

de funcionamiento.

El reactor MilliFlow utiliza jeringas Hamilton
Gastight. Dichas jeringas estan constituidas con un
diametro interno controlado. La punta del émbolo es de
precision y estd fabricada con teflon. El cilindro de la
jeringa es de vidrio de borosilicato. La combinacion de
este vidrio y el teflon proporciona un entorno inerte al

flujo para la mayoria de las aplicaciones.
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V1.3.2.- Estudio cinético-fluorimétrico de la reaccion
de acido fdlico con permanganato potésico mediante

la técnica de flujo detenido

El &cido folico, en presencia de permanganato
potasico y en medio 4cido, genera un producto con una
fluorescencia méas intensa que la del &cido folico, de
forma similar a lo descrito en el apartado anterior para

el 4cido folinico.

Intensidad de fluorescencia

200 300 400 500
Longitud onda (nm)

Figura VI1.19 .- Espectros de excitacion (a) y emision
(b) del &cido félico (----) y del producto resultante de la

oxidacion (—)

En este apartado vamos a estudiar y optimizar las
variables tanto quimicas como instrumentales, con
objeto de proponer un método cinético-fluorimétrico
para la determinacion de acido félico, basado en la

medida de la intensidad de fluorescencia del producto
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formado. Se registran los espectros de excitacion y

emision antes y después de la oxidacion (Figura V1.19).

Se fijan los maximos del producto oxidado a : Aexc
=276 NM Y Aem = 438 nm. (Paso de luz de 8 nm en el

monocromador de excitacion y 16 nm en el de emision).

Cuando se comparan los espectros del acido folico
y del producto de su oxidacion se observa como no
existe un desplazamiento apreciable de los méaximos de

excitacion y emision.

Teniendo en cuenta la velocidad elevada con que
tiene lugar la reaccion se cree conveniente llevar a cabo
el estudio cinético-fluorimétrico mediante un maodulo de
flujo interrumpido que aumenta la exactitud y precision
de las medidas de velocidad.

Las concentraciones en la camara de mezcla (celda
de medida) de todos los componentes, es la mitad que
en la jeringa, siempre que se mezclen volumenes iguales

de ambas jeringas.

V1.3.2.1 .- Influencia del pH

En estudios anteriores ya vimos que las maximas
sefiales de fluorescencia para el acido félico se obtenian
a valores de pH comprendidos entre 3 y 5, por lo que
hemos registrados curvas cinéticas utilizando dos
tampones; tampon &cido cloroacético/cloroacetato

sodico que nos permite registrar curvas con valores de
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pH comprendidos entre 2.00 y 3.95 y tampdn &cido
acético/acetato sodico que nos permite tener valores de

pH comprendidos entre 3.93 y 5.89.

En la Figura V1.20 podemos observar como cuando
se utiliza tampon acido cloroaceético/ cloroacetato sodico
se obtienen las maximas pendientes de las curvas
cinéticas. Las pendientes de dichas curvas cinéticas se
han calculado efectuando la correspondiente regresion

lineal en los 15 primeros segundos de reaccion.

Se selecciona como 6ptimo un pH de 3.0 ya que

coincide con un maximo valor de la pendiente.

06 —
® Tampdén HClAc/ClAcNa

- 4 Tampdén HAc/AcNa

04 —

Velocidad, s-1

02 —

LY T T T T T T T 1

Figura VI1.20 .- Variacién de la velocidad de reaccion a

diferentes valores de pH
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V1.3.2.2 .- Influencia de la concentracién de tampon

Para ello se preparan disoluciones que contienen
una concentracion en jeringa de:
Jeringa 1:
- 4 ug mL™* de 4cido folico
- Cantidades variables de tampon HCIAc/NaCIAc 0.5 M
(pH =3.0)

- Agua ultrapura hasta completar 25.0 mL

Jeringa 2:

- Cantidades variables de tampon HCIAc/NaClAc 0.5 M
(pH =3.0)

-20.0 mL de KMnO, 10* M

- Agua ultrapura hasta completar 25.0 mL.

Asi se registran las curvas cinéticas en las mismas
condiciones instrumentales. Los valores
correspondientes a las velocidades de reaccion, medidas
utilizando un intervalo de regresion de 15 s, para las
diferentes concentraciones de tampdn ensayadas, se
recogen en la Figura VI1.21. Observamos una pequefia
meseta a concentraciones bajas de tampon, y a medida
que aumenta la concentracion de tampon disminuye la
pendiente de las curvas cinéticas, por lo que vamos a
elegir como concentracion optima de tampon la de 0.02
M.
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Figura VI.21 .- Influencia de la concentracion de
tampon HCIAc/NaClAc en las pendientes de las curvas

cinéticas. [Félico] =2 ug mL™

VI1.3.23 .- Influencia de la concentracion de
permanganato potédsico sobre la cinética de

oxidacion del acido félico en medio acido

Para el estudio de esta variable se preparan
disoluciones que en un volumen final de 25.0 mL

contienen:

Jeringa 1:
- 6.0 mL de &cido félico de 15 pg mL™
- 1.0 mL de tampdn HCIAc/NaClAc 0.5M (pH = 3.0)

- Agua ultrapura hasta completar 25.0 mL

Jeringa 2:
- 1.0 mL de tamp6n HCIAc/NaClAc 0.5 M (pH = 3.0)
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- Cantidades variables de KMnO, 10 M

- Agua ultrapura hasta completar 25.0 mL

Asi se registran las curvas cinéticas, manteniendo
los monocromadores de excitacion y emision a 276 y
438 nm respectivamente y un voltaje de 850 V. La
temperatura la mantenemos en 35 °C. Las pendientes de
las curvas cinéticas se miden tomando un intervalo de
regresion de 15 s, y los resultados obtenidos se
representan en la Figura VI1.22. Observamos que la
pendiente aumenta a medida que lo hace la
concentracion de KMnO, hasta alcanzarse una
concentracion de 2x10° M a partir de la cual la
pendiente de las curvas cinéticas se mantiene
practicamente constante. Para posteriores experiencias
se elige como concentracion 6ptima de KMnOy la que
se obtiene con la adicién de 4.0 mL de disolucién 107

M que resulta ser 8x10° M.
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0.8

0.6 —
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0.00 0.04 0.08 0.12 0.16
[KMnO,] x 103M

Figura VI1.22.- Representacion de la concentracion de
KMnO, frente a la pendiente de las curvas cinéticas.

[Félico] = 4 zg mL™ (en célula)

V1.3.2.4 .- Influencia de la temperatura

El estudio de esta variable instrumental se lleva a
cabo con disoluciones que en un volumen final de 25.0

mL contienen:

Jeringa 1:
- 6.0 mL de &cido félico de 15 pg mL™
- 1.0 mL tampén HCIAc/CIAcNa, 0.5 M (pH = 3.0)

- Agua ultrapura hasta completar los 25.0 mL

Jeringa 2:
- 1.0 mL tampén HCIAc/CIAcNa, 0.5 M (pH = 3.0)
- 4.0 mL KMnQy4, 10° M

- Agua ultrapura hasta completar los 25.0 mL
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A estas disoluciones se les registra su curva cinética
al mismo tiempo que se varia la temperatura entre 10 y
35 °C, pues a temperaturas superiores el médulo SLM-
aminco Milliflow no puede trabajar. Las curvas
cinéticas obtenidas en este rango de temperatura se

representan en la Figura V1.23.

Las velocidades de reaccion medidas utilizando un
intervalo de regresion de 15 s, para las diferentes
temperaturas se representan en la Figura VI1.24, donde
observamos que las mayores pendientes se obtienen
entre 30 y 35 °C. Para posteriores experiencias elegimos
como temperatura Optima 35 °C, ya que es la méaxima

que nos permite utilizar el médulo SLM.

20

15 —

10 10°C

Intensidad de fluorescencia

0 30 60 90 120 150
Tiempo (s)

Figura VI1.23 .- Curvas cinéticas correspondientes a la
oxidacion del éacido folico a distintas temperaturas.
[Félico] = 2 pg mL™; [KMnO,4] = 8x10° M (en célula)
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0.35
0.30 —
0.25 —
0.20 — L]

0.15

Pendiente (s-1)
1
®

0.10 —

0.05 —

0.00 L L
10 15 20 25 30 35
Temperatura (°C)

Figura VI1.24 .- Influencia de la temperatura sobre la

velocidad de la reaccién de oxidacion.

V1.3.2.5 - Recta de calibrado del acido folico

Una vez estudiadas y optimizadas tanto las
variables quimicas como las instrumentales para la
determinacion cinética del acido folico, se realizo el
siguiente estudio con objeto de comprobar si existe una
buena relacion lineal entre la concentracion de &cido
félico y las pendientes de las curvas cinéticas. Para ello,
preparamos disoluciones que en un volumen final de

25.0 mL contienen:

Jeringa 1:
- Cantidades variables de acido félico
- 1.0 mL tampdn HCIAc/CIAcNa, 0.5 M pH =3.0

- Agua ultrapura hasta completar los 25.0 mL

Jeringa 2:

328



MENU SALIR

Capitulo VI.- Estudios cinéticos

- 1.0 mL tampdn HCIAc/CIAcNa, 0.5 M pH = 3.0
- 4.0 ML KMnO,, 10° M

- Agua ultrapura hasta completar los 25.0 mL

Las muestras se preparan por triplicado y a cada
una de estas disoluciones se les registra su curva
cinética entre 0-150 s y manteniendo el voltaje de la
lampara continua del espectrofluorimetro a 850 V. El
registro de las curvas se hace manteniendo los
monocromadores de excitacion y emision a 276 y 438
nm respectivamente y con un ancho de rendija de 8 y 16

nm respectivamente. Se termostatiza a 35 °C.

En estas condiciones se ensayaron diversos
intervalos de concentracion y se establecié la recta de
calibrado entre 0 y 700 pg L™ de &cido félico. Las
curvas cinéticas se han representado en la Figura V1.25,
y la correspondiente recta de calibrado en la Figura
VI.26. Los parametros estadisticos que se derivan del
analisis de la recta obtenida se han resumido en la Tabla
VI.7 y como se puede observar se obtiene un adecuado

coeficiente de regresion.
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Figura VI1.25 .- Curvas cinéticas para distintas

concentraciones de acido félico comprendidas entre 50
y 700 zg L™
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Figura V1.26 .- Influencia de la concentracion de acido

félico (50-700 ug L™) sobre la velocidad de reaccion.
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Tabla V1.7 .- Parametros estadisticos obtenidos para la
calibracién lineal univariante en la determinacion
cinética de acido folico mediante flujo interrumpido y
con deteccion fluorescente.

Rango lineal 50-700 pg L™
Ecuacion de la recta Y = 1.46x10* [C] + 3.07x10°
Gpendiente 2.39x10°
Gordenada 9.44x10™
Gitipica estimada 2.91x10°
Coeficiente de regresion 0.9971
LD (Winerfordner y Long) 2055 ug L™
LD (Clayton, a. = p = 0.05) 4470 ug L*
Sensibilidad analitica (y) 19.93 ug L™

V1.3.2.6 .- Repetitividad y seguridad del método

La repetitividad del método descrito se establecid
analizando 11 disoluciones independientes de acido
folico, que en la célula de medida contenia 100 pg L™

de &cido fdlico, en las condiciones Optimas establecidas.

De esta forma se obtienen los datos para las

diferentes pendientes y se resume en la Tabla V1.8.
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Tabla VI.8 .- Datos para obtener la repetitividad del

método
Acido félico
Muestra encontrado (ug L™) Recuperacion (%)
1 116 116
2 90 90
3 98 98
4 97 97
5 103 103
6 104 104
7 96 96
8 98 98
9 98 98
10 98 98
11 101 101

A partir de estos datos y aplicando el calculo

estadistico, se encuentran los parametros siguientes:

Valor medio (x): 99.91 pg L™

Desviacion standar (Sy.1): 6.50

Intervalo de confianza: 99.91 + 4.37

% Error: 4.37
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V1.3.2.7 .- Método propuesto

Teniendo en cuenta los estudios y resultados
expuestos con anterioridad, se propone el siguiente
método operatorio para la determinacion cinética
mediante flujo interrumpido con deteccion fluorescente

del &cido fdlico.
Composicién de las disoluciones:

Jeringa 1:

- alicuotas de disolucion problema, de tal manera que la
concentracion de acido félico esté comprendida entre 0
y 1400 pug L™

- 1.0 mL de tampo6n HCIAc/NaClAc, 0.5 M, pH = 3.0

- Agua ultrapura hasta completar los 25.0 mL

Jeringa 2:
- 1.0 mL tampdn HCIAc/NaClAc, 0.5 M, pH = 3.0
- 4.0 ML KMnOy, 10° M

- Agua ultrapura hasta completar los 25.0 mL

La celda de medida se mantiene a 35 °C mediante

un bafio termostatizado.

En estas condiciones se registran las curvas
cinéticas durante 150 segundos manteniendo los
monocromadores de excitacion y emision a 276 y 438
nm respectivamente y el ancho de rendija de 8 y 16 nm
respectivamente. Las pendientes se miden con un

intervalo de regresion de 15 s.
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La aplicacion de la ecuacion de calibracion nos
permite obtener la concentraciéon de é&cido foélico

presente en la muestra.

V1.3.2.8 .- Estudio de distintos interferentes en la

determinacion cinética del acido félico

El estudio de las interferencias se lleva a cabo sobre
disoluciones que contenian dos niveles de concentracion

de acido félico:

Jeringa 1:

- Serie 1.- 400 ug L™ de 4cido fdlico

- Serie 2.- 800 ug L™ de 4cido félico

- Cantidades variables del interferente en estudio

- 1.0 mL de tampdn HCIAc/NaClAc, 0.5 M, pH = 3.0

- Agua ultrapura hasta completar los 25.0 mL

Jeringa 2:
- 1.0 mL de tampo6n HCIAc/NaClAc, 0.5 M, pH = 3.0
- 4.0 mL de KMnO,, 10° M

- Agua ultrapura hasta completar los 25.0 mL

Los resultados obtenidos que se resumen en la
Tabla V1.9 y VI.10 como se puede observar la
interferencia mas notable es la producida por las
pteridinas, aunque también interfieren en menor medida
acido folinico y metotrexato, como consecuencia el
método cinético propuesto no es aplicable al analisis de
fluidos biologicos dada la similitud estructural de los

derivados pteridinicos naturalmente presentes. Por tanto
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no se ha abordado su aplicacion a estos medios. En
estudios posteriores se establecera la viabilidad de su
aplicacién al analisis de alimentos, campo que queda
fuera de los limites de esta Memoria

Tabla V1.9 .- Tolerancia del &cido félico (200 g L™)

frente a distintos interferentes

Relacion )
Interferente/4cido | Acido félico %
Interferente félico (p/p) calculado Recup.
1/1 192 96
151 170 85
Folinico 2/1 158 79
11 224 112
2/1 226 113
31 266 133
Metotrexato 4/1 254 126
Y 186 93
Neopterin 11 151 75
2/1 132 66
Yo 182 91
Xanthopterin 11 169 85
Y2 141 70
Biopterin Ya 84 42
Isoxantopteri
n Y2 105 52
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Tabla V1.10.- Tolerancia del &cido félico (400 ug L™

frente a distintos interferentes

Relacion )
Interferente/acido | Acido fdlico %
Interferente félico (p/p) calculado Recup.
11 380 95
151 373 93
2/1 356 89
Folinico 31 320 80
11 384 96
2/1 391 97
3/1 379 95
Metotrexato 4/1 392 98
Y 364 91
Neopterin 11 344 86
Y 352 88
Xanthopterin 1/1 340 85
Y 373 93
11 370 92
Biopterin 2/1 290 72
2/1 451 113
11 448 112
Isoxantopteri
n 2/1 388 97
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Capitulo VII.

ESTUDIOS DE ACIDO FOLICO,
METOTREXATO, ACIDO FOLINICO,
TRIAMTERENO Y CREATININA
MEDIANTE ELECTROFORESIS
CAPILAR
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VII.1.- INTRODUCCION

La electroforesis capilar de alta eficacia (HPCE), o
simplemente *“electroforesis capilar” (CE), es una
técnica que ha surgido de la unién entre los poderosos
mecanismos de separacion de la electroforesis
convencional en gel, con la instrumentacion y los
conceptos de automatizacion de la cromatografia de alta
eficacia. Tiene por objeto separar los diferentes
componentes de una mezcla, basandose en la distinta
movilidad que experimentan las especies cuando son
sometidas a un campo eléctrico muy intenso (300-400
V/cm) en el interior de un tubo capilar. Es una técnica
que puede ser aplicada a la separacion de una gran
variedad de compuestos polares o apolares i6nicos, 0 no
ionicos. También se puede aplicar al analisis de

biomoléculas de altos pesos moleculares.

Fundamentos que rigen la separacion en

electroforesis capilar

La separacion por EC se basa en la diferencia de
velocidad de los solutos en el seno de un campo

eléctrico.

Si aplicamos un campo eléctrico homogéneo, el
compuesto cargado i es acelerado por una fuerza (Fe)

proporcional al campo eléctrico aplicado (E).

Fe=q E Ecuacion 1
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Debido a que el ion se encuentra en un medio
acuoso, que tiene una viscosidad (7), la fuerza de
rozamiento (F,) que se opone a su movimiento
dependera de una constante (k), de la viscosidad del
medio (7) y de la velocidad de migracion del i6n en el

medio (vj).

Fr=knvy Ecuacion 2

De acuerdo con la ley de Stokes la constante k
puede ser sustituida por 6zr para una particula esférica.
Para particulas no esféricas y pequefios iones, el valor

numeérico es inferior a 6.

Fr=6xri nvi; Ecuacion 3

donde r; es el radio del i6n solvatado o, en este caso,
hidratado.

Si la aceleracion causada por la fuerza eléctrica
(Fe) es compensada por la fuerza de rozamiento se
alcanzara un estado de equilibrio en el que las fuerzas
seran iguales y de sentido contrario y el i6n se movera

con una velocidad constante v;.
F.=F. Ecuacion 4

vi=qE/6zrin Ecuacion 5

De acuerdo a la ecuacién anterior, la velocidad de
migracion del i6n es directamente proporcional al
campo eléctrico aplicado. A este factor de

proporcionalidad se le denomina  movilidad
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electroforética absoluta del i6n (w) que se puede

expresar como.

e =Vil E=(qQE /6rizn) / E =q/ 6rizn Ecuacion 6

De esta ecuacion se deduce que pequefias particulas
altamente  cargadas, tienen altas movilidades

electroforéticas y viceversa.

En la practica se trabaja en presencia de otras
especies en la disolucion de electrolito. Las
interacciones electrostaticas a las que se ve sometido un
ion en la disolucion de electrolito afectan a la movilidad
electroforética de dicho i6n. Estos iones en disolucion
se rodean de contraiones de carga opuesta, que crean
una atmosfera idnica. Para considerar estos efectos
sobre la movilidad, se cambia la carga tedrica del ion
por una carga efectiva (menor) del ion y el radio
hidrodinamico del ién por el radio efectivo del mismo,
incluyendo su atmdsfera de contraiones. Asi, obtenemos
una movilidad efectiva que depende no sélo de la
viscosidad del medio sino también de las interacciones
ionicas que ocurren en disolucion. Como consecuencia,
la movilidad efectiva sera siempre inferior a la

movilidad absoluta calculada anteriormente.

Para determinar la movilidad electroforética es
necesario conocer el tiempo que tarda la molécula desde
que es introducida en el capilar hasta su llegada al
detector. A este tiempo se le llama tiempo de migracion

y depende directamente de la longitud del capilar e
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inversamente de la movilidad electroforética y del

campo eléctrico aplicado.

Si s6lo se considerase la movilidad electroforética,
no se explicaria completamente el comportamiento
migratorio dentro del capilar, ya que dicho
comportamiento  depende  también  del  flujo

electroosmotico (1-3).
El flujo electroosmético

Es el fendbmeno de transporte de moléculas de
disolvente como resultado de la existencia de una doble
capa eléctrica en una interfase solido-liquido. Al aplicar
un campo eléctrico tangencial a esta interfase, las cargas
netas de la region difusa en el seno del liquido,
comenzardn a moverse arrastrando consigo moléculas
del solvente, dandole, por tanto, un movimiento de
velocidad  lineal v,  (denominada  velocidad
electroosmotica), que serd proporcional al campo

eléctrico aplicado.

29

Veo= ——E = meoE FEcuaciéon 7
n

donde  meo: es la movilidad electroosmotica
& es la constante dieléctrica
n7- viscosidad del disolvente
¢: es el potencial de la superficie del sélido
Ilamado también potencial zeta o potencial
electrocinético

E: campo eléctrico aplicado
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El potencial zeta es proporcional a la densidad de
carga de la superficie (o) y al espesor de la capa
eléctrica (o), por lo tanto al aumentar la concentracion
del electrolito resulta una compresién de la doble capa
disminuyendo su espesor y, como consecuencia, el
potencial y el FEO (14).

E=— Ecuacion 8

Combinando las ecuaciones 7 y 8, se obtiene:

oo .,
Veo= ——E Ecuacion 9
n
Resulta por tanto, que el flujo electroosmético es

proporcional a la densidad de carga.

Generalmente, los capilares se fabrican de silice
fundida, si bien, materiales no i6nicos, como el teflon,
también exhiben flujo electroosmético, que resulta
probablemente de la adsorcion de aniones sobre la

superficie.

Desarrollo del flujo electroosmético

Cuando la silice esta en contacto con una disolucion
acuosa, su superficie se hidroliza para dar lugar a grupos
silanol. Estos grupos pueden estar cargados
positivamente, neutros o0 tener carga negativa,
dependiendo del pH de la disolucion acuosa. Los

contraiones tienden a ser adsorbidos en la pared por
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atracciones de tipo electrostatico para compensar el
defecto de carga, formandose asi una doble capa rigida
de iones a la que se superpone una doble capa difusa de
iones (modelo de Stern). Cuando se aplica una
diferencia de potencial a lo largo del capilar, los
cationes que forman parte de la doble capa difusa son
atraidos hacia el catodo y como estos estan solvatados,
arrastran en su movimiento al resto de la disolucion que
hay en el capilar, constituyendo el flujo electroosmético
(FEO).

Aungue el punto exacto de ionizacion de la silice es
dificil de determinar, el FEO comienza a tener un valor
significativo a partir de pH 4. La Figura VII.1

representa la formacion del FEO en las etapas descritas.

Mientras que el FEO, normalmente, es beneficioso
para la separacion, debe ejercerse sobre él cierto control,
puesto que valores elevados pueden producir la elucion
de los compuestos antes de que se produzca la
separacion y valores muy bajos pueden conducir a
tiempos de anélisis elevados o incluso a que no eluyan

determinados compuestos.

Una  caracteristica  importante  del  flujo
electroosmético en capilares es que su perfil de
velocidades es cuasi plano, a diferencia de lo que ocurre
en el flujo originado por sistemas conducidos por
presion que dan perfiles de flujo laminares o
parabdlicos. El perfil cuasi plano es muy util, pués

significa que todos los solutos, independientemente de
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su posicion en el capilar, van a presentar la misma
velocidad causada por el FEO y se eluirdn dando picos

estrechos de alta eficacia.

a) Superficie de silice fundida cargada negativamente
(SiO)

b) Acumulacion de cationes hidratados cerca de la
superficie

c) Flujo de disolvente hacia el catodo después de la

aplicacion del campo eléctrico

Figura VII.1 .- Desarrollo del flujo electroosmético
(FEO)
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Los cationes migran mas rapido ya que se ven
impulsados por el FEO, los de menor tamafio son los
que tienen mayor velocidad electroforética y seran los
primeros en salir y los de mayor tamafio los ultimos; las
especies neutras avanzan juntas a la misma velocidad
que el FEO; por altimo saldrén los aniones ya que estos
estan atraidos por el &nodo y oponen resistencia al FEO.
En todos los casos, la velocidad resultante de cada
especie, sera la suma algebraica de la velocidad
electroforética de la especie 'y velocidad

electroosmética.

Parametros analiticos determinantes de Ila

separacion

Se deben conocer los parametros mas relevantes
que dan idea del correcto funcionamiento de una
separacion electroforética. Estos son los siguientes: el
tiempo de migracion (t), la eficacia, la selectividad y la

resolucion.

El tiempo de migracion (t, ) de un analito es el

tiempo que tarda en recorrer la longitud efectiva del
capilar (I) y se obtiene directamente del
electroferograma. Este puede ser descrito en funcién de

los parametros experimentales como:

tn = IL/ (za + pre0)V
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siendo | la distancia efectiva del capilar, es decir la
distancia desde el punto de inyeccién hasta el punto de

deteccion, y L es la longitud total del capilar.

La eficiencia en los sistemas electroforéticos se
cuantifica mediante el nimero de platos tedricos (N) que
se consiguen con un determinado capilar y se puede

calcular a partir de la siguiente expresion:

N =5.54 (tn / Wiz )

w12: ancho de pico a la mitad de su altura

Como se deduce de la ecuacion anterior, para
conseguir altas eficacias se necesitan picos estrechos y
acortar los tiempos de migracion en la medida de lo

posible.

La selectividad (&) es la capacidad del sistema

para separar solutos que estan préximos entre si y se
mide como la distancia entre dos maximos
consecutivos. La selectividad viene dada por la

siguiente expresion:

= (tmz - tmreo) / (tm1 - tmreo)

La forma mas eficiente para ejercer una influencia

notable sobre ella es cambiar el pH de la disolucion.
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La resolucion (Rs) es el parametro mas
importante a la hora de la separacién. Nos indica lo bien
separados que estan dos compuestos. Se puede calcular

a partir del electroferograma usando la ecuacion:
RS = 2(tm2 - tm1) / (W1 + W)
Pero también se puede expresar como:

Rs=0.177 Au (VI D (+ meeo) ) (L)

De esta ecuacion podemos deducir que la
resolucion aumenta con el voltaje pero no aumenta tanto
como lo hace la eficiencia que es directamente
proporcional a voltaje. Asi, hemos de usar voltajes lo
maés altos posibles para llevar a cabo la separacion ya
que produce separaciones mMAas rapidas, con altas
eficiencias.

La mayor resolucion se obtendra cuando la
movilidad del FEO sea igual y en sentido contrario a la
movilidad electroforética media de los iones pero si

tenemos en cuenta el t, (medio):

tn (medio) = IL/(/7 + LiFeo)
Si

U =-FEO

entonces el t, tenderia a infinito, lo cual no es practico.

Por lo tanto, se debe mantener un sreo que de tiempos
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de andlisis lo mas pequefios posible siempre que exista

una resolucion entre los picos.

La resolucion depende también de las movilidades
electroforéticas de los analitos y sera tanto mayor
cuanto mayor sea la diferencia entre ellas. Esta
diferencia se puede aumentar al optimizar el pH del
electrolito de separacion o bien mediante la adicion de
modificadores organicos al electrolito de separacion que
puede causar diferencias en las movilidades y, por lo
tanto, aumentar la resolucion y la selectividad del

sistema.

Factores que afectan al desarrollo de la separacion

El alto poder de resolucion de la EC se debe
fundamentalmente a que los efectos dispersivos pueden
ser controlados con la nueva instrumentacién, por lo que
es importante comprender estos efectos dispersivos para

estimar su influencia sobre la separacion.

1.- Efectos de dispersién o dispersivos.

El ensanchamiento de banda en EC es la suma de
una serie de efectos que contribuyen al ensanchamiento
de los picos. El ensanchamiento puede ser expresado en
términos de la variante espacial &°. Asi, la varianza total
sera la suma total de una serie de varianzas debidas a

determinadas fuentes de dispersion.
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52t:52D+52A+523+éZE+52|+5zw+520

D: difusion A: adsorcion J: efecto Joule
E: dispersidn electroforética I: inyeccién

W: cambio de la zona de deteccién O: otros

Difusion. La zona donde esta contenida la muestra
se va ensanchando por ambos lados debido a una
diferencia de concentracion entre la zona de muestra y
el electrolito de separacion. Se obtiene asi un perfil de

concentracion semejante a una curva gaussiana.

Adsorcién. La principal causa de adsorcién sobre
las paredes de silice fundida, son las interacciones
ionicas entre compuestos catidnicos y las propias

paredes, que presentan cargas negativas.

Efecto Joule. Cuando una corriente pasa a lo largo
del capilar, parte de la energia eléctrica es convertida a
calor. Como consecuencia de este calor, aumenta la
temperatura dentro del capilar creandose un gradiente
de temperatura desde el centro hacia la pared del capilar
y que es eliminada a través de las paredes de éste.
Matematicamente, puede ser descrito por la siguiente

ecuacion:

AT = Qr12/2 [1/K1 In(rzlrl) + 1/K, In(r3/r2) + 1/r3 (llh)]

Q: calor generado por efecto Joule

r1: radio interno del capilar
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h: velocidad de transferencia térmica desde

el capilar

r,: radio externo del capilar

k; y ko: conductividades térmicas de la silice
y de la poliamida, respectivamente (k;>ky)

r3: radio externo de la poliamida

Como consecuencia de la corriente eléctrica, el
calor se genera homogéneamente a lo largo del interior

del capilar.

Para obviar este fendmeno, se puede eliminar el
calor de la superficie del capilar a través de un sistema
de refrigeracion que puede ser por una corriente forzada

de aire o mediante el uso de un liquido refrigerante.

Longitud de la muestra inyectada. Es importante

que la longitud de la muestra inyectada sea lo mas
pequefia posible. Si ésta es mayor que la dispersion
causada por la muestra, la eficiencia (5) y la resolucion

se veran sacrificadas.

Electrodispersién. Ocasiona la dispersion de los

picos electroforéticos debido a la diferente composicion
del tampdn y la muestra inyectada, lo cual da origen a
dos zonas de diferente conductividad y, por lo tanto, de

campo eléctrico.

Aplicaciones de la electroforesis capilar
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La EC es una técnica de separacion que cada dia
cobra mas importancia a nivel de analisis de rutina. Esto
es debido a su amplio rango de aplicaciéon que incluye
los &mbitos farmacéutico, clinico, forense, ambiental, de
anélisis de alimentos, etc. Se pueden encontrar desde
separaciones de iones metélicos en muestras acuosas, de
aminas en vinos, compuestos acidicos en alimentos,
aniones en residuos de explosivos, farmacos en fluidos
biolégicos, proteinas y péptidos en muestras
bioguimicas, etc. A continuacion, se resumen alguna de

las aplicaciones de la EC, recientemente publicadas.

El &cido ascorbico en tejidos neuronales y no
neuronales ha sido determinado usando electroferis
capilar con deteccion inducida por laser (6). También
mediante EC se han determinado farmacos tales como
dextrometrofano, difenidramina y fenilefrina en jarabes
expectorantes (7), codeina y su metabolito en orina
humana aplicando deteccion amperométrica (8),
nafazolina, difenidramina y fenilefrina en soluciones
nasales (9) y tosufloxacino y trovafloxacino en orina
(20).

Antibioticos tales como las cefalosporinas también
han sido estudiados mediante electroforesis capilar de
zona: estudio de la estabilidad de cefalosporinas (11) y
determinacion directa de cefalosporinas en muestras

clinicas (12).
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Acidos organicos de cadena corta también se han
determinado en suero (13) mediante electroforesis

capilar.

Cabe destacar la determinacion de drogas
antituberculosas como son isoniazida, pirazinamida y
rifampicina mediante cromatografia capilar
electrocinética micelar (14) por nuestro departamento, y
la determinacién de tres drogas quimioterapicas como
son 6-tioguanina, metotrexato y 5-fluorouracilo en orina
humana (15), llevada a cabo por el equipo de
investigacion con el cual se desarrolld el presente

capitulo.

También se ha determinado compuestos dentro del
campo de la quimica agricola como son herbicidas;
sufonilurea (16), herbicidas de bipiridilio (17), y
compuestos tales como sustancias himicas (18) y los
principales carbohidratos y &cidos organicos en tomates
(29).

Compuestos inorgénicos tales como vanadio en
fertilizantes (20), ozono en atmosferas (21) y nitratos y
nitritos en agua de mar (22) también son determinados

mediante técnicas electroforéticas.
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En este Capitulo se ha introducido la determinacion

de un nuevo compuesto como es la creatinina (CREA).

T

N\fNH

N
H

Figura VI1.2.- Estructura quimica de la creatinina

La creatinina es un producto residual de la digestion
de proteinas y una medida de la funcién del rifion.
Niveles altos son normalmente debidos a problemas
nefriticos. Los médicos usan el nivel de creatinina como
la sefial directa de como los rifiones desechan los

productos residuales del cuerpo (23).

Frecuentemente se utiliza como factor de
normalizacién de otros compuestos en orina, ya que esta
depende de la cantidad de orina excretada. Se suele
emplear como expresion de los resultados de otros
compuestos y metabolitos en orina, la relacion g
compuesto /mg creatinina, en lugar de la cantidad
excretada en 24 horas, evitando asi la recogida de la

muestra.
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EXPERIMENTAL

En este Capitulo se han Illevado a cabo
determinaciones de diferentes compuestos de interés
bioquimico y clinico mediante electroforesis capilar de

Zona:

n Determinacion de acido folinico, metotrexato y acido
félico
1 Determinacion de triamtereno y metotrexato

1 Determinaciédn de creatinina

El interés de dichos analitos, asi como su naturaleza
se han expuesto en el Capitulo I.
En todos ellos las condiciones de separacion

seguidas inicialmente son las siguientes:
Condiciones de operacion

Las separaciones se llevaron a cabo empleando
viales de vidrio de 4.5 mL de capacidad tanto para los
electrolitos de separacion, como para las muestras,

hidroxido sédico 0.1 N y agua.

El capilar empleado para la separacion fue de silice
fundida con una longitud total de 60.2 cm x 75 um de
d.i. y una longitud efectiva de 50 cm. Dicho capilar
estaba introducido en un cartucho que presentaba una

ventana de deteccion de 800 um x 100 um.

356



MENU SALIR

Capitulo VII.- Estudios electroforéticos

El capilar se acondiciond previamente haciendo
pasar NaOH 0.1 N a alta presiéon durante 20 minutos y
después agua durante 10 minutos para arrastrar el
exceso de NaOH. A continuacion se lavo con el tampdn

de separacion correspondiente durante 10 minutos.

En el método optimizado se realizaron lavados
adecuados a cada tipo de muestra previos a las
inyecciones, con el electrolito de separacion; después se
lleva a cabo la inyeccidn de la disolucién de problema a
baja presion (inyeccién hidrodinamica) y, por ultimo la
separacion.

En todos los casos, la primera inyeccion de una
secuencia no se tienen en cuenta por considerar que el
equipo debe equilibrarse antes de empezar a

proporcionar resultados fiables.

Condiciones de medida

El detector empleado para la identificacion de los
compuestos en estudio fue un detector de diodos en fila
(Diode Array). Si se realiza un corte a una longitud de
onda constante se obtiene el electroferograma. El
registro se realizo en el rango de longitudes de onda de
interés, en este caso entre 190 y 315 nm. Los analitos se
identifican en el diagrama tridimensional por medio de
su espectro, para ello se realizan inyecciones aisladas de
cada uno de los compuestos y se obtienen los espectros

en el maximo de los picos.
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En los estudios preliminares las medidas utilizadas
fueron tiempos de migracion y resolucién vy, en la
calibracion se utilizaron las areas de pico corregidas,
que se obtienen tras dividir el area del pico entre su
correspondiente tiempo de migracion, y las alturas de

pico.
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VII.2.- DETERMINACION DE ACIDO
FOLINICO, METOTREXATO Y ACIDO FOLICO
POR ELECTROFORESIS CAPILAR

Cada electroferograma se obtuvo a la longitud de
onda mas significativa, que en esta determinacion es de
280 nm para los tres analitos en el caso de muestras
estdndar y 305 nm tambien para los tres compuestos en
el caso de muestras de orina, con el objeto de eliminar el

mayor numero de interferentes de la matriz bioldgica.

ESTUDIO DE LOS PARAMETROS
EXPERIMENTALES

VI11.2.1.- Influencia del pH del medio

Teniendo en cuenta la ionizacion de los
compuestos, siendo los  correspondientes  pK
aproximadamente de 9 para LV, 11 para MTX y 8 para
AF, se observo que se necesitaba un pH suficientemente
basico para que los tres analitos en estudio, MTX, LV y
AF adquirieran carga negativa. Para realizar este
estudio, se ensayaron como electrolito de separacion
diferentes disoluciones reguladoras de concentracion 25
mM ajustadas a valores de pH 8.2, 9.2, 9.7 y 10.2. Estas
separaciones se llevaron a cabo aplicando un potencial
de 18 kV al capilar de separacion, manteniendo una
temperatura de 25 °C y utilizando un tiempo de

inyeccion de 7 s.

Se comprobd como a pH inferiores a 9.7, los picos

pertenecientes a LV y MTX no estén resueltos, y a pH
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superiores a 9.7, salen perfectamente resueltos pero se
aumenta el tiempo total del -electroferograma.
Finalmente, se eligié el tampo6n borato de pH 9.7 para el
estudio debido a que se obtiene una buena resolucion
entre LV y MTX y en un tiempo de analisis razonable.
En la Figura VII.3 se observa el electroferograma

correspondiente a un valor de pH de 9.7.

4000 —

1 FEO MTX

AF
3000 —| Lv

2000

Absorbancia (mUA)

1000

- ¢

LN ILE LI DL I DL L L L DL L
4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Tiempo (min)

Figura VIL.3 .- Electroferograma correspondiente a
una muestra conteniendo 5 mg L™ de MTX, LV y AF y
aunpHde9.7. 1=280 nm

VI11.2.2.- Influencia de la concentracién del tampdn

de separacion

El efecto que produce sobre una separacion
electroforética la variacion de la fuerza idnica del medio
no tiene por qué seguir una regla fija. En la gran

mayoria de los casos, un aumento de la concentracion
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de tampdn supone un aumento en los tiempos de
migracion, mejorando la resoluciéon y evitando, en
algunos casos, distorsiones en los picos del
electroferograma debido a la supresion de los efectos de
electrodispersion. Sin embargo, un aumento de la
concentracion del tampon también ocasiona altas
intensidades de corriente que recorren el capilar
generando mucho calor por efecto Joule lo cual puede
provocar el ensanchamiento de los picos y pérdida de

resolucion.

Para optimizar este parametro, se prepararon
diferentes disoluciones de electrolito con tampon borato
de pH 9.7 de concentraciones variables entre 5y 40
mM. Las separaciones correspondientes, se hicieron con
muestras conteniendo una concentracién de 5 mg L™ de
cada uno de los compuestos, con un voltaje de 18 kV y

a una temperatura en el capilar de 25 °C.

En la Figura VII1.4 se representan los tiempos de
retencion en funcién de la concentracion de borato vy tal
y COMO se preveia se puede observar que un aumento de
la concentracion del tampon se traduce en un aumento
en los tiempos de migracion de MTX, LV y AF. Una
concentracion de 20 mM de tampdn borato pH 9.7 fue
seleccionada como Optima por mantener una buena
resolucién de picos y una corriente pequefia (46 pAmp),

lo cual consigue reducir el ruido de la linea base.

361



MENU SALIR

Capitulo VII.- Estudios electroforéticos

25 —

20 AF

15

LV
MTX
10 /

Tiempo de migracion (min)
1

[Borato] (M), pH=9.7

Figura VIL.4 .- Influencia de la concentracion de

borato en los tiempos de migracion

En la Tabla VII.1 se muestran los tiempos de
migracién del FEO y de los tres compuestos asi como la
resolucién obtenida:

Tabla VII.1 .- Variacion de los tiempos de migracién

con la concentracion de borato

[Borato] | t,, FEO | t,, MTX | t,LV t, AF
(mM) (min) (min) (min) Rs (min)
5 4.05 6.95 7.09 0.85 9.67

10 4.67 8.59 8.80 1.15 12.85
15 5.03 9.66 9.94 1.38 15.18
20 531 10.56 10.91 1.45 17.42
25 5.57 11.54 11.98 1.49 20.16
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VI11.2.3.- Estudio de la influencia del voltaje

Una vez optimizadas las variables quimicas de la
separacion, abordamos la optimizacion de las variables

instrumentales comenzando con el voltaje.

Cuanto mayor sea el voltaje aplicado, se obtienen
mayores eficacias y mas cortos tiempos de analisis
aunque ello conlleva una disminucién de la resolucion

debida a la mayor produccién de calor.

En principio, el méaximo voltaje que se puede
aplicar viene dado por el punto en el cual se pierde la
linealidad en la representacion de la Ley de Ohm, es
decir, la representacion de la intensidad que atraviesa el
capilar relleno del electrolito de separacioén cuando se
varia el voltaje desde valores muy bajos hasta 30 kV.
Este maximo valor depende de las caracteristicas de la
disolucién tampon, siendo los valores mas frecuentes
para el trabajo en electroforesis capilar voltajes hasta 30
KV, intensidades de corriente hasta 300 pnA y potencias
hasta 6 W.

De igual manera, la aplicacion del voltaje requiere
hacerlo de manera gradual, es decir, aplicar una rampa
lineal de voltaje. Se sabe que hay una relacién directa
entre voltaje aplicado y calor generado. Aplicando una
rampa de voltaje progresiva y adecuada se puede evitar
un calentamiento brusco del capilar, de manera que se

evite un calentamiento instantaneo de la zona de
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muestra que provoque su dilatacion 'y, como

consecuencia, la pérdida de la misma.

Para optimizar el voltaje se llevaron a cabo
separaciones utilizando como electrolito de separacion
una disolucién que contenia tampdn borato 20 mM de
pH 9.7. Todos los electroferogramas se registraron a 25
°C, pero aplicando diferentes voltajes, comprendidos en
el intervalo de 5 a 30 kV. La representacion grafica de
la Ley de Ohm prob6 que existia linealidad entre voltaje
aplicado y corriente generada hasta 15 kV, como se
puede ver en la Figura VII.5.

120 —

100 — ,

Intensidad de corriente (WLAMP)

0 5 10 15 20 25 30
Voltaje (kV)

Figura VIL.5 .- Influencia del voltaje en la corriente

obtenida

En orden a rebajar el tiempo de anélisis

principalmente y atendiendo a una buena resolucion y
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repetitividad de las medidas se eligié un potencial de 30
kV.

Tabla VII.2 .- Variacion de los tiempos de migracién y

resolucion con el voltaje

Voltaje | t,FEO | t, MTX | t,LV tm AF
(kV) (min) (min) (min) Rs (min)
5 19.97 39.65 41.58 2.99
10 9.57 18.88 19.10 2.67 30.17
15 6.18 12.09 12.67 2.54 19.18
20 4.44 8.62 9.08 2.35 13.59
25 3.36 6.43 6.78 2.34 9.98
30 2.64 5.02 5.33 2.22 7.78

VI11.2.4.- Influencia de la temperatura

La temperatura se relaciona con la viscosidad del
medio electroforetico. De este modo, un aumento de la
temperatura disminuye la viscosidad, por lo que
aumenta la velocidad del FEO y, como consecuencia, la
movilidad aparente de los compuestos. Todo ello acorta
el tiempo de andlisis, aunque a veces a expensas de
perder resolucion. Durante el proceso de separacion, se
estudio el efecto de la temperatura en la migracion de
los compuestos. Para ello, se utilizd como electrolito de
separacion una disolucidon que contenia tampon borato
20 mM de pH 9.7. Todos los electroferogramas se
registraron a 30 kV y con un tiempo de inyeccion de 7 s,
pero a diferentes temperaturas, comprendidas entre el
intervalo de 20 a 35 °C.
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Como se preveia, un aumento de la temperatura
produjo una disminucién de los tiempos de migracion
(Figura VII.6) y por consiguiente, del tiempo de
analisis. También se observo que en todo el intervalo de
temperatura estudiado, los picos de MTX y LV aparecia
perfectamente separados, si bien la maxima resolucion
se producia a 35 °C, volviendo a disminuir esta a

medida que aumentaba la temperatura de separacion.
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Figura VI1.6.- Influencia de la temperatura en los

tiempos de migracion

Al igual que en el caso anterior hubo que encontrar
una solucién de compromiso que tuviera en cuenta dos
factores, la resolucién por un lado y el ruido de la linea

base por otro.

En la Tabla VII.3 se muestran los tiempos de

migracion de cada uno de los compuestos para cada
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valor de temperatura, asi como la resolucién obtenida
para LVy MTX

Tabla VI1.3.- Variacion de los tiempos de migracion y

resolucion con la temperatura

Tempera | t, FEO | t, MTX | t,LV t, AF
tura (°C) | (min) (min) (min) Rs (min)
20 2.993 5.771 6.086 2.19 9.043
25 2.642 5.036 5.346 231 7.835
30 2.343 4.412 4,725 2.39 6.786
35 2.205 4.097 4.446 243 6.086

Finalmente se selecciond como Optima una
temperatura de 20 °C porgque se consigue una buena
resolucion en un tiempo de analisis aceptable,
evitdndose asi el mayor ruido de la linea base a
temperaturas mayores lo cual afectaria a la sensibilidad

del método.

VI1.25.- Influencia del tiempo de inyeccion de la

muestra

Se ha utilizado siempre la inyeccion hidrodindmica
por presion, por tanto, el tiempo que dure la inyeccion
sera un parametro fundamental, ya que determinara el
volumen de disolucién inyectada. Ademas, el tiempo de

migracion contribuye a la dispersion de la muestra.

Debido a que las especies presentan distinta

movilidad para establecer la correspondencia con los
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tiempos de inyeccion se utilizaron las areas de pico
corregidas (APC) (26), es decir, el area del pico dividida

entre su tiempo de migracion:

APC = Area / tp,

Para el proceso de separacion se utilizO como
electrolito de separacion una disolucion que contenia
tampén borato 20 mM de pH 9.7. Todos los
electroferogramas se registraron a 30 kV y una presion
de inyeccion de 0.5 psi, pero a diferentes tiempos de
inyeccion de muestra, comprendidas en el intervalo de 1

a 20 segundos.

Los resultados de las inyecciones se muestran en la
Figura VIL.7. Como se puede observar en la misma,
existe un comportamiento lineal entre tiempo de
inyeccion y area de pico corregida para los tres

compuestos.

En la Tabla VII.4 se muestran las resoluciones
obtenidas para los distintos tiempos de inyeccion.
Podemos observar como la resolucion disminuye a
medida que aumenta el tiempo de inyeccion debido a

una creciente dispersion de los picos electroforéticos.

Elegimos como tiempo Optimo de inyeccion para
posteriores experiencias el de 7 segundos, debido a que
se establece un compromiso entre una buena resolucion

sin aumentar la dispersiéon de los picos, a la vez que
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mejoramos la sensibilidad del método respecto a

tiempos de inyeccion inferiores a 7 segundos.

Tabla VII.4 .- Influencia del tiempo de inyeccion en la
resoluciéon de MTXy LV

Tiempo
inyeccio
ns) | 1| 3| 5 | 7| 9| 11|15 20
Resoluci
on 346 |265(210(190|183| 148 | 1.10 | 1.00
6000 — a)
o] -
©
2
& 4000 —
o
@)
8 -
2
S 2000 —
[5]
e
< ]
0 LI S L L
0 4 8 12 16 20
Tiempo de inyeccion (s)
5000 — b)
S 4000 —
53 _
5
§ 3000 —
3 ]
o
> 2000
©
S _
g 1000
0 LI I L L B
0 4 8 12 16 20

Tiempo de inyeccién (s)
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Figura VIL.7 .- Representacion de las areas de pico

corregidas obtenidas para cada analito en funcion del
tiempo de inyeccion; a) MTX; b) LV y c) AF
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VI1.2.6.- Condiciones quimicas e instrumentales
finales

El estudio precedente permitio establecer las
condiciones Optimas para la calibracién, es decir, para
realizar la cuantificacion de MTX, LV y AF. La
corriente generada bajo las condiciones seleccionadas
fue de 80 pAmp y el tiempo de andlisis de 12 minutos.
Las condiciones finales se resumen en la Tabla VII.5 y
en estas condiciones se registrd el electroferograma de
la Figura V11.8.

Tabla VI1.5 .- Condiciones finales

20mM tampén borato
Electrolito de separacion de pH 9.7
Voltaje 30 kv
Temperatura 20°C
Tiempo de inyeccién 7 segundos
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Absorbancia (mMUA)

Figura VI8
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Capitulo VII.- Estudios electroforéticos
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| LV
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I
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Tiempo de migracion (min)

.- Electroferograma de una mezcla

conteniendo la mezcla de los tres analitos en una

concentracion de 18 mg L™ para cada uno, 4 =280 nm
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VI11.2.7.- Determinacién de MTX, LV y AF en orina

VI1.2.7.1.- Tratamiento de la orina

Para llevar a cabo la extraccion de los tres
compuestos en estudio en orina humana, se utilizaron
cartuchos Cig (WATERS sep-pack plus, Milford, MA,
USA). Los cartuchos se activaron siguiendo siempre la
misma secuencia de operaciones y se hizo después pasar
la muestra a través de ellos para llevar a cabo,
posteriormente, la elucion del MTX, LV y AF en el
disolvente apropiado. Todo esto supuso una serie de
estudios previos que proporcionasen el método de
extraccion con el que la recuperacion del MTX, LV y
AF fuese del 100 %.

Cabe resefiar, que debido a la alta fuerza ionica
proporcionada por la orina, hubo que disminuir el
voltaje seleccionado anteriormente de 30 kV a 25 kV,
ya que se generan intensidades de corriente muy
elevadas que producen continuos cortes de corriente en
el equipo electroforético. Por tanto, de ahora en
adelante, los electroferogramas se registran a un voltaje
de 25 kV.

a) Secuencia de acondicionamiento del cartucho

Los pasos que debian seguirse para activar cada uno

de los cartuchos Cig utilizados fueron los siguientes:
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1) 5 mL de metanol
2) 5 mL de tampodn fosfato de pH 2.5, 10 mM

La eleccion de la activacion con tampon fosfato de
pH 25 fue debido a que ensayos previos nos
demostraron que el pH debia estar por debajo del primer
pK de los analitos (pKmrx: 3.4; pKpLy: 2.5; pKar: 3.0),
para que estos quedaran retenidos por la fase
estacionaria del cartucho y no se eluyeran en la fase de
lavado. Si estan a un pH superior al valor de sus pK, se
encuentran en forma ionizada y por tanto muy poco
retenidos por la fase apolar del cartucho eluyéndose
rapidamente junto con diversos componentes de la

orina.

La conexion de los cartuchos a un sistema de vacio
facilitaba el paso de los distintos disolventes y
disoluciones, a la vez que permitia controlar el flujo a
través de los cartuchos, aumentando asi la repetitividad

del proceso.

b) Optimizacion del proceso de lavado del cartucho

Una vez que habian quedado retenidos en el
cartucho determinados componentes de la orina y los
tres compuestos de interés, se optimizo el proceso de
lavado, con el fin de eliminar la mayor cantidad de
interferentes de la orina. Se comenzo el lavado con 2
mL de tampén fosfato pH = 2.5, 10 mM seguido del
lavado con 6 mL de tampdn fosfato pH 2.5, 2.5 mM. Se
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utiliza un tampdén més diluido con el fin de aumentar el
contenido en agua, y asi eluir el mayor nimero posible
de componentes polares de la orina. Se registraron los
electroferogramas correspondientes a cada una de las
fracciones de lavado, comprobandose que ninguna de

ellas contenia los analitos de interés.

c) Optimizacidn del proceso de elucién

La elucion desde un primer momento se llevd a
cabo con 1 mL de la mezcla agua:metanol (1:1)
comprobandose mediante el registro del
electroferograma de la fraccion, que efectivamente se
encontraban en dicha fraccion los tres analitos de
interés. Se observO por comparacion con un patron
conteniendo los tres analitos que el rendimiento

obtenido para cada uno de ellos era adecuado.

d) Optimizacion del tiempo de lavado del capilar

Los componentes de la muestra pueden ser
adsorbido en la pared del capilar y modificar la
efectividad de sucesivas inyecciones. Asi, para evitar
esto, lavamos el capilar entre cada inyeccion con NaOH
0.1 N durante 2 minutos y con el electrolito de
separacion durante 4 minutos mas. Seguidamente

procedemos a inyectar la muestra.
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e) Estabilidad de las soluciones
Se estudid la estabilidad de los extractos problema
de orina a temperatura ambiente comprobandose que

estas éstas eran estables al menos durante 6 horas.

VII.2.7.2.- Optimizacién _de las  condiciones

experimentales de separacion en orina

Influencia del volumen de orina utilizado

Diferentes volumenes de orina (de 2 a 10 mL)
fueron contaminados con la misma cantidad de analito,
3 mg L de cada uno de ellos. Todos ellos fueron
pasados por un cartucho Cys, y eluidos en un volumen
final de 1 mL (H,0:MeOH). De esta manera el factor de
enriquecimiento en las distintas fases metandlicas seria
entre 2 y 10 veces el valor de concentracion de la
muestra original. Se determiné cual es la cantidad
Optima de orina que debemos pasar por el cartucho de
forma que los analitos se extraigan casi en su totalidad.
En la Tabla VII.6 se muestran las areas de pico
corregida (APC) de los analitos en el extracto de orina 'y
las APC para un patron conteniendo la misma
concentracion de analito que la que hubiera en la orina
después de la extraccion en el sek pack. De estos dos
valores podemos obtener el % recuperacion de los

analitos después de pasar por el cartucho Cis.
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Se llega a la conclusion, que tanto para el analisis
de MTX como de AF podriamos haber utilizado un
volumen de 10 mL de orina, ya que las recuperaciones
obtenidas para este volumen son bastante aceptables.
Sin embargo, para el LV obtenemos recuperaciones
inadecuadas para volumenes de orina superiores a 6 mL,
e incluso valores poco aceptables para volimenes
inferiores. Se selecciond en principio un volumen de
orina de 6 mL para llevar a cabo los posteriores

estudios.

Es necesario indicar que la longitud de onda de
medida fue cambiada de 280 mm en muestras patron a
305 nm en muestras de orina debido a que a 305 nm
eliminamos gran parte de interferencias de la orina sin

disminuir apreciablemente la sensibilidad del metodo.
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analito después de pasar por un sek-pack

Capitulo VII.- Estudios electroforéticos

[Analito] en " - " .
extracto METOTREXATO ACIDO FOLINICO ACIDO FOLICO
fin&ll_l APC.in| %

Voina| (MIL™) | APCphaven|  a REC. | APCpatrén | APCorina | % REC. | APCpatrsn | APCorina | % REC.
2 6 13049 1186.0 91.0 1507.6 16439 109.0 1529.8 1653.2 108.1
4 12 3156.8 25359 80.3 31486 2061.8 655 2891.1 28354 981
6 18 4236.8 4302.1 1015 34818 30437 874 3783.4 42434 1120
8 24 5758.4 5665.9 984 48973 4973.2 50844 1020
10 30 7644.2 8025.8 105.0 67195 24879 370 6988.7 6246.7  89.4
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Influencia del pH en muestras de orina

En los estudios preliminares en muestras patron se
optimizo el uso de un tampon borato de pH 9.7, 20 mM
para llevar a cabo la separacion de los tres componentes.
Debido a la diferente fuerza ionica proporcionada por la
propia orina y con el objeto de alejar los analitos de
interés de la zona més afectada por la sefial de la matriz
de fondo, especialmente el LV, se estudié de nuevo la

influencia del pH en presencia de la orina.

Los tampones utilizados para este estudio fueron un
tampén borato 20 mM para el intervalo de pH
comprendido entre 8.5y 10.2 y tampon fosfato 20 mM
para valores de pH comprendido entre 11.5y 12.0.

En la Figura VIL.9 se observa como para tampon
fosfato 20mM de pH 12.0 el LV se ha desplazado hacia
tiempos mayores respecto al tampdn borato optimizado
anteriormente alejandose asi por tanto de la zona donde

la orina presenta un mayor nimero de picos.

Una vez seleccionado el tampon fosfato de pH 12.0
como Optimo para la separacion de los compuestos en
orina, se realizd la influencia de la fuerza idnica del
tampdn para unos valores de concentracion de tampon
comprendidos entre 10mM y 20mM, eligiéndose como
concentracion optima la de 15 mM, ya que a

concentraciones mayores de 15 mM, aumenta la
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intensidad de corriente provocando un considerable

electrodispersion de los picos.

25000 —

20000 —

15000 —

10000 —

Absorbancia (mUA)

5000 —

Tiempo (min)

Figura VI1.9.- Electroferograma correspondiente a una

orina contaminada con 3 mg L™ de cada analito. 1 =

305 nm

Tabla VI1.7 .- Condiciones finales en orina

Capilar

Electrolito de
separacion

Temperatura
Voltaje
Tiempo de
inyeccion
Ventana de
deteccion

Silice fundida: 60.2 cm longitud x 75
pum didmetro interno

15 mM tampdn fosfato de pH 12.0
20°C
25 kV

7s

800 x 100 pm
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VI11.2.8.- Calibrado y estudio estadistico

Para evaluar la respuesta frente a la concentracion
se realizaron las rectas de calibracion. Se hizo una recta
de calibracion con muestras patron en orina (resultante
de la mezcla de dos orinas) y simultineamente se
realizé la recta de calibracion con muestras patrén en

ausencia de orina.
Recta de calibracion en orina

Volimenes de 6 mL de orina fueron contaminados
con distintas concentraciones de los analitos
comprendidas en un intervalo de: [MTX]=0.5-6 mg L’
L [LV] =05-6 mg L™ [AF] =05 -6 mg L™ Se
realizd el tratamiento en cartuchos eluyendo con 1 mL
(H20:MeOH), asi se logra un efecto de concentracion

de seis veces con respecto a la orina original.

En la Figura VIIL.10 se compara un patron
conteniendo los tres analitos con una orina contaminada

con 3 mg L™ de cada compuesto.

La respuesta evaluada para el estudio del
comportamiento lineal con la concentracion fueron las
APC (areas de pico corregida) y las alturas de pico para
cada uno de los compuestos calculadas sobre los
electroferogramas registrados a la longitud de onda de
305 nm.
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Las condiciones de operacion fueron las
mencionadas en la Tabla VII1.7

29000 —  Patrén

——— Orina contaminada

19000
MTX

MTX
AF

Absorbancia (LWUA)
1

9000

AF
LV

“|Feo I
\ ol A ) | A A
—F | AL SV Y R W
-1000 T | T | T | T | T
3 4 5 6 7 8 9
Tiempo (min)

Figura VI1.10 .- Electroferogramas correspondientes a
un patrén conteniendo 18 mg L™ de cada compuesto y
una orina contaminada con 3 mg L' de cada
componente y extraida con 1 mL MeOH:Agua. A = 305

nm.

En la Figura VIIL.11 se representan las &reas
corregidas y las alturas de pico frente a las

concentraciones de los analitos de interés.

En la Tabla VII.8 se muestran los pardmetros
estadisticos obtenidos para las rectas de calibracion de
los analitos en muestras de orina, y se comparan con

aquellos obtenidos sin orina.
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Area de Pico Corregida

Altura
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Figura VII.11 .- Rectas de calibracion en funcién de
APC en muestras de orina para: A) MTX; B) LV y C)

AF
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Rectas de calibracion en mezclas patrén sin orina

Simultaneamente a la recta de calibracion en orina,
se llevd a cabo también el estudio de linealidad entre
sefial y concentracion para mezclas patron de los
analitos en un intervalo de concentraciones similar a los

resultantes tras la concentracion de la orina.

Los intervalos de concentracién estudiados fueron

de 0 - 30 mg L™ para los tres componentes.

En la Figura VII.12 se muestra la linealidad
existente para cada uno de los analitos en relacion con el
area corregida y la altura de pico, las cuales fueron
calculadas sobre los electroferogramas registrados a la

longitud de onda caracteristica de 305 nm.
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Altura

15000

10000

5000

20000

15000

10000

5000

Capitulo VII.- Estudios electroforéticos

0 5 10 15 20 25 30
[Metotrexato], ppm

0 4 8 12 16 20 24
[Metotrexato], ppm

387



MENU SALIR

B)

Area de Pico Corregida

Altura

8000

6000

4000

2000

8000

6000

4000

2000

Capitulo VII.- Estudios electroforéticos

10 15 20 25 30
[Acido folinico], ppm

8 12 16 20 24
[Acido folinico], ppm

388



MENU SALIR

Capitulo VII.- Estudios electroforéticos

C) 8000 —
6000 —
[+
o
=)
e -
-
o [ ]
o
8 4000 — b
g
(5]
©
c i
—_
<
2000 —
O f——T—7T T 17 T 17 T 1 T 1 T 1
0 5 10 15 20 25 30

[Acido félico], ppm

15000 —

10000

Altura

5000

0 T | T | T | T | T | T |
0 4 8 12 16 20 24
[Acido félico], ppm
Figura VII1.12 .- Rectas de calibracion en funcién de
APC vy altura en mezclas sintéticas para: A) MTX; B)
LVyC) AF

En la Tabla VII.8 se muestran los parametros
estadisticos derivados de las rectas de calibracion en

muestras de orina y patron.

Como se puede observar la sensibilidad de

calibracion en orina es inferior.
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Tabla V11.8 .- Pardmetros estadisticos de las rectas de calibracion en muestras de orina y

patrén.
METOTREXATO ACIDO FOLINICO ACIDO FOLICO
APC |  Altura APC | Alwra APC | Alra
Muestras de orina’
Pendiente 2.31x 10° 410x10° 1.18 x 10° 1.97 x 10° 1.46 x 10° 1.48 x 10°
Ordenada origen |  1.88 x 10" 1.73x 10° -2.37x10° -6.06 x 10? -1.36 x 10° -8.16 x 10*
G pendiente 8.27 x 10* 2.22 x 10 417 x 10* 6.56 x 10* 4.02x 10" 8.05 x 10
& e 2.74 x 10 7.35 x 10 1.29 x 10? 1.99 x 107 1.22 x 10° 1.34x 10
G estimada 3.70 x 10? 9.91 x 10 3.06 x 107 3.59 x 10? 2.21 x 10? 1.84 x 10°
Coef. Regresion 0.9949 0.9985 0.9938 0.9956 0.9966 0.9927
L.O.D.*(ppm) 0.35 0.54 0.33 0.30 0.25 0.27
L.O.D.**(ppm) 0.59 0.89 0.83 0.59 0.49 0.49
Sensib. anal® 0.16 0.24 0.26 0.18 0.15 0.12
Muestras patrén
Pendiente 3.73x 10 7.94 x 10° 2.15 x 10° 3.20 x 10° 2.40 x 10° 5.14 x 10
Ordenada origen|  2.01 x 10* 1.17 x 10° 1.16 x 10° 2.08 x 10 1.36 x 10* 3.20 x 10
O pendients 9.62 3.62x 10° 7.07 1.04x 10" 5.72 2.12x 10"
S ordorigen 1.75 x 10 5.34 x 10 1.29x 10° 153 x 10 1.04x 10° 3.13x 107
— 3.18 x 10° 8.79 x 10 2.34x 10 2.52x10° 1.89 x 10° 5.15 x 10
Coef. Regresion 0.9967 0.9918 0.9946 0.9958 0.9972 0.9933
L.0.D.*(ppm) 1.41 2.02 1.80 1.43 1.30 1.83
L.0.D.**(ppm) 2.71 3.73 3.40 2.65 2.50 3.38
Sensib. anal® 0.85 1.11 1.09 0.79 0.79 1.00

*Limite de deteccion segin Winerforner y Long; **Limite de deteccion segun Clayton,
* Las concentraciones estan referidas a las adicionadas en la orina original
'Definido segun referencia 34
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VI11.2.9.- Repetitividad

El estudio de repetitividad se realizd para un patron
de analitos conteniendo 18 mg L™ de cada uno de ellos
y para la extraccion de una orina contaminada con 3 mg
L™ de cada componente (cantidad equivalente al patrén

utilizado una vez concentrada la orina).

En la Tabla VI1.9 se muestran los valores medios de
las medidas asi como desviaciones estandar y % de
desviacion estandar relativa para el patron y el extracto

de orina.

Se obtienen unos valores de RSD muy buenos tanto
para &reas como para alturas de pico. Se elige la medida
de las &reas de pico corregido como sefial analitica
como es habitual en la técnica de electroforesis capilar

dada la incertidumbre en los tiempos de migracion.
VI11.2.10.- Aplicacion al analisis de orina

Una vez obtenidas las rectas de calibracion y la
confirmada repetitividad del meétodo, contaminamos
diferentes muestras de orina con cantidades de analitos
variables para asi comprobar como se recuperan los
analitos en orinas de diferentes personas. Se
contaminaron hasta un total de 9 orinas procedentes de
distintas personas adultas ademas de un nifio menor de 5
afos y una mujer embarazada, y se pudo comprobar

como en cada matriz bioldgica, especialmente el factor
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fuerza ionica, condiciona las recuperaciones de los

analitos, aparentemente de una forma aleatoria.

Este efecto de matriz nos llevé a proponer como
método alternativo la adicion-patron como el mas

apropiado para llevar a cabo el analisis propuesto.

Recta de adicion-patrén

Tomamos un volumen de 50.0 mL de orina y se
contamina con diversas concentraciones de cada analito.
De esos 50.0 mL de orina contaminada se van tomando
volumenes de 6 mL, los cuales se contaminan con
cantidades crecientes de cada compuesto y se someten
al proceso de extraccion y posterior inyeccion en el
sistema electroforético.

En la Tabla VII1.10 se muestran los porcentajes de

recuperacion obtenidos para distintas cantidades de los

analitos en estudio.
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Tabla VI1.9.- Célculo de los parametros estadisticos

para muestras patron y extracto de orina

tmigrac APC Altura

MUESTRAS PATRON (a partir de 10 réplicas)

METOTREXATO
Media 5.41 6975.8 163347
Gsténdar 0.024 129.9 1953

RSD (%) 0.45 1.86 1.19

ACIDO FOLINICO

Media 7.47 4342.4 63076
Gsténdar 0.051 172.3 846
RSD (%) 0.68 3.97 1.34

ACIDO FOLICO

Media 7.94 4502.3 105508
Gsténdar 0.055 105.4 1780
RSD (%) 0.70 2.34 1.69

MUESTRAS DE ORINA (a partir de 8 réplicas)

METOTREXATO
Media 5.54 8188.2 164131
Gsténdar 0.043 267.3 4303

RSD (%) 0.78 3.26 2.62

ACIDO FOLINICO

Media 7.65 2383.1 36929
Osténdar 0.090 103.7 846
RSD (%) 1.18 4.35 2.29

ACIDO FOLICO

Media 8.17 5289.8 56817
Gsténdar 0.1037 346.4 2346
RSD (%) 1.27 6.55 4.13
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Tabla VI1.10 .- Recuperaciones obtenidas para los tres

compuestos
Concentrac Concentraci
Concentraci ion on

on afiadida | calculada®* | % Rec | calculada** | % Rec

(mg L-l) (mg L—l) APC (mg L_l) altura

2.00 1.71 85.5 1.86 93.0

2.50 2.05 81.9 2.08 83.3

MTX 3.00 2.83 94.3 2.20 73.4
2.00 2.22 111.0 2.14 107.0

3.00 3.37 112.4 3.16 105.4

LV 4.50 3.57 79.4 3.62 80.5
2.00 1.74 87.0 2.27 1135

2.50 2.08 83.4 2.61 104.4

AF 3.00 2.82 93.9 3.35 111.6

Media (%) 92.1 Media (%) 96.9
*Utilizando APC como sefial; **Utilizando alturas de

pico como sefial

Como se puede observar, los valores de
recuperacion mas adecuados son los obtenidos cuando
se miden alturas de pico con un valor medio de

recuperacion del 97 %.
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VI1.2.11.- Influencia de la presencia de otros

principios activos

Para este estudio se procedio a la extraccion de una
orina proveniente de una persona adulta, la cual habia
sido tratada con antibi6tico, vitamina, analgésico y
antitdsico, concretamente, acido clavulanico, acido
ascorbico, paracetamol y codeina en unas cantidades de
2250 mg, 500 mg, 650 mg y 60 mg diarios

respectivamente.

Se inyect6 una muestra de orina de este paciente sin
contaminar y otra muestra de orina contaminada con 3
mg L? de MTX, LV y AF. En la Figura VI1.13
observamos como la sefial correspondiente a nuestros
analitos aparece en zonas limpias de la orina, es decir,
ninguno de los interferentes anteriormente mencionados

le afecta a la sefial de nuestros analitos.
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20000 —

MTX - — — — - Orina
——  Orinaenriquecida
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Absorbancia (mUA)

4000 —
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Figura VI1.13 .- Electroferogramas correspondientes a
una muestra de orina no contaminada y la misma orina
contaminada con los analitos de interés en una

concentracién de 3mg L™, 4 =305 nm

Aunque no se ha realizado un estudio exhaustivo de
interferentes podemos indica que los descritos
anteriormente, muy habituales en diversas terapias, no

impedirian el analisis propuesto.
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VI1.3.- DETERMINACION DE TRIAMTERENO Y
METOTREXATO EN ORINA MEDIANTE
ELECTROFORESIS CAPILAR DE ZONA

ESTUDIO DE LOS PARAMETROS
EXPERIMENTALES

VI11.3.1.- Estudios preliminares

Inicialmente se inyectaron en el sistema de
electroforesis capilar muestras de orina diluida (1:1)
conteniendo los analitos en estudio, comprobandose que
a este nivel de dilucion se pueden determinar
metotrexato y triamtereno. En las primeras inyecciones
se utiliz6 un tampon fosfato 25 mM de pH 3, ya que a
este valor de pH los dos analitos se encuentran en forma
protonada. Las condiciones instrumentales iniciales
fueron: voltaje de 25 kV, temperatura 25 °C y un

tiempo de inyeccion de 7 s.

Se observé como los picos electroforéticos
correspondientes a MTX y TRI presentaban una fuerte
electrodispersion por lo que fue necesario hacer uso de
un aditivo en el tampon como es la trietanolamina
(TEA) de un 99.5 % de riqueza, la cual se adsorbe
fuertemente a las paredes del capilar evitandose en gran

medida este fendmeno.

La longitud de onda de medida de compromiso
utilizada para llevar a cabo los posteriores estudios fue
de 210 nm.
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Inicialmente también se comprobé que las
disoluciones de orina 1:1 eran estables al menos durante

un periodo de 2 horas.

VI11.3.2.- Influencia de la concentracién del tampdn

de separacion

Para la optimizacion de la fuerza idnica, se
prepararon diferentes soluciones de electrolito de
separacion que contenia acido fosférico en distinta
concentracion ajustandole el pH con trietanolamina a
2.25. Se realiz6 una dilucion de una orina 1:1
conteniendo en la solucién de orina diluida 15 mg L™ de
cada uno de los analitos en estudio. La inyeccion fue
hidrodinamica durante 7 s, manteniendose el capilar a
una temperatura constante de 25 °C y aplicando un
voltaje de 25 kV. La concentracién se vario entre 10 y
50 mM. El valor de 10 mM fue rechazado, debido a que

aparecia una considerable electrodispersion en los picos.
En la Tabla VII.11, se observa los distintos tiempos

de migracién obtenidos para ambos compuestos, en

funcion de la fuerza ionica del tampon.
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Tabla VII.11.- Variacion de los tiempos de migracion

con la concentracion del tampon

Concentracion
fosfato tm TRI (min) | t, MTX (min)
20 8.71 14.65
40 9.25 15.85
50 9.28 16.41

Se selecciond una concentracion de tampon 40 mM,
la cual origina una intensidad de corriente de
aproximadamente 61 pAmp y un tiempo de migracion
de aproximadamente 9.2 min para triamtereno y 15.8

para metotrexato.

VI11.3.3.- Influencia del tiempo de inyeccion de la

muestra

Se utiliz6 siempre la inyeccion hidrodinamica por
presion. Las muestras inyectadas fueron orina diluida
1:1 conteniendo 12 mg L* de MTX y TRI. Como
electrolito de separacion se emple6 una disolucion
conteniendo acido fosférico 40 mM + TEA (pH 2.25).
Todos los electroferogramas se registraron a 25 kV y
una presion de inyeccion de 0.5 psi, pero a diferentes
tiempos de inyeccion de muestra, comprendidos en el
intervalo de 3 a 9 s. Los resultados de las inyecciones se
muestran en la Figura VII.14. Un tiempo de inyeccion

de 7 segundos fue seleccionado como éptimo.
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Figura VI1.14 .- Estudio de los tiempos de inyeccion
en funcién de las APC

VI1.3.4.- Influencia de la temperaturajError!

Marcador no definido.

Se estudio el efecto de la temperatura en la
migracion de triamtereno y metotrexato. Las
disoluciones de orina diluida 1:1 contenian 12 mg L™ de
cada uno de los analitos. Como electrolito de separacion
se utilizo el indicado en el apartado anterior. Todos los
electroferogramas se registraron a 25 kV y con un
tiempo de inyeccion de 7 s, pero a diferentes

temperaturas, comprendidas en el intervalo 20 a 35 °C.
Como se observa en la Figura VII.15, un aumento

de la temperatura produjo una disminucion del tiempo

de migracion y por consiguiente, del tiempo de analisis.
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Finalmente se selecciond como Optima una
temperatura de 30 °C ya que se disminuye
considerablemente el tiempo de analisis y ademas es un

valor proximo a la temperatura ambiente.

20

12

MTX

Tiempo de migracién (min)

TRI

4 T T | T

20 25 30 35
Temperatura (°C)

Figura VII1.15 .- Influencia de la temperatura en el
tiempo de migracion de MTX y TRI

V11.3.5.- Influencia del voltaje

Para la optimizacién del voltaje se llevaron a cabo
separaciones en las condiciones antes indicadas y
aplicando diferentes voltajes, comprendidos en el
intervalo de 5 a 25 kV. El valor de 30 kV no se utilizd
debido a los cortes de corriente constante que ocurrian
en el equipo a valores tan altos de potencial. En la Tabla
VII.12 se han resumido los tiempos de migracion

obtenidos en cada caso.
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La representacion gréfica de la Ley de Ohm probo
que existia linealidad entre voltaje aplicado y corriente
generada hasta 20 kV, como se puede ver en la Figura

VI11.16.
80

- i
£ .
< 60 — ’
3 Y
] P
k5 |
=
S 40
(5]
©
S i
1]
R
g 20
=
0 T | T | T | T | T |
0 5 10 15 20 25
Voltaje (kV)

Figura VI1.16.- Influencia del voltaje en la corriente

obtenida

Tabla VII1.12.- Variacion en el tiempo de migracion con

el voltaje
Voltaje (KV)  tn TRI (min)  ty, MTX (min)
5 - -
10 25.4 *k
15 16 31
20 11.14 21
25 8.7 15.5

“"No se observa en 50 minutos; ** No se observa en 45

minutos

En orden a rebajar el tiempo de analisis se eligid

como potencial 6ptimo el de 25 kV
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VI1.3.6.- Condiciones quimicas e instrumentales
finales

A modo de resumen en la Tabla VI11.13 se muestran
las condiciones quimicas e instrumentales optimizadas
para la separacion de TRl y MTX. Asimismo, en la
Figura VI11.17 se muestra un electroferograma utilizando

el método optimizado y registrado a 210 nm.

Tabla VI1.13 .- Método optimizado para la separacion

Silice fundida: 60.2 cm longitud x
Capilar 75 um didmetro interno
Electrolito de  Acido fosforico 40 mM + TEA,
separacion pH 2.25
Temperatura 30°C
Voltaje 25 kV
Tiempo de
inyeccién 7s
Ventana de
deteccion 800 x 100 um
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Figura VI1.17 .- Electroferograma de una muestra de
orina contaminada con TRl y MTX en concentracion 2
mg L previa dilucién 1:1, obtenido en la condiciones

citadas en la Tabla VII.13. A =210 nm

VI11.3.7.- Calibrado y estudio estadistico

Para evaluar la respuesta frente a la concentracion
se hicieron dos rectas de calibracion una primera recta
con orina procedente de una sola persona contaminada
con ambos compuestos previa dilucién 1:1 y una
segunda recta con una orina mezcla, procedente de tres
personas, contaminada también con ambos analitos
previa dilucion 1:1, con el objeto de comparar ambas
rectas y ver como influye la matriz sobre la sefial de los
compuestos en estudio. Las condiciones de operacion

son las citadas en la Tabla VI11.13
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Recta de calibracion en orina procedente de 1 persona

Volimenes de orina previa dilucion 1:1 fueron
contaminados con distintas concentraciones de analitos
comprendidas en un intervalo de 0.5 - 15 mg L™ para
ambos compuestos. La respuesta evaluada para el
estudio del comportamiento lineal con la concentracion
fueron las areas de pico corregidas y las alturas de cada
uno de los compuestos calculadas sobre los
electroferogramas registrados a la longitud de onda
caracteristica de 210 nm. En la Figura VII.18 se
representan las areas corregidas y las alturas de los

compuestos frente a las concentraciones.
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1
°
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[Triamtereno], ppm
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Figura VI1.18 .- Rectas de calibracién en funcién de
APC y altura para: A) TRl'y B) MTX

Rectas de calibracién en una orina mezcla de tres

personas

Siguiendo una sistematica similar a la descrita en el
apartado anterior, volumenes de orina previa dilucion
1:1 fueron contaminadas con distintas concentraciones
de analitos comprendidas en un intervalo de 1.0 - 15 mg
L™ para ambos compuestos. La respuesta evaluada para
el estudio del comportamiento lineal con Ia
concentracion fueron las &reas de pico corregidas y las
alturas de cada uno de los compuestos calculadas sobre
los electroferogramas registrados a la longitud de onda
caracteristica de 210 nm. En la Figura VIL19 se
representan las areas corregidas y las alturas de los

compuestos frente a las concentraciones.
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Figura VI1.19 .- Rectas de calibracion en funcion de
APC y altura para: A) TRl y B) MTX
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En las Tablas VII.14 y VIL.15 se muestran los
parametros derivados del analisis estadistico de las
rectas de calibracion.

Tabla VI1.14 .- Parametros estadisticos de las rectas de

calibracion de TRl y MTX en orina de 1 persona

TRIAMTERENO METOTREXATO
APC Altura APC Altura

Pendiente | 8.14 x 10° | 1.63 x 10° | 3.48 x 10° | 5.51 x 10°
Ordenada

origen | 1.94x10? | 7.02x 10? | 2.71 x 10? | 5.07 x 10?
O pendiente | 2.36 X 10" | 4.29x 10" | 1.26 x 10" | 2.66 x 10"
O ordorigen | 1.89 X 10° | 3.44 x 10° | 1.00 x 10* | 2.14 x 10°
O estimada | 4.25 X 10% | 7.72x 10% | 2.32 x 10% | 4.79 x 10?

Coef.
Regresion | 0.9962 0.9969 0.9942 0.9897
L.O.D.*

(ppm) 0.70 0.63 0.87 1.17
L'(Sb%;* 1.63 1.48 2.06 2.12

*Limite de deteccion segun Winerforner y Long (24);

** Limite de deteccion segun Clayton(25)
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Tabla VI1.15 .- Parametros estadisticos de las rectas de

calibracion de TRl y MTX en orina mezcla de 3

personas
TRIAMTERENO METOTREXATO
APC Altura APC Altura
Pendiente | 6.22 x 10° | 6.87 x 10? | 3.42 x 10% | 3.18 x 10?
Ordenada

origen | 1.74x10° | 1.71x 10° | 2.94 x 10? | 4.30 x 10?
G pendiente | 335X 10" | 2.79 x 10" | 1.18 x 10" | 1.48 x 10"
G ordorigen | 2.82 X 10* | 2.35x 10° | 9.96 x 10" | 1.24 x 10?
O estimada | 5.54 X 10% | 4.62 x 10% | 1.96 x 10% | 2.45 x 10?

Coef.
Regresion | 0.9886 0.9935 0.9953 0.9915
L.O.D.*
(ppm) 1.43 1.07 0.88 1.19
L.O.D.**
(ppm) 2.81 212 181 243

*Limite de deteccion segun Winerforner y Long(24);

**|_imite de deteccion segun Clayton(25)

Comparando las pendientes de las rectas de
calibracion para el caso de una orina independiente y de
una orina mezcla, vemos que éstas difieren
significativamente sobre todo si consideramos la altura
de pico, por lo que sera necesario recurrir al método de
la adicion patron para considerar el efecto de la matriz

de fondo.
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Método de adicidn-patron

En la Tabla VI11.16 podemos ver los porcentajes de
recuperacion obtenidos para una muestra de orina

contaminada con los analitos en estudio.

Tabla VII1.16 .- Recuperaciones obtenidas para TRI y

MTX
Concent | Concentra Concentra
racion cion cion
anadida | calculada* % calculada* %
(mgL™ | (mgL™) | Recapc | *(MgL™Y) | ReCatura
4.00 4.44 111.0 3.87 96.7
TRI 6.00 6.05 100.8 5.48 91.4
4.00 4.27 106.8 3.96 99.0
MTX 6.00 5.57 92.8 5.57 92.8

Media (%) 102.8 Media (%) 95.0

* Utiliza como sefial APC; ** Utiliza como sefial altura

de pico
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VI11.3.8.- REPETITIVIDAD

El estudio de repetitividad se realiz6 para una orina
contaminada con 12 mg L™* de TRI y MTX previa
dilucion 1:1. En la Tabla VI1.17 se muestran los valores
medios de las medidas asi como desviaciones estandar y

porcentajes de desviacion estandar relativa.

Tabla VII1.17.- Paramétros obtenidos en el analisis

repetitivo

TRIAMTERENO METOTREXATO

tmigrac | APC | Altura | tmigrac | APC | Altura

3587.1 3240.5 | 5081.7
Media | 7.60 3 5181.9 | 125 4 3

Gestandar | 0.043 | 98.91 | 143.12 | 0.084 85.6 | 283.44

rRsp@ | 056 | 276 | 276 | 067 | 264 | 556

El método propuesto permite la determinacion de
TRl y MTX en muestras de orina con recuperaciones

medias aceptables y una elevada repetitividad.
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VIl.4.- DETERMINACION DE CREATININA EN
ORINA MEDIANTE ELECTROFORESIS
CAPILAR DE ZONA

ESTUDIO DE LOS PARAMETROS
EXPERIMENTALES

VI11.4.1.- Estudios preliminares

Dada la alta concentracion de creatinina en orina,
nuestro primer estudio consistio en buscar el factor de
dilucién en la orina que permitiera el analisis de dicho
compuesto. Por ello inicialmente se inyectaron en el
sistema electroforético muestras de orina con dilucion
1:1, comprobandose que la sefial de la creatinina es muy
alta, saturandose la sefial y por tanto aumentando la
anchura del pico. Por eso, para poder determinarla en
orina, sera necesario hacer una dilucion mayor que la de
1:1. Se ensayaron distintas diluciones de la orina y esta
a su vez de distintas personas, para asi elegir una
dilucién optima de manera que no se sature la sefial en

posteriores medidas de la creatinina.

En un principio utilizamos un tampdn fosfato 25
mM de pH 3, ya que a pH &cidos la creatinina se
encuentra  ionizada  (cation). Las  condiciones
instrumentales iniciales fueron: voltaje de 25 KkV,
temperatura = 25 °C, tiempo de inyeccion de 7sy A =
210 nm.
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En la Figura VV11.20 se observa como a partir de una
dilucién 1/15, la anchura de pico empieza a mantener un
valor constante, lo que es un factor importante en las
técnicas de separacion. Dicho valor es de 0.10 segundos
el cual es bastante apropiado en separaciones

electroforéticas.

020 —

0.15 —

Anchura de pico

0.00 ' T ' T ' T ' |

5 10 15 20 25
Dilucion de la orina

Figura VI1.20.- Representacion de las anchuras de pico
obtenidas para la creatinina en funcién de la dilucion

de la orina.

En orinas de diferentes personas se ensayaron ya
especificamente diluciones 1:15 y 1:25. Se eligi6 como
dilucién optima la de 1:25, porque se obtenia en todos
los casos una adecuada sefial para la creatinina y a su

Vvez no excesivamente elevada.

En la Figura VII.21 se muestran los

electroferogramas correspondientes a orinas de distintas
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personas en una dilucién 1:25, comprobandose que en
todos los casos se obtiene un pico electroforético
perfectamente definido, con un area y una definicion
apropiada. Por otra parte, las disoluciones de orina 1:25

son estables al menos durante 3 horas.

30000 —

20000

Absorbancia (LUA)
1

10000

3.0 35 4.0 45 5.0
Tiempo (min)

Figura VII.21.- Orina de diferentes personas (sanas)
con dilucién 1:25. La altura de pico estd relacionada
con la cantidad de liquido ingerida en la dieta.

Pureza de pico

Debido al valor tan elevado en el &rea de la
creatinina se procedid a examinar su pureza de pico para
comprobar si corresponde exclusivamente a la
creatinina presente o podria haber contribucion de otros
interferentes de la orina. Se obtuvieron los espectros del
pico electroforético a distintos tiempos, durante la

elucion, en primer lugar en el tramo ascendente, otro en
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el maximo del pico y por ultimo en el tramo
descendente. En los tres casos los espectros obtenidos
fueron idénticos, hecho que confirma la pureza de
nuestro pico (Figura VI11.22) y el espectro obtenido se

comparo con un patron de creatinina.

Figura VI11.22.- Espectros de la creatinina a diferentes
longitudes de onda (Pureza de pico) y en distintos
tiempos del pico electroforético de la creatinina (pico

ascendente, su maximo y pico descendente).

VI11.4.2.- Influencia de la concentracién del tampdn

de separacion

Debido a una pequefia electrodispersion de pico,
utilizamos trietanolamina como aditivo en el tampon
fosfato, la cual se adsorbe con mayor fuerza a la pared
del capilar que cualquier otro analito presente,

evitando asi la electrodispersion de pico.
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Para la optimizacion de la fuerza ionica, se
prepararon diferentes soluciones de electrolito de
separacion que contenia fosfato en distinta
concentracion + trietanolamina (TEA) de un 99.5 % de
rigueza fijando un pH constante de 2.25. La
concentracion de fosfato se vario entre 15y 60 mM. El
valor de 15 mM fue rechazado porque aparecia una
considerable electrodispersion en el pico. Se realiz6 en
todo momento una dilucion de wuna orina 1:25
inyectandose hidrodindmicamente durante 7 s en el
capilar, el cual se mantuvo a 25 °C y aplicandose un
voltaje de 25 kV. La longitud de onda de medida fue de
210 nm.

Tabla VI1.18 .- Variacion de los tiempos de migracion

con la concentracion del tampon

Concentracion fosfato
(mM) + TEA tm CREA
30 5.64
40 5.70
50 5.79
60 5.92

Se selecciond una concentracion de tampon de 40
mM, la cual origina una intensidad de corriente de
aproximadamente 60 uAmp y un tiempo de migracién
de aproximadamente 5.7 minutos en el pico
electroforético de creatinina.

VI11.4.3.- Influencia del tiempo y de la temperatura

de inyeccion
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Se ha utilizado siempre la inyeccion hidrodindmica
por presion. Se utilizé como electrolito de separacion el
optimizado anteriormente. Todos los electroferogramas
se registraron a 25 kV y una presion de inyeccién de 0.5
psi, pero a diferentes tiempos, comprendidas en el

intervalode 3a9s.

Los resultados de las inyecciones se muestran en la
Figura VI1.23. Como se puede observar, se obtiene una
relacion lineal entre el area de pico corregida y el
tiempo de inyeccion.

Un tiempo de inyeccion de 7 s fue seleccionado
como 6ptimo para evitar la electrodispersién del pico

electroforético.
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Figura VI1.23.- Estudio de los tiempos de inyeccion en
funcion de las APC
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Se estudio el efecto de la temperatura en la
migracion de la creatinina en las condiciones ya
descritas, variando la temperatura en el intervalo de 20 a
35°C.

Como era de esperar, un aumento de la temperatura
produjo una notable disminucion del tiempo de
migracion y por consiguiente, del tiempo de analisis,
Figura VI1.24.

Finalmente se selecciond como Optima una
temperatura de 30 °C ya que se consigue un tiempo de
anélisis corto y no nos desviamos demasiado de la
temperatura ambiente. Temperaturas mayores podrian

provocar electrodispersion del pico por efecto Joule.

Tiempo de migracion (min)
o
]

4 ' T ' T ' |

20 25 30 35
Temperatura (°C)

Figura VI1.24.- Influencia de la temperatura en el

tiempo de migracion de la creatinina
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VIl.4.4.- Influencia del voltaje sobre Ila
determinacion de creatinina

Para la optimizacién del voltaje se llevaron a cabo
separaciones utilizando como electrolito de separacion
una disolucion que contenia fosfato 40 mM + TEA, pH
= 2.25 sobre una muestra de orina diluida 1:25. Todos
los electroferogramas se registraron a una temperatura
de 30 °C, pero aplicando diferentes voltajes,
comprendidos en el intervalo 5 a 25 kV. El valor de 30
KV no se utilizd debido a los cortes de corriente
constante que ocurrian en el equipo a valores tan altos

de potencial.

La representacion gréfica de la Ley de Ohm probd
que existia linealidad entre voltaje aplicado y corriente

generada hasta 10 kV, como se puede ver en la Figura

VIII.25.
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Figura VI1.25 .- Influencia del voltaje en la corriente

obtenida
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En orden a rebajar el tiempo de analisis se eligié
como potencial éptimo el de 25 kV (Tabla VI1.19).

Tabla VI1.19 .- Variacion en el tiempo de migracion

con el voltaje

Voltaje (kV) \ tm CREA (min)
5 30.5
10 14.7
15 9.20
20 6.58
25 5.09

VI1.45.- Condiciones quimicas e instrumentales

finales

El estudio precedente permitio establecer las
condiciones Optimas para la calibracion, es decir, para
realizar la cuantificacion de CREA. La corriente
generada bajo la condiciones seleccionadas fue de 62.1

pAmp y el tiempo de analisis de 5.09 minutos.

Las condiciones finales se resumen en la Tabla
VII.20 y en estas condiciones se registrd el

electroferograma de la Figura V11.26.
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Tabla VI11.20.- Condiciones finales

Silice fundida: 60.2 cm longitud x
Capilar 75 pum diametro interno

Electrolito de
separacion 40 mM fosfato + TEA, pH = 2.25

Temperatura 30°C
Voltaje 25 kV
Tiempo de
inyeccion 7 segundos
Ventana de
deteccion 800 x 100 um
6000 —
CREA
T 4000 —
2
§ 2000 —
0 —
0 1 2 3 4 5 6

Tiempo (min)

Figura VI1.26.- Electroferograma de una muestra de
orina con dilucion 1:25 obtenido en las condiciones

finales optimizadas. 4 = 210 nm
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VI11.4.6.- Calibrado y estudio estadistico

Para evaluar la respuesta frente a la concentracién
se hizo una recta de calibracion con patrones de
creatinina y otra recta de calibracion de la creatinina en

diferentes orinas previa dilucion de la misma 1:25.
Recta de calibracién con patrones de creatinina

Se prepararon muestras patrén conteniendo
concentraciones variables de creatinina dentro del
intervalo de 0.5 a 80 mg L. Las condiciones de
operacion fueron las mencionadas en la Tabla V1I.20.

La longitud de onda de medida fue la de 210 nm.

En la siguiente Figura VI1.27 se representan las
areas corregidas del compuesto frente a las

concentraciones.

30000 —

20000

10000

Area de Pico Corregida

[Creatinina], ppm

Figura VI1.27.- Recta de calibrado de CREA
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Recta de calibracion de creatinina en diferentes orinas

(método de adicion-patron)

Se realizaron 2 rectas de calibracion diferentes,
utilizando en todo momento el método de la adicidn
patrén, una de ellas con la orina de una sola persona, y
la otra orina mezcla de tres personas diferentes, con
objeto de evaluar la posible influencia de la matriz
bioldgica. Se fueron adicionando cantidades crecientes
de creatinina a la muestra, y al igual que en el caso
anterior, la respuesta evaluada para el estudio del
comportamiento lineal fueron las APC del compuesto.
La calibracion fue realizada manteniendo constante 1
mL de orina y adicionando cantidades crecientes de
creatinina y llevandolo finalmente a un volumen total de
25 mL.

En la Figura VI1.28 se muestra la recta obtenida

para la orina mezcla de tres personas.
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20000

15000 —

10000

Area de Pico Corregida

5000 —

0 4 8 12 16 20
[Creatinina], ppm

Figura VI1.28.- Recta adicion-patron obtenida para

una orina mezcla de tres personas

En la Tabla VII.21 se muestran los pardmetros

estadisticos obtenidos para cada una de las rectas.
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Tabla VI1.21.- Pardmetros estadisticos

Coef.
Ecuacion de la Gipica |COrrelacio| L.O.D?
recta O pendiente| Oord.origen estimada n I—-O-Db
Y=3.00x10°[C]+1.6 0.612
Recta 2 1 5
eelliorEsiemn 2x10 1.63 | 6.13x10' |1.70x10?| 0.9998 | ppm | 1.57 ppm
Recta adicion- | Y=3.06x10°[C]+4.6 0.872
patron* ox10° 539 | 3.70x10' |6.76x10'| 0.9991 | ppm |0.741 ppm
Recta adicion- |Y=3.14x10°[C]+1.2
patron** 1x10* 8.32 | 9.53x10" |1.74x10%| 0.9979 |3.20 ppm| 1.86 ppm

*Procedente de la orina de una persona
**Procedente de la orina mezcla de tres personas
#LOD criterio de Winerforner and Long (segln referencia 24)

°LOD criterio de Clayton (segtn referencia 25)
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Como se puede comprobar en la tabla anterior, las
pendientes tanto de la recta patrdn como de las
adiciones patron tienen aproximadamente el mismo
valor, de lo que se deduce que el fondo de matriz no
interfiere en la determinacion de creatinina, pudiéndose
por tanto proponer como metodologia la del patron
externo para los siguientes estudios y su aplicacion al
analisis de rutina de muestras de orina.

VI11.4.7.- Repetitividad

Para el estudio de la repetitividad se prepard una
orina con una dilucion 1:25 y se realizaron 11 medidas
en las condiciones Optimas indicadas anteriormente. En
la Tabla VI1.22 se muestran los valores medios de las
sefiales, desviacion estandar y % de desviacion estandar
relativa (RSD).

Tabla VI1.22 .- Parametros estadisticos obtenidos para

el estudio de repetitividad de la creatinina en orina

diluida 1:25
CREATININA
Tiempo APC Altura
Media 5.10 1884.52 5694.5
Gestandar 0.03 50.6 139.7
RSD (%) 0.50 2.68 2.45
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VI11.4.8.- Influencia de la presencia de otros
principios activos

Para el estudio de posibles interferentes se procedio
a la inyeccion de una orina proveniente de un nifo, el
cual se encontraba bajo medicacion con antibioticos,
mucolitico y un tercer compuesto con propiedades de
antiinflamatorio-antipirético, concretamente,
amoxicilina y &cido clavulénico, carbocisteina e
ibuprofeno en unas cantidades de 750, 187.5, 600 y 300

mg/dia respectivamente.

En la Figura VI1.29 observamos como la sefial
correspondiente a la creatinina no se ve afectada por
ninguno de los principios activos anteriormente
mencionados, analizandose la pureza de pico de la
creatinina.

429



MENU SALIR

Capitulo VII.- Estudios electroforéticos

30000 —

20000

Absorbancia (LUA)
1

10000

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0
Tiempo (min)

Figura VI1.29.- Electroferograma correspondiente a
una muestra de orina conteniendo antibiéticos,

mucoliticos y antipiréticos

Teniendo en cuenta que la creatinina es un
metabolito de la creatina, también se estudi6 esta como
posible interferencia. Normalmente en la orina la
creatina esta en concentraciones muchos menores que la

creatinina.

Como se observa en la Figura VI11.30, no aparece
pico correspondiente a la determinacion de creatinina,
apareciendo a un tiempo superior (aproximadamente 12
minutos). A la vez podemos afirmar que mediante
nuestro método podriamos determinar creatina en
presencia de creatinina ya que en una muestra de orina
diluida 1:1 se observa también la sefial procedente de la
creatina, perfectamente definida e integrable. (Figura
V11.30)
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98000 —

- Creatina
Creatinina

78000 —

58000 —

38000 —

Absorbancia (LWUA)
1
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'l'l,l, ! - _lJL
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0 2 4 6 8 10 12 14
Tiempo (min)

Figura VI11.30 .- Electroferogramas correspondientes a

la inyeccion de creatina (—) y a una orina diluida 1:1 (-

).

Otro interferente estudiado fue la urea, la cual se
comprobd que en las condiciones de nuestro método
tampoco interfiere en la determinacion de creatinina, no
mostrandose presente en el electroferograma durante 20
minutos, lo que podria indicar la falta de carga positiva

en la urea.
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VI11.4.9.- Inyeccion por el lado corto del capilar

En estudios previos se observo la posibilidad de
emplear el capilar realizando la inyeccion por su lado

corto.

La longitud total del capilar es la misma que se ha
utilizado hasta ahora, es decir, 60.2 cm, pero ahora la
distancia efectiva (es decir, distancia hasta el detector)
va a ser de solo 10 cm, y esto se consigue mediante una
inversién de polaridad en el equipo, y una inyeccién de
la muestra por el vial izquierdo, que se encuentra por lo

tanto a 10 cm de la ventana de deteccion.

Este estudio se realizd en un equipo Beckman
MDQ con detector de diodos en linea, controlado por un
ordenador con el programa Beckman MDQ para el
registro y tratamiento de datos, ya que el que utilizamos
hasta ahora, no permitia realizar este cambio de
polaridad. En este equipo también se utilizaron capilares
Beckman de silice fundida, alojados en una carcasa con

una ventana de deteccion de 800 x 100 pum.

Inyectando en estas condiciones del capilar,
conseguimos obtener la creatinina en un tiempo de
anélisis de tan solo 0.8 minutos, lo cual es una gran
ventaja en el andlisis de rutina por obtener la creatinina

en un tiempo de andlisis tan corto.

En la Figura VII.31 observamos el tiempo de

migracion de la creatinina, donde destacamos que el
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area obtenida en estas condiciones es equivalente a la
obtenida en nuestro sistema de trabajo normal, por
tanto, hemos conseguido una mayor rapidez de analisis

sin pérdida de sensibilidad apreciable.

En esta forma de operar también analizamos la
creatina como posible interferente concluyéndose que
esta no interfiere en la determinacion de creatinina, ya
que se obtiene aproximadamente a 1.5 minutos, y
ademas, la cantidad de creatina en orina es muy pequefia
con lo cual en la orina diluida 1:25 no observamos una

sefial dtil proveniente de esta.

40000

Creatinina

30000

20000

Absorbancia (LUA)

10000

0 T I T

0.0 0.3 0.6 0.9
Tiempo (min)

Figura VIL1.31 .- Electroferograma correspondiente a
una muestra de orina diluida 1:25 inyectada por el lado
corto del capilar.
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V11.4.10.- Limites de deteccién y cuantificacion

La determinacién de dichos limites se suele obtener
de una muestra blanco que no contenga el analito a
determinar. En nuestro caso, debido a la existencia
natural de creatinina en orina no fue posible la
aplicacion de esta metodologia. Por ello para el céalculo
de estos limites se ha realizado con sucesivas diluciones
de una misma muestra de orina hasta conseguir una
muestra cuya sefial respecto al ruido obtenido en la
parte anterior y posterior al pico electroforético de la
creatinina fuera de 10 y 3 veces, para el calculo del

limite de cuantificacion y deteccidn respectivamente.

Para ello se prepararon muestras de orina con
distintas diluciones. En la Tabla VII1.23 se muestra el
APC obtenida para la creatinina en cada una de las
diluciones y la concentracion obtenida a partir del APC
sustituyendo en la recta de calibracion de la creatinina

en orina.

Tabla VI1.23.- APC y concentraciones de creatinina

obtenida para distintas diluciones

Orina
tomada:volumen [CREA]obtenida,
final APC mg L™
1:25 6219.7 20.2
0.1:25 630.0 1.56
0.03:25 300.9 0.46
0.01:25 80.2 0.27
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De la tabla anterior se deduce que el limite de
cuantificacion esta en 0.5 mg L™ aproximadamente y el

limite de deteccion en 0.3 mg L™ aproximadamente.

VI11.4.11.- Aplicacion al analisis

Con objeto de aplicar nuestro método, procedimos a
analizar la creatinina de diferentes grupos de personas
con el objeto de ver si existe alguna influencia respecto
a la edad, o estado de gestacion, sobre la actividad renal
del organismo. Los grupos establecidos fueron los
siguientes: a) 3 mujeres embarazadas, b) 2 nifios
menores de 4 afos, ¢) 3 adultos mayores de 40 afos, d)
1 adulto mayor de 70 afios y e) 1 adulto diabético. El
anélisis de creatinina se realiz6 en tres momentos del
dia: orina de la mafiana, orina del mediodia, y orina de

la tarde.

En la Tabla VII.24 se muestran los valores
obtenidos de creatinina en orina. De ella, deducimos las

siguientes conclusiones:

IT En el caso de las mujeres embarazadas, se
observé una notable disminucion de sus niveles de
creatinina, coincidiendo con el hecho de que la cantidad
de liquido excretada durante el embarazo es mucho

mayor.

IT En el caso de la persona diabética, es muy
importante el control de creatinina ya que el tratamiento

prolongado de insulina puede generar nefropatia
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diabética. Con el control de creatinina podriamos saber
si su rifion funciona dentro de los limites de la
normalidad. Fueron contrastados nuestros analisis con
sus  resultados clinicos, comprobandose  que
efectivamente sus niveles de creatinina estan dentro de

la normalidad.

IT Cabe destacar el caso del hombre > 40 afios
cuyos niveles de creatinina son mas altos de lo normal,
es de suponer que sea debido a la escasa cantidad de
liquido ingerido en su dieta alimenticia, ya que se trata
de una persona sana, y a lo largo del dia su contenido

pasa a ser normal.

IT No teniendo en cuenta ninguna de las anomalias
anteriormente mencionadas, parece ser que la edad no
influye en la cantidad de CREA excretada, solo el

volumen liquido de su dieta.

De lo anterior se puede concluir la necesidad de
determinar la creatinina en las alicuotas de orina a
analizar con objeto de poder normalizar la excrecién de

otros metabolitos presentes en la misma.
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Tabla VI1.24.- Concentracion de creatinina obtenida
para distintos grupos de personas

CREATININA, mg L™t en orina
MANANA MEDIODIA TARDE
Nifio < 5 afios 852.3 1349.9 427.9
Nifia < 7 afos 604.5 1866.6 953.2
Hombre > 40
afos 2970.0 992.3 1089.9
Mujer > 40
anos 547.8 293.9 547.6
Mujer > 70
afos 1351.3 561.8 853.3
Embarazada
(2 meses) 374.8 141.3 371.1
Embarazada
(6 meses) 215.8
Embarazada
(8 meses) 235.2
Hombre
diabético* --- 1455.8 ---

*Medicandose con aproximadamente 45 unidades de insulina / dia
durante 22 afios.

El método propuesto es simple, rapido y de bajo

coste, siendo competitivo con otros empleados en

anélisis de rutina.
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Capitulo VIII.

ESTUDIOS CROMATOGRAFICOS DE
ACIDO FOLINICO, METOTREXATO,
LAS PTERIDINAS MARCADORAS:
ACIDO PTERIN-6-CARBOXILICO,
NEOPTERIN, XANTOPTERIN,
ISOXANTOPTERIN Y BIOPTERIN, Y
CREATININA COMO PATRON INTERNO
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VIII.1.- INTRODUCCION

La cromatografia puede definirse como una técnica
de separacién de los componentes de una mezcla,
basada en la velocidad de desplazamiento diferencial de
los mismos y que se establece al ser arrastrados por una
fase movil (liquida o gaseosa) a través de un lecho
cromatografico que contiene la fase estacionaria, la cual
puede ser liquida o solida. Se encuentra regida por
factores termodinamicos y cinéticos. Los aspectos
termodindmicos son los que determinan las
caracteristicas de la retencion y selectividad del sistema
cromatografico y corresponden a los equilibrios de
distribucion de los solutos entre la fase movil y la fase
estacionaria. En cuanto a los aspectos cinéticos,
consideran el tiempo para el que se alcancen los
sucesivos equilibrios entre las fases en el tiempo de
contacto y la velocidad de desplazamiento diferencial de

la mezcla de solutos en el lecho cromatogréafico.

VIIIL.2.- CARACTERISTICAS DE LAS
PTERIDINAS

Las pteridinas y sus derivados tales como biopterin
(B1O), neopterin  (NEO), xantopterin  (XAN),
isoxantopterin (1SO) y &acido pterin-6-carboxilico (CAR)
son una familia de compuestos organicos, los cuales
juegan un papel muy importante en bioguimica. Estos
compuestos estan implicados en numerosos procesos de

sintesis como por ejemplo en la sintesis de la vitamina
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B,. Aparecen de forma natural como subproductos del
acido folico. Por otro lado, los derivados pteridinicos
son también factores muy importantes en el

metabolismo celular.

En la ultima década, los niveles de estos
compuestos en varios fluidos bioldgicos, tales como
orina y suero humano, han sido utilizados como
importantes criterios clinicos sobre todo en el
diagnostico de infecciones virales (1) y diferentes tipos

de cancer (2).
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El neopterin ha sido considerado clasicamente
como la mas importante pteridina marcadora de cancer
(3), sin embargo, la relacion entre las cantidades de las
diferentes pteridinas se wusa como prueba de
diagnosticos de cancer y pre-cancer en laboratorios

clinicos (4).

Se han recogido ampliamente datos sobre aumentos
en las cantidades de xantopterin, neopterin y pterin
excretados por pacientes enfermos de céancer, asi como
el incremento en la relacion neopterin/biopterin (5).
Recientemente se ha encontrado que la relacion
neopterin/biopterin para personas normales es [11.38
mientras que para pacientes enfermos de cancer es
112.19 (4). El incremento en la excrecién de &cido
pterin-6-carboxilico y la reduccién del isoxantoperin

fueron también recogidos por los mismos autores (4).
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A su vez, en analisis clinicos, la creatinina es
considerada como la mejor referencia para normalizar la
excrecion de muchos metabolitos, como por ejemplo,
las pteridinas (6) en la orina. Por lo tanto la relacion
neopterin/creatinina sera mas significativa para seguir el
progreso del desorden antineoplésico (7) que el analisis
del contenido en neopterin en la orina excretada en 24

horas.

El andlisis de las pteridinas es dificil, debido a sus
caracteristicas fisico-quimicas (8): sensibilidad a la luz,
la posibilidad de oxidarse, la baja solubilidad y las
concentraciones tan pequefias en que se encuentra en
fluidos biologicos. Las pteridinas excretadas por la
orina son una variedad de niveles de oxidacion
(hidropteridinas), pero  solo los  derivados

completamente oxidados son fluorescentes.

La alta sensibilidad de las técnicas fluorimétricas
nos permiten determinar los contenidos de pteridinas en
fluidos biologicos. Por tanto, para determinar el
contenido total de pteridinas en una muestra de orina,
sera necesaria la transformacién de las diferentes
especies reducidas en su forma oxidada. El
procedimiento que propone Trehan (9) es el mas

frecuentemente utilizado para dicha oxidacion.

Las técnicas mas utilizadas para la determinacion
de pteridinas son mediante HPLC y un resumen de las

mismas se muestra en la Tabla VIII.1.
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También la electroforesis capilar con deteccion
fluorescente inducida por laser (4) fue utilizada para la
determinacion de acido pterin-6-carboxilico, neopterin,

pterin, isoxantopterin, xantopterin y biopterin.

Cabe destacar la resolucion de pteridinas por varios
métodos llevados a cabo por nuestro equipo de
investigacion. Asi se propuso para la determinacion de
una mezcla multicomponentes de pteridinas la
resolucién mediante dos técnicas, espectrofotometria de
derivada y métodos de calibracion multivariante: PLS
(Partial Least Squares) (25). También fueron analizadas
mediante  fluorescencia  derivados  pteridinicos
comparando entre métodos sincrénicos, PLS y Analisis
Lineal Hibrido (HLA) (26). Por ltimo, fue propuesto
un método para el analisis de pteridinas y creatinina en
HPLC con deteccion fotométrica y fluorimétrica en
serie (24).

Técnicas electroanaliticas (27) y de radio
inmunoensayo (28), fueron utilizadas para la
determinacion de &cido félico, biopterin y neopterin.
Mediante técnicas fluorescentes (29), midiendo en el
intervalo de longitudes de onda de emision entre 451-
464 nm (excitando en un intervalo entre 282-365 nm),
fueron analizadas pterin, xantopterin, biopterin y

neopterin.

Sin embargo no se han encontrado datos

bibliograficos referentes a la determinacion de las
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pteridinas marcadoras, el antineoplasico metotrexato y
el agente de rescate acido folinico de forma simultanea
en una misma muestra. Todos estos compuestos
coexisten en los fluidos bioldgicos en aquellas personas

sometidas a terapia antineoplasica.

Hay que tener en cuenta el diferente nivel de
concentraciones presentes en los distintos compuestos
que depende fundamentalmente de la via de
eliminacion. En orina la concentracion de MTX, LV y
creatinina es elevada (nivel de :g mL™) mientras que las
pteridinas se encuentran presentes a bajas
concentraciones (nivel de ng mL™). Sin embargo, en
suero todos los componentes se encuentran en muy
bajas concentraciones (nivel de ng mL™). Por ello las
técnicas desarrolladas van encaminadas a su aplicacion
en orina y en suero teniendo en cuenta el nivel de
concentracion presentes en las muestras procedentes de

individuos bajo tratamiento.
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Tabla VIII.1.- Determinacion de pteridinas mediante

HPLC

Analito Deteccion Columna Elucién Muestra Ref
Neopterin(l),bio
pterin(ll),isoxan
topterin(lil),iso (1,11 I1LIV)FI
xantolumacina(l  uorimétrica a
V)y 440 nm (exc ~ Bondapak = MeOH/tampd
7- 355 nm), (V) C18 n fosfato
metilxantopterin - 490 nm (exc  (30cmx9  10mM (1:24), Bacilos de
V) 365 nm) mm d.i.) pH 3.2 adultos 10
Develosil Tamp6n
Oncopterin, Fluorescente ODS K-5 (15 fosfato-
biopterin y a 450 nm cmx 4.6 mm  amonio 50
neopterin (exc: 355 nm) d.i) mM, pH 3 Orina 11
Tamp6n
fosfato
potésico 0.1
Spherisorb M, pH 6.8
Fluorimétrica ODs1 conteniendo
Neopterin y 2450 nm (25cmx 4.6  MeOH/NaOH
biopterin (exc:350 nm) mm d.i.) 0.2 M (99:1) Orina 12
Tampo6n
(I)Fluorimétri fosfato 17
Neopterin(l), caa438nm Supelcosil mM, pH 5.8
pseudouridina(ll  (exc:353 nm) LC-18S (25  conteniendo
)y (Iy(()a cmx4.6mm 4c.octanesulf
creatinina(lll) 235 nm d.i) 6nico 1.7 mM Orina 13
LiChrospher Tamp6n
Fluorimétrica ~ 100RP-18 acetato
a438nm (35cmx4  sodico 9 mM,
Neopterin (exc: 353 nm) mm d.i) pH5.1 Suero 14
Ac.
sédico/ac.
citrico/
Fluorimétrica  Ultrasfera ~ Na,EDTA/dit
a430-470 nm OoDS ioeritreitol,(1 Fluido
Tetrahidrobiopt  (exc:340-370 (25cmx 4.6 365:21:400:3 cerebroesp
erin, neopterin nm) mm d.i) 000) pH 5.2 inal 15
D-neopterin, Tamp6n
biopterin, fosfato 0.1 M
pterin, 7,8- pH 3
dihidropterin, conteniendo 5
6R-L-eritro- % MeOH, 3
5,6,7,8- mM Higado de
tetrahidrobiopte octilsulfato  rata, mono
riny 6S-L- Cosmosil sodico, 0.1 y6
eritro-5,6,7,8- Fluorescente 5C18 mM regiones
tetrahidrobiopte a 440 nm (5cmx4.6 NaEDTAYyY del
rin (exc: 350 nm) mm d.i.) ac. ascorbico  cerebro 16
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Tabla VII11.1.- Continuacién

Analito Deteccion Columna Elucién Muestra  Ref
Fluorescente
a440nm  Spherisorb C8 Tampén
(exc: 350 (10cmx 4.6 fosfato 15
Neopterin nm) mm d.i.) mM, pH 6.5 Suero 17
Ac.
octanosulfoni
co
Fluorescente  Fase reversa /MeOH/KH,P
a 450 nm C18 O,/
(exc: 370 (25cmx 4 EDTA, pH
Neopterin nm) mm d.i.) 2.8 Plasma 18
Tampdn
Fluorescente  Ultrasphere fosfato 15
a430 ODS (25cmx  mM/MeOH
Neopterin (exc: 340) 46mmd.i) (49:1),pH 6.4  Suero 19
Excalibur
ODS
Biopterin y (25cmx4.6  H,O/MeOH Plasma
Neopterin Fluorescente mm d.i) (85:15) 20
(I)Electroqui Ac.
Tetrahidrobiopt mica octanosulfd-
erin(1), amanav) nico 0.1 M/
biopterin(I1),ne  Fluorimétric Hichrom MeOH/K,PO,
opterin(lll),dihi aa455nm S30DS2 (12.5 /
drobiopterin(IV ~ (exc: 272 cmx 4.6 mm EDTA, pH
nm) d.i) 2.8 Plasma 21
Fotométrica
a235nmy
fluorimétrica  LiChrosorb Tampén
Creatininay a438nm (155cmx 4 fosfato pH
neopterin (exc:353 nm) mm d.i) 6.4 Orina 22
Fluorescente
Vitaminas a438nm Separon SGX Tampo6n
antioxidantes y (exc: 353 C18 (15cm x fosfato 15 Sueroy
neopterin nm) 3.3 mmd.i) mM, pH 6.4 orina 23
Ac.pterin-6-
carboxilico,
neopterin, Fotométrica
xantopterin, a230nmy Tampén
isoxantopterin, fluorimétrica  Nova-Pack  0.015 M Tris-
biopteriny a444 (exc: C18 (150 mm HCI-10-3 M
creatinina 280 nm) x 3.9 mm) NaCl, pH 6.8 Orina 24
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VIIL.3.- CONSIDERACIONES GENERALES
COMPORTAMIENTO DE LAS PTERIDINAS
MARCADORAS,CREATININA, METOTREXATO
Y ACIDO FOLINICO EN UN SISTEMA
CROMATOGRAFICO.

En principio se aborda la resolucion de la mezcla
formada por cuatro pteridinas marcadoras de patologias
neoplésicas tales como neopterin (NEO), xantopterin
(XAN), isoxantopterin (ISO), y biopterin (B1O), que
son las de mayor interés bioguimico y clinico, ademas
de la creatinina (CREA) utilizada en los andlisis de
orina como agente normalizador de la excrecién de
metabolitos del antineoplasico metotrexato (MTX) y de
su agente de rescate, el acido folinico (LV), co-
administrado para paliar la toxicidad intrinseca del

antineoplasico.

Para llevar a cabo este estudio, se ha utilizado un
cromatografo de liquidos de alta resolucion equipado
con un detector fotométrico de diodos y uno
fluorimétrico, cuyas caracteristicas se describen en el

Capitulo 1.

La composicion y flujo de la fase movil,
inicialmente son las propuestas por Espinosa y col. para
la determinacion de pteridinas en orina (30). Su
composicion es la siguiente: tris-
hidroximetilaminometano-HCI (Tris-HCI) 0.015 M de
pH = 6.80 conteniendo NaCl (10 M) preparada por
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dilucién de Tris-hidroximetil-aminometano y NaCl en

agua y ajuste del pH mediante adicion de HCI.

Las longitudes de onda seleccionadas se han
elegido en funcion de las caracteristicas espectrales de
los analitos, cuyos espectros de absorcion aparecen
representados en la Figura VIIL1, en las condiciones
antes mencionadas. Como se puede observar a 280 nm
presentan un maximo de absorcion todas las pteridinas y
el acido folinico, siendo también muy notable la
absorcion debida al metotrexato, sin embargo la
creatinina no presenta sefial, por lo que serd necesario

efectuar su determinacion a 230 nm.
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Absorbancia

Longitud onda (nm)

230 nm
—&— CREA

20 —
—x— MTX
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Longitud onda (nm)

Figura VIII.1 .- Espectros de absorcion
correspondientes a las pteridinas, creatinina,
metotrexato y acido folinico (pH= 6.80, en medio Tris-
HCI). [CREA] = [MTX] = [NEO] = [1SO] = [BIO] =
2mg Lty [LV] = [XAN] =4 mg L™

Comenzaremos con el estudio del comportamiento
cromatogréafico de creatinina, metotrexato y é&cido
folinico, de los cuales no tenemos datos, en las
condiciones establecidas para las pteridinas, realizando

un seguimiento fotométrico.
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VIIL.3.1. ESTUDIOS PREVIOS SOBRE EL
COMPORTAMIENTO CROMATOGRAFICO DE
CREATININA, METOTREXATO Y ACIDO
FOLINICO

Con objeto de estudiar el comportamiento de estos
analitos en un sistema cromatografico, se prepararon
disoluciones de los tres componentes que en un
volumen final de 25.0 mL, contenian una concentracion
de 10 mg L™ y utilizando como disolvente la propia fase
movil compuesta por tampdn tris-
hidroximetilaminometano-HCI (Tris-HCI) 0.015 M de
pH = 6.80 conteniendo NaCl (10 M), la cual se prepara
como se indica en el Capitulo dedicado a reactivos
(Capitulo 1). La disolucién de cada analito se filtra a
través de filtros de celulosa regenerada de 0.45 pum de
diametro de poro, y se inyectan alicuotas de 20 uL. El
caudal utilizado es de 1.4 mL/min y la longitud de onda
de medida de 230 nm, ya que presentan absorcion

suficiente los tres analitos.

En la Figura VII1.2 se representa el cromatograma
obtenido en estas condiciones y se observan solo dos

picos situados a 1.46 y 9.07 min respectivamente.
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Figura VII1.2.- Cromatograma correspondiente a una
mezcla de creatinina, &cido folinico y metotrexato en
concentraciones de 10 mg L™ de cada analito (8= 230

nm).

El primero de ellos, se asigna a la creatinina por
comparacion de su espectro de pico y el segundo al
acido folinico, sin embargo no se observa ningun pico
asignable a metotrexato aun cuando se prosiguio el
registro durante un tiempo elevado (> 30 minutos). Esto
es debido al menor caracter polar del metotrexato que
hace que se retenga con méas fuerza en la fase

estacionaria apolar C18.
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VII1.3.1.1.- Influencia de la presencia de un

modificador organico en la fase movil

Las distintas polaridades presentadas por LV y
MTX como hemos visto, no permiten su elucién en un
tiempo razonable. Para intentar solucionar este
problema, procedimos a preparar una fase movil a la
que se le adiciona un modificador orgénico, en concreto
acetonitrilo, para disminuir la polaridad de la fase movil

y asi aumentar su poder de elucién.

Se prepararon disoluciones que contenian MTX y
LV en concentracién de 10 mg L™ respectivamente y se
registraron cromatogramas en los que se fue variando el
porcentaje de acetonitrilo. En la Tabla VI111.2 se recogen
los tiempos de retencion del metotrexato y del acido

folinico para diferentes proporciones de acetonitrilo.

Se observa como al aumentar el porcentaje del
disolvente organico disminuyen notablemente los
tiempos de retencion de ambos compuestos, y con
porcentajes superiores al 6%, el &cido folinico eluye con
el frente. Un porcentaje adecuado seria el del 3 % ya
que en estas condiciones el MTX eluye a un tiempo
razonable, pero el acido folinico eluiria muy préximo a
la creatinina. Por ello, creemos conveniente estudiar el
establecimiento de un gradiente de la composicion de la
fase movil a lo largo del proceso de elucion, de manera
que permita la elucion del LV en un tiempo razonable,

y que permita también la elucién previa de las pteridinas
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resueltas entre ellas y con respecto al frente, que es

nuestro objetivo final.

Tabla VI11.2 .- Influencia del porcentaje de acetonitrilo
en la fase movil, sobre los tiempos de retencién del
MTX y LV ( A= 230 nm, flujo = 1.4 mL min™).

tr (Min)
% ACN Metotrexato Acido folinico
0 8.156
1 29.76 2.484
2 2141 1.827
3 8.443 1.175
5 3.499 0.926
6 2.805 0.798
8 1.537 0.686
10 1.079 0.653

Se probo a establecer un gradiente en el que durante
los primeros 9 minutos la composicion de la fase movil
fuera 100% tris-HCI-NaCl (pH = 6.80) y a partir de ahi
se introducia un incremento lineal del porcentaje de
ACN hasta llegar al 4%. En estas condiciones el LV
eluye a 8.25 min y el MTX a 14.6 minutos, pero el pico
de LV era excesivamente ancho, por lo que se modifico
el gradiente, eligiéndose como mas adecuado el que se

recoge en la Tabla VIII.3.
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Tabla VIIL3 .- Gradiente establecido para la
resolucion de LV y MTX. Composicion de la fase

movil.- tampon Tris/HCI pH = 6.80 y acetonitrilo.

Tiempo (min) % acetonitrilo

0 0.0
5.00 0.0
5.50 1.0
8.00 1.0
8.50 6.0
12.0 6.0
12.5 0.0

Un cromatograma obtenido en estas condiciones se
representa en la Figura VII1.3 donde se aprecian los
picos del LV y del MTX a tiempos razonables y el
ancho de banda correspondiente a LV, ha disminuido
considerablemente. Ademas en estas condiciones, y de
acuerdo con lo descrito por Espinosa y col. (30) las
pteridinas eluiran antes del LV, con lo que seria posible

su determinacion conjunta.
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Figura VII1.3 .- Cromatograma obtenido para una
mezcla de MTX y LV mediante el gradiente establecido.
(A =230 nm, flujo = 1.4 mL min™).

VI11.3.2.- SEPARACION Y DETERMINACION DE
CREATININA, NEOPTERIN, XANTOPTERIN,
ISOXANTOPTERIN, BIOPTERIN,  ACIDO
FOLINICO Y METOTREXATO. DETECCION
FOTOMETRICA.

Una vez que hemos optimizado el gradiente de fase
moévil para LV y MTX, se procedié a estudiar el
comportamiento de las pteridinas en estas condiciones.
Para ello se prepararon disoluciones que en un volumen
final de 25.0 mL contenian 2 mg L™ de CREA, NEO,
1ISO, BIOy MTX, 4 mg L™ de XAN y LV y fase mévil
hasta enrase. Se registra un cromatograma en estas
condiciones (Tabla VI1I1.3) y el tiempo de elucion entre

el biopterin, dltima pteridina eluida y el LV es de
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aproximadamente 4 min, por lo que modificamos el
gradiente con el fin de obtener una buena separacién

con menor tiempo.

Conseguimos una buena separacion cuando el ACN
se incorpora de forma progresiva, lineal, a partir de los
2.5 minutos y alcanzando un 6 % de ACN a los 8
minutos. Con la aplicacion de este gradiente obtenemos

el cromatograma que se observa en la Figura V111.4.
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£ .
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Figura VIIL.4 .- Cromatograma correspondiente a la
resolucién de la mezcla de analitos utilizando el
gradiente lineal optimizado. CREA (1); NEO (2); XAN
(3); 1SO (4); BIO (5); LV (6) y MTX (7). (8= 230 nm;
flujo = 1.4 mL min™).

Se observa como estan adecuadamente resueltos

todos los analitos y en un tiempo inferior a los 9

minutos.
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Con el objeto de estudiar como influye el caudal de
la fase movil sobre la eficacia del sistema
cromatografico, se preparan muestras conteniendo 2 mg
L™ de NEO, BIO, CREAyYy MTX y 4 mg L™ de XAN y
LV y se inyectan en el sistema cromatogréfico,
aplicando el gradiente anteriormente optimizado. El
flujo de fase mévil se varia entre 1.0 mL min™y 1.6 mL
mint. En la Figura VIII.5 podemos ver como los
tiempos de retencion de los distintos analitos
disminuyen al aumentar el caudal de la fase movil, y
ademas se comprueba que la resolucion no se ve
afectada practicamente al utilizar 1.4 mL min™ 6 1.6 mL
min™’. Por tanto, y para llegar a un valor de compromiso
entre tiempo, resolucion y gasto de fase mdvil, en
adelante seguiremos aplicando el caudal utilizado hasta

ahora de 1.4 mL min™.
—e— CREA
—— NEO
—=— XAN
120 —— MITX

\ —— SO

. : , —— BIO
& —s— LV

8.0 —\"“‘\_‘_\

) 1\\

00 T T T T T 1
1.0 1.2 1.4 1.6
Caudal (mL/min)

Tiempo de retenciéon (min)

Figura VIIL5.- Influencia del caudal de fase movil en

los tiempos de retencidn de los diferentes analitos.
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Una vez optimizada tanto la composicion de la fase

mavil como el flujo de la misma, procedimos al calculo

de los parametros cromatograficos que se resumen en la

Tabla VIII.4, y como se puede observar se obtienen

adecuada resoluciones para todos los componentes en

estudio, y el factor de capacidad es relativamente

pequefio considerando el nimero de analitos separados.

Tabla VIIN.4.- Pardmetros cromatogréficos para la

resolucion de la mezcla formada por CREA, NEO, XAN,
ISO, BIO, LVy MTX

Tiempo | Factor
de de
retenci | capacid | Factor | Ancho | Resoluci | Selectivid
on ad de de pico on ad
(min) (k)* | simetria | (@y) (Rs) V)
frente | 0.62 0.76 0.0103 -
CREA| 133 0.53 0.61 0.0608 9.98
NEO | 1.59 0.61 0.90 0.0600 2.15 1.15
XAN 1.79 0.65 0.92 0.0592 1.67 1.06
1ISO 2.20 0.72 0.74 0.0842 2.86 111
BIO 3.57 0.83 1.01 0.1333 6.30 1.15
LV 5.39 0.88 1.87 0.1942 5.56 1.06
MTX | 859 0.93 0.96 0.1125 10.43 1.06

k’ = (tR'to)/tR ; (to = 062 min)
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VII11.3.2.1.- Establecimiento de las rectas de
calibrado. Parametros estadisticos.

Una vez establecida la viabilidad de la separacion
cromatografica se procedié al estudio de la relacion
existente entre la sefial, fundamentalmente area de pico

y la concentracién de los analitos en estudio.

Para ello se prepararon disoluciones que en un
volumen final de 25.0 mL contenian concentraciones
variables de los analitos y se enrasan hasta el volumen
final con fase movil. Los intervalos de concentracion
para cada analito son: CREA: 1.0 - 80.0 mg L™, NEO:
0.5 - 10.0 mg L, XAN: 0.5 - 10.0 mg L™, 1SO: 0.50 -
10 mg L™, B10: 0.50 - 10.0 mg L™, LV: 0.50 - 10.0 mg
Ly MTX: 0.50 - 10.0 mg L™

Cada muestra se prepara por triplicado y de cada
una de ellas se efectlan tres inyecciones. Dada la
diferente sensibilidad que presentan las pteridinas con
respecto a los demas compuestos, esta experiencia se
realiza registrando los cromatogramas a dos longitudes
de onda distintas. A 280 nm se medira la sefial analitica
correspondiente a las pteridinas y a 230 nm
determinaremos  creatinina, metotrexato y &cido
folinico. En la Figura VIIL.6 se representan los

resultados obtenidos.
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Figura VII1.6 .- Influencia de la concentracion en el
area de pico para: a) CREA (4 =230 nm); b) NEO (1 =
280 nm); c) XAN (4 =280 nm); d) ISO (1 = 280 nm); e)
BIO (4 = 280 nm); LV (4 = 230 nm); f) MTX (4= 230

nm)

Los pardmetros estadisticos correspondientes a la
recta de calibrado de cada analito se han resumido en la
Tabla VIIL5, y como se puede observar en todos los
casos se obtiene una adecuada linealidad. Los limites de
deteccion obtenidos son aceptables, sin embargo, en
estas condiciones no podriamos aplicar el método a
fluidos bioldgicos, ya que el contenido de las pteridinas
en orina es muy bajo y la sensibilidad de nuestro
método, no permitiria su cuantificacion. Menos
problemas presentaria la determinacion de MTX y LV,
porque se administran a elevadas dosis y sus
concentraciones finales en orina serian superiores y en
este caso si seria factible la cuantificacion de estos dos

analitos.
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Con objeto de aumentar la sensibilidad de las
pteridinas, y teniendo en cuenta que estos compuestos
son altamente fluorescentes, vamos a proceder a su
determinacion utilizando dos detectores en serie. En
primer lugar un detector fotométrico, el cual nos
permitiria la determinacion de CREA, MTX y LV y a
continuacion un detector fluorimétrico para la

determinacion de las pteridinas.
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Tabla VIIL.5 .- Parametros estadisticos obtenidos para la calibracion lineal.

CREA NEO XAN ISO BIO LV MTX
Rango lineal
(mg L™ 1.0-80.0 | 0.50-10.0 [0.50-10.0| 0.50-10.0 | 0.50-10.0 | 0.50-10.0 | 0.50-10.0
Y = 4.3x10 Y=10 Y =2.7x10" Y=
Ecuacién de la [c1+ Y =34x10'| [C]- |Y=47x10"|Y =4.5x10* [c]+ 2.9x10' [C]
recta 1.4x10" [C]1+34 | 7.8x10% | [C]+8.4 [C]-29 4.2x10* +14
G pendiente 1.785x10™" | 2.955x10™ | 3.544x107 |  1.152 2.086x107% | 4.852x10" | 2.044x10*"
G ordenada 8.150 1.779 1.547x10™" 6.937 9.401x10" 2.922 1.231
G tipicaestimada | 2.166x10" 4.306 | 3.667x10" | 1.679x10" | 2.158x10" 7.072 2.980
Coeficiente de
regresion 0.9999 0.9995 0.9940 0.9961 0.9896 0.9978 0.9997
LOD, mg L™
(Winerfordner
y Long) 0.56 0.15 0.47 0.44 0.63 0.34 0.12
LOD, mg L™
(Clayton, =
=0.05) 1.20 0.31 0.92 0.88 1.22 65 0.24
Sensibilidad
analitica® 0.50 0.13 0.37 0.36 0.50 0.26 0.10

1. Segun referencia 31
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VI11.3.3.- SEPARACION Y DETERMINACION DE
LOS ANALITOS EN ESTUDIO UTILIZANDO
DETECCION EN SERIE FOTOMETRICA Y
FLUORIMETRICA

Los estudios previos realizados sobre estos analitos
pusieron de manifiesto que tanto MTX como LV
presentan escasa fluorescencia en disolucion, sin
embargo las pteridinas presentan un elevado
rendimiento cuantico de fluorescencia. Este hecho unido
a la necesidad de establecer métodos sensibles para la
determinacion de pteridinas en fluidos bioldgicos, nos
indujo a realizar la separacion cromatogréfica
anteriormente  establecida con un  seguimiento

fluorimeétrico para estos derivados.

Asi, la utilizacion de un equipo cromatografico con
un detector fotométrico y otro fluorimétrico acoplados
en serie, nos permitia por una parte detectar MTX, LV y
CREA mediante deteccion fotométrica y las pteridinas
mediante deteccion fluorimétrica. Ldgicamente la
mayor sensibilidad del detector fluorescente permitiria
establecer calibraciones en intervalos de
concentraciones mucho mas bajas. Se analizan las
pteridinas presentes apreciablemente en fluidos
biolégicos, es decir, pterin-6-carboxilico (CAR), NEO,
BIO y XAN.

Las condiciones instrumentales iniciales utilizadas

en los detectores son las siguientes:
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Detector fotométrico: A =230 nm
Detector fluorimétrico: Aexc = 280 nm
Aem = 444 nm

Aumento (gain): x1000
Ancho rendija: 30 nm

Composicion de la fase movil:[Tris-HCI] = 0.015 M

[NaCl] =10 M
oH = 6.80
Vflujo = 1.4 mL min™

En estas condiciones se registra un cromatograma,
Figura VIIL7, a partir de una disolucién que en un
volumen final de 25.0 mL contiene: [CAR] = 3 ug L™,
[NEO] =3 ug L [XAN] =4 ug L, y [BIO] =4 ug L
L [IMTX]=6mg L% [LV] =6 mg L' y [CREA] = 20
mg L™ y fase mévil hasta enrase. La elucién se llevé a
cabo utilizando el gradiente lineal establecido
previamente, es decir, se introduce acetonitrilo a partir
de 2.5 minutos hasta llegar a un porcentaje del 6 % de

ACN a los 8 minutos.
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020 1 A)

CREA
0.15 —

0.10 —

. MTX

LV p
0.05 —

SR L L L L

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tiempo (min)

Sefial de salida (vol)

015 4 B)

- CAR
NEO

0.10 —

0.05 —/JJJ

000 =71 T 71 T T T 1

B]O

XAN

Sefal de salida (vol)

Tiempo (min)

Figura VIIL.7.- Cromatogramas obtenidos con A)
deteccion fotométrica, A = 230 nm y B) deteccion
fluorimétrica a 444 nm (A = 280 nm). [CREA] = 20
mg L™Y; [LV] =6 mg L™; [MTX] =6 mg L*; [CAR] =3
ug L™ [NEO] =3 ug L™ [XAN] =4 g L y [BIO] =
4 g L™
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Tal como se observa , los picos cromatograficos
correspondiente a los diferentes analitos, aparecen
aceptablemente resueltos por lo que se procede a
establecer el rango de linealidad para cada uno de los
componentes en estas condiciones. Hay que tener en
cuenta que en este estudio, la concentracion de las
pteridinas es del orden de 1000 veces inferior al

empleado en el estudio anterior.

VI11.3.3.1.- Establecimiento de las rectas de

calibrado y pardmetros estadisticos

Se realizd el siguiente estudio con objeto de
comprobar si existe una buena relacion lineal entre la
concentracion de los distintos analitos y las sefiales
obtenidas expresadas como areas de pico. Para ello se
prepararon disoluciones que en un volumen final de
25.0 mL contenian concentraciones variables de los
analitos. Los intervalos de concentracion para cada
analito son: CREA: 1-80 mg L™, LV: 0.5-6 mg L™,
MTX: 0.5 - 14 mg L™, CAR: 0.30 - 10 ug L™, NEO:
0.38-10 ug L™, BIO: 0.20 - 18 ug L™* y XAN: 0.60 - 9

ng Lt
Cada una de las disoluciones se inyectan por

triplicado y se les registra el cromatograma con las

condiciones fijadas.

En la Figura VIII.8, se representan las rectas
obtenidas mediante el seguimiento en el detector

fotométrico. Hay que indicar aqui, que la baja
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concentracion adicionada de las pteridinas hace que
dichos compuestos no presenten sefial apreciable en este
detector. En la Figura VIII.9, se recogen las curvas de
calibracion obtenidas mediante el seguimiento en el
detector fluorimétrico correspondiente a la elucion de la

pteridinas.

Los parametros estadisticos que se derivan del
andlisis de las rectas de calibracion se resumen en la
Tabla VIII.6.

Se comprueba que en todos los casos los
coeficientes de regresion que se obtienen son aceptables
y también como ha bajado enormemente la sensibilidad
del método en lo que respecta a la determinacion de las

pteridinas.
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Figura VII11.8.- Influencia de la concentracion en el

area de pico. (1 = 280 nm)
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Figura VI11.9.- Influencia de la concentracion en el

area de pico. A =444 nm (Aexc = 280 nm)
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Tabla VI11.6.- Parametros estadisticos obtenidos para la calibracion de CREA, LV y MTX
(deteccion fotométrica) y CAR, NEO, XAN y BIO (deteccion fluorescente)

Deteccion fotométrica, 4 =230 nm Deteccion fluorimétrica, Aex. = 280 NM; Aem = 444 Nm
CREA LV MTX CAR NEO XAN BIO
1.0-80.0mg | 05-6.0mg | 05-140mg [ 0.30-10.0 0.38-10.0 [ 0.60-9.0ug [ 0.20-18.0
Rango lineal Lt Lt L* pg Lt pg L? Lt pg L*
Y = 3.5x10* Y =3.1x10° | Y=34x10° | Y=52x10* | Y =4.0x10°
Y =6.9x10* C]-14 Y = 4.2x10* C]-15 C]-41 C]-2.0 Cl+1.4
Ecuacion de (€] [€] (€ €l (€]
la recta [C] - 1.8x10* x10* [C] - 1.3x10° x10* x10* x10* x10*
- 1.10 x10° 1.22x10° 1.05 x10° 7.54 x10° 9.29 x10° 3.35 x10° 1.03 x10*
pendiente
. 4.79 x10* 4.48 x10° 9.22 x10° 4.25 x10* 5.24 x10* 1.67 x10* 1.05 x10°
ordenada
S 1.28 x10° 8.51 x10° 2.10 x10* 1.08 x10° 1.32x10° 3.79 x10" 2.70 x10°
tipica estimada
Coeficiente
de regresion 0.9983 0.9958 0.9966 0.9961 0.9952 0.9795 0.9957
LOD
(Winerford
nery Long) | 209 Mg L* | 038mgL* | 0.66mgL™ 042 pgL* 0.46 ug L™ 0.98 ug L™ 0.79 pg L*
LOD
(Clayton,
a=pf=
0.05) 446mgL" | 0.69mgL" [ 1.25mgL* 0.86 ug L™ 0.94ugL* 1.89 ug L? 1.63pug L?
Sensib.
analitl 1.85 0.24 0.50 0.35 0.39 0.73 0.67

1. Segun referencia 31
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VI111.3.3.2.- Repetitividad y seguridad del método

La repetitividad del método se estudio sobre 11
disoluciones independientes conteniendo en un volumen
final de 25.0 mL los distintos analitos en
concentraciones de: [CAR] =8 ug L™; [NEO] =5 pg L
1 [XAN] = 10 ug L?; [BIO] = 8 pg L™*; [CREA] = 52
mgL% [LV]=6mg Ly [MTX]=8mgL™

Mediante la aplicacion del calculo estadistico a las
areas obtenidas a partir de los datos cromatogréaficos, se
obtienen los parametros que se muestran en la Tabla
VIIIL7.

Tabla VIIL.7 .- Pardmetros estadisticos relacionados

con los estudios de repetitividad y seguridad del

método.
Intervalo de
AREA* S(n-1) confianza % Error
1.87x10°% +
CAR 1.87x10° 1.79x10° 1.20x10° 6.40
2.98x10° +
NEO 2.98x10° 3.37x10° 2.26x10° 7.60
2.58x10° +
XAN 2.58x10° 3.30x10° 2.21x10° 8.60
2.20x10%+
BIO 2.20x10° 1.65x10° 1.11x10° 5.04
3.56x10°+
CREA 3.56x10° 8.76x10* 5.89x10* 1.65
1.45x10° +
LV 1.45x10° 1.50x10* 1.00x10* 6.97
2.89x10°+
MTX 2.89x10° 3.26x10* 2.19x10* 757

(*) Area media procedente de la suma de las medias

proveniente de 3 inyecciones.
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También se estudio la repetitividad del método
preparando una Unica disolucién conteniendo en un
volumen final de 25.0 mL la mezcla de todos los
analitos e inyectando 11 veces en el cromatdgrafo. Asi
veremos la repetitividad relativa al sistema

cromatografico.

Los pardmetros estadisticos obtenidos de esta

experiencia se resumen en la siguiente Tabla VI111.8.

Tabla VI111.8 .-Parédmetros estadisticos obtenidos para
los distintos analitos estudiados en un sistema

cromatografico

Intervalo de

AREA** S(n-1) confianza % Error
2.40x10° +

CAR 2.40x10° 9.79x10* 6.58x10* 2.74
3.04x10° +

NEO 3.04x10° 1.30x10° 8.74x10* 2.87
3.31x10%+

XAN 3.31x10° 3.61x10° 2.43x10° 7.33
2.07x10°% +

BIO 2.07x10° 7.01x10* 4.71x10* 2.28
3.57x10% +

CREA 3.57x10° 1.33x10° 8.94x10* 2.50
1.54x10%+

LV 1.54x10° 1.05x10* 7.06x10° 456
2.89x10°+

MTX 2.89x10° 1.52x10* 1.02x10* 3.53

(**) Area media de las 11 inyecciones
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VII1.3.4.- SEGUIMIENTO CROMATOGRAFICO
DE LA OXIDACION DE LV y MTX PARA
ORIGINAR DERIVADOS FLUORESCENTES
MEDIANTE EL METODO TREHAN.
DETECCION FOTOMETRICA.

Los estudios previos realizados sobre las
caracteristicas luminiscentes de LV y MTX ponen de
manifiesto la  posibilidad de generar derivados
fluorescentes de ambos analitos previa oxidacion de los

mismos.

Por otra parte las pteridinas presentan una intensa
fluorescencia nativa en disolucién cuando se encuentran
en su forma oxidada. En la bibliografia se encuentran
descritos varios procedimientos para llevar a cabo
dichas oxidaciones. EI método de Trehan (32) con la
utilizacién del sistema 1,/NaOH, ha sido previamente
propuesto para llevar a cabo el analisis de pteridinas en
muestras de orina humana, ya que estas son excretadas
como mezcla de diversas formas de oxidacion. Otros
métodos también descritos en la bibliografia y aplicados
por nosotros en la determinacion cinético-fluorimétrica
de MTX emplean permanganato en medio ligeramente

acido para llevar a cabo la oxidacion (33).

En este apartado hemos estudiado la viabilidad del
método de Trehan como método de oxidacion, con
objeto de generar los derivados fluorescentes del MTX
y del LV y llevar a cabo la separacién cromatogréafica

posterior de los mismos, en presencia de las pteridinas.
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De esta manera se podrian determinar todos los analitos
de interés midiendo sus propiedades fluorescentes y
mejorando, previsiblemente por tanto sus limites de
deteccion. Este estudio tiene por objeto alcanzar los
limites de deteccidén necesarios para la determinacion
conjunta de todos los analitos en fluidos bioldgicos,
sobre todo en plasma donde es necesaria una mayor

sensibilidad.

VI11.3.4.1.- Estudio de la oxidacion mediante el
metodo de Trehan modificado y seguimiento

fotométrico.

Como hemos indicado antes, este procedimiento ha
sido propuesto para la determinacion de pteridinas en
orina (30) y por ello este estudio lo comenzaremos
analizando el comportamiento del MTX y LV en las
condiciones  previamente optimizadas para las
pteridinas. En él se toma una alicuota de analito
problema y se transfiere a un matraz de 25 mL en el
cual se afiade 30 uL de NaOH 2 M y 30 uL de una
solucion I, / KI (2 % / 4 %). La mezcla es mantenida
en la oscuridad durante 40 minutos a 4 °C y después se
enrasa a 25.0 mL con fase movil (Tris-HCI 0.015 M,
pH = 6.80 conteniendo NaCl 10 M). De esta forma se
consigue que las pteridinas excretadas se oxiden y como
consecuencia  originen  derivados  intensamente
fluorescentes, ya que las hidropteridinas no son

fluorescentes.
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Este estudio lo comenzaremos analizando el
comportamiento del LV y del MTX en estas
condiciones. Para ello se realiza la oxidacion de los dos
analitos por separado, para identificar que picos
cromatograficos corresponden a cada uno, y también de
forma conjunta (LV + MTX), en las condiciones

previamente descritas.

VIII.3.4.1.1.- Estudios previos respecto a la oxidacion
del acido folinico y del metotrexato segun el

procedimiento de Trehan

Inicialmente se estudia de forma independiente
cada uno de los analitos y una vez optimizadas las

variables procederemos al estudio de la mezcla.

Para ello preparamos disoluciones que en un
volumen de 25.0 mL contienen 6 mg L™ de LV y se
oxidara afiadiendo 30 uL de NaOH 2 M y 30 uL de una
solucion 1, / Kl (2 % / 4 %).

Los cromatogramas de disoluciones de LV sin
oxidar y de LV oxidado, a las longitudes de onda de 230
y 280 nm se recogen en la Figura VIII.10A y 10B. Se
comprueba, que en estas condiciones, el LV se oxida tal
como se pone de manifiesto en la Figura VIII.10A
donde se aprecia la desaparicion del pico
correspondiente al LV que sin oxidar aparecia a 5.2 min

aproximadamente.
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Figura VII1.10 .- Cromatogramas correspondientes a

Tiempo (min)

una muestra conteniendo &cido folinico (6 mg L) (—) y
a la oxidacion del &cido folinico (—), A) 4 =280 nm. B)

A=230 nm

En los cromatogramas obtenidos a dos longitudes
de onda, podemos observar que el pico correspondiente
al LV que salia a un tiempo de 5.2 minutos,

practicamente desaparece al mismo tiempo que
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aparecen dos nuevos picos, uno que eluye con el frente
a 0.6 min y que se observa tanto a 230 como a 280 nmy
un segundo pico, que solo se observa a 280 nm y que
eluye a 1.4 min (LV’).

Con objeto de asignar estos picos se registran los
correspondientes espectros de pico y se comparan con
los obtenidos mediante un espectrofotometro,
comprobandose la total similitud entre el espectro del

pico del frente y el obtenido por la mezcla oxidante.

En cuanto a la oxidacion del MTX, esta se lleva a
cabo en las mismas condiciones y los cromatogramas de
disoluciones de 6 mg L™ de MTX sin oxidar y oxidado a
280 y 230 nm respectivamente se recogen en la Figura
VI1I1.11. En estas condiciones la oxidacion del MTX no
es tan drastica como en el caso de LV y solo se observa
una oxidacion parcial como se pone de manifiesto por la
disminucién del area de pico del MTX oxidado con

respecto al MTX sin oxidar.
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Figura VII11.11.- Cromatogramas del MTX (6 mg L™)
sin oxidar (—) y oxidado (—); A) 280 nm; B) 230 nm.
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Una vez establecida la posibilidad de oxidacion de
LV y MTX con el método de Trehan, se procede a
oxidar una mezcla de ambos analitos conjuntamente y a

estudiar la influencia del tiempo de oxidacién

VI111.3.4.2.- Influencia del tiempo sobre la oxidacion
de LVy MTX

Con objeto de clarificar el comportamiento de
ambos analitos en el proceso de oxidacion, se procedio
a realizar un seguimiento cromatografico de la reaccion
de oxidacion en funcion del tiempo. Para ello, se afiade
la mezcla de oxidante y se comienzan a realizar
inyecciones en funcién del tiempo. En primer lugar para
los analitos por separado y luego para la mezcla de

ambos analitos.

Para el estudio de la oxidacion del LV tomamos
una alicuota conteniendo una concentracion final de 6
mg L™ vy se aflade la mezcla oxidante, 30 uL. NaOH 2M
/ 30 uL (I / KI) (2:4). Seguidamente enrasamos con
fase mévil Tris-HCI 0.015 M conteniendo NaCl 10° M,
pH 6.80 hasta 25.0 mL e inyectamos la muestra en el
equipo cromatografico cada 15 minutos. En la Figura
VIIIL12, se muestran los cromatogramas
correspondientes a la oxidacion al cabo de los primeros
15 minutos y tal como se observa ya ha tenido lugar la

oxidacion practicamente completa del leucovorin.
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Cuando se realiza la misma experiencia con MTX,

se observa como la sefial del MTX va disminuyendo

con el tiempo de oxidacion. Es decir, el MTX presenta

una menor velocidad de oxidacién que el LV (Figura

V111.13).
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Figura VII11.12.- Cromatogramas correspondientes a la
oxidacion de LV : A) 280 y B) 230 nm.

486



MENU SALIR

Sefial de salida (mUA)

Sefial de salida (mUA)

25

20

15

10

25

20

15

10

Capitulo VIII.- Estudios cromatogréaficos

MTX
A)

T | ll\ | I | I | I | T | T | T | T |
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tiempo (min)

B)

MTX

I | T | T | T | T | T | T | T | T |
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tiempo (min)

487



MENU SALIR

Capitulo VIII.- Estudios cromatogréaficos

25 1 0)
20 —
MTX

15 —

10

Sefial de salida (mMUA)

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tiempo (min)

25 - D)

20 —

15 —

10 —
MTX

Sefial de salida (mUA)

o
S
S

N L I L L BRI B
0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tiempo (min)

Figura VII1.13 .- Cromatogramas correspondientes a
la oxidacion de 6 mg L™ de MTX: A) 15 minutos; B) 30

minutos; C) 45 minutos; D) 60 minutos.

Una vez hemos hecho la oxidacion de los analitos
por separado, se realiza de forma conjunta. Asi se

obtienen los cromatogramas que se muestran en la
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Figura VIII.14, los cuales muestran sucesivas
inyecciones de una misma reaccion de oxidacion. Se
comprueba un comportamiento similar al descrito
anteriormente de forma individual, aunque la evolucion
del MTX resulta ain mas lenta, no observandose
variaciones apreciables en la sefial correspondiente al
LV oxidado.

A)
60 7 LV

50 —
40 —
30 —

20 MTX

Sefial de salida (mMUA)

10
A LV
0 L L I L B B B

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tiempo (min)
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B)

4 LV’
50 —

40

30 —

20 MTX

Sefial de salida (mUA)

10

LV

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tiempo (min)

C)

60 — LV

MTX

20 —

Sefial de salia (mUA)
|

LV
0 IL|I [T 17T T 7177 |Tl T T 177

0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tiempo (min)

Figura VIIL14 .- Cromatogramas en funcion del
tiempo de oxidacion: A)15 minutos;B) 30 minutos; C)
45 minutos. 4 = 280 nm

Se comprobaron distintas proporciones de agente
oxidante, no observandose variaciones apreciables en el

comportamiento de ambos analitos.
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VIII.4.- ESTUDIO CROMATOGRAFICO DE LA
SEPARACION DE LV Y MTX EN PRESENCIA
DE PTERIDINAS MEDIANTE EL METODO DE
TREHAN, UTILIZANDO DOS DETECTORES EN
SERIE FOTOMETRICO-FLUORIMETRICO.

Una vez establecida la posibilidad de realizar la
oxidacion de LV y MTX utilizando el procedimiento de
Trehan, y teniendo en cuenta que los derivados
formados presentan propiedades fluorescentes se ha
procedido a estudiar las caracteristicas de los mismos en
el sistema cromatografico, utilizando dos detectores en
serie, primero uno fotométrico seguido de uno
fluorescente. EI objeto dltimo de este estudio es la
determinacion de todos los analitos de interes mediante
el detector fluorimétrico, excepto la creatinina, que dada
su elevada concentracion se determina adecuadamente

mediante fotometria.

En una primera experiencia se preparan muestras

conteniendo:

-6mgLYdeLVyMTX.

- 0.03 ml NaOH 2M

- 0.03 ml de disolucion 1, / K1 (2% / 4%)

- Mantenemos la mezcla en la oscuridad durante 40 min
a4°C

- Enrasar hasta 25.0 mL con fase movil Tris-HCI-NaCl,
pH = 6.60
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Se registran cromatogramas en las condiciones
instrumentales optimizadas anteriormente para los
detectores fotomeétricos ( 8= 230 nm) y fluorimétrico
(8exc = 280 nm; 8 ¢m = 444 nm) y mediante una elucion
en gradiente con una fase movil de [Tris] = 0.015 M,
[NaCl] = 10° My un pH de 6.60.

En la Figura VIIL.15 podemos observar el
cromatograma correspondiente al acido folinico con
deteccién fotométrica A) y fluorimétrica B), oxidado y

sin oxidar.
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Figura VII1.15 .- Cromatogramas de una disolucion
de LV sin oxidar y otra oxidada. Seguimiento

fotométrico A) y fluorimétrico B).

Se puede observar la aparicion de un pico de

notable intensidad a tiempos proximos 1.4 minutos y de

493



MENU SALIR

Capitulo VIII.- Estudios cromatogréaficos

dos picos situados a tiempos de retencion entre 4 y 5
minutos correspondientes a la muestra oxidada cuando

se realiza el seguimiento fluorimétrico.

En el caso del metotrexato, en la Figura VI1I1.16 se
muestra al igual que en el caso anterior, el
cromatograma correspondiente a una disolucion del
mismo sin oxidar y oxidada, con deteccion

fluorimétrica.

0.25 —
MTX' . .
- ' —— MTXsin oxidar
m - - - = ;
0.20 | MTX oxidado
= _ Il
> I
< 0.15 — I
o
E i I
® I
S 010 I
©
e [
<5 _
v [
MTX
0.05 —| I
n \
e e Y I
0 2 4 6 8 10

Tiempo (min)

Figura VII1.16 .- Cromatogramas obtenidos para una
disolucion de MTX previamente oxidada y sin oxidar

con deteccion fluorimétrica.

Aparece en el cromatograma correspondiente al
seguimiento fluorimétrico un nuevo pico situado a
aproximadamente 2 minutos cuando el MTX se ha
sometido a oxidacion, observandose también el pico

correspondiente al MTX sin oxidar.
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En la siguiente Figura VIII.17 tenemos los
cromatogramas correspondientes a disoluciones de
ambos analitos oxidadas y sin oxidar con deteccion
fluorimétrica. Podemos ver el pico derivado del

metotrexato, MTX’, y otro pico derivado del &cido

folinico, LV".
0.3 — MTX"
con oxidacion
_ — — — sin oxidar
S 024
1]
i
s i
(5]
©
©
pl e
[¢5)
wn
00 T | T | T | T | T | T |
0 1 2 3 4 5 6

Tiempo (min)

Figura VIII1.17.- Cromatogramas correspondientes a
muestras con y sin oxidacion con deteccion

fluorescente.

Una vez comprobada la viabilidad de la oxidacion
de LV y MTX, y su posterior separacion
cromatografica, se procede a optimizar la resolucion de
todos los analitos de interes, es decir LV y MTX, asi
como las pteridinas marcadoras, en presencia de

creatinina.
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Para ello preparamos disoluciones que en un
volumen de 25.0 mL contienen 4 ug L™ de CAR, 2 ug
L™ de NEO, 10 ug L™ de XAN y 4.8 ug L™ de BIO, y
se afiade fase movil hasta enrase (Tris-HCI-NaCl, pH =
6.60). Esta muestra, sin oxidar, es la que inicialmente
utilizamos para comprobar la separacion entre los

analitos.

Los primeros cromatogramas que registramos
utilizando el gradiente previamente seleccionado, no
permitia una buena resolucion de las pteridinas, sobre
todo en el caso concreto de CAR y NEO que salian
practicamente superpuestos. Esto nos llevé a modificar
el gradiente y los mejores resultados se obtenian cuando
se modificaba tanto el flujo de fase movil como la
composicion de la misma, mediante la adicion de
cantidades variables de modificador organico, ACN. En
la Tabla VIII.9 se muestra el gradiente de fase movil
establecido como Optimo para llevar a cabo la
separacion. Como se puede comprobar y con objeto de
favorecer la separacion entre CAR y NEO, inicialmente
se introduce una fase movil compuesta al 100 % de
TRIS a pH= 6.50, para posteriormente cambiar a 100%
de TRIS a pH = 6.60. Posteriormente, a partir de un
tiempo de 5 min introducimos ACN para la elucion de

los componentes menos polares.
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Tabla VI11.9 .- Composicion y gradiente de fase movil
optimizado para la resolucion de la mezcla problema.

Vﬂujo =12mL min'l

Tiempo %TRIS, %TRIS,
(min) pH = 6.50 pH=6.60 | % ACN

0
15 100 0
1.6
4.0 100 0
5.0
6.0 0 83 12

A continuacién preparamos disoluciones que en un
volumen final de 25.0 mL contienen 4 ug L™ de CAR, 2
ug L™ de NEO, 10 pg L™ de XAN, 4.8 pg L™ de BIO, 3
mg L LV, 0.9 mg L? de MTX y 10 mg L™ de CREA
(uno de la recta de calibracién), se afiade 0.03 mL
NaOH 2 M, 0.03 mL de disolucion I, / KI (2% / 4%) y
esta disolucion se mantiene en la oscuridad durante 40
minutos a 4 °C. Finalmente se afiade fase movil hasta
enrase (Tris-HCI-NaCl, pH = 6.60). A esta disolucion
oxidada se le registra su cromatograma y este se
muestra en la Figura VI1I1.18 y en la Figura VIII.19 se
muestra el cromatograma obtenido mediante deteccion
fotométrica a 230 nm donde se observa el pico
correspondiente a la creatinina que aparece a un tiempo

de 1.75 minutos.

Las sefiales de las pteridinas presentes no se ven

afectadas por el proceso de oxidacion, necesario para
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generar los derivados fluorescentes del MTX y del LV.
Hay que recordar, llegados a este punto que dicha
oxidacion ademas de para lo mencionado anteriormente,
se aplicara a las muestras de fluidos biolégicos para
poner todas las pteridinas excretadas en su forma de
maxima oxidacién, que es la que estamos usando como
patrén, y la que presenta el mayor rendimiento cuéntico

de fluorescencia.

160 —
BIO
120
. CAR
g ]
T
o 80 — NEO
3 MTX"
T XAN
p{ e -
[«5)
[7p]
40
LV
0—\/]\J
— T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

Tiempo (min)

Figura VII11.18 .- Cromatograma correspondiente a la
mezcla de: [LV] =3 mg L™; [CAR] = 4 ug L™; [NEO]
=2 49 L [MTX] = 0.9 mg L™ [XAN] = 10 ug LY
[BIO] = 4.8 xg L™ y [CREA] = 10 mg L™ A = 280
nm; Aem = 444 nm
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0.08 —
/>~ Frente
£
= _
=]
8 CREA
[«5)
o 0.04 —
=]
o
(<5
n
0'00_'I'I'I'I'I'I
0 1 2 3 4 5 6

Tiempo (min)

Figura VII1.19.- Cromatograma obtenido con
deteccion fotométrica de la mezcla: [CREA] =10 mg L
L ILV]=3mgL™*; [CAR] =4 g L™ [NEO] =2 pg L
L [MTX] = 0.9 mg L™; [XAN] = 10 g L™; [BIO] = 4.8
ug Lt A =230 nm

VI111.4.1.- Influencia de la mezcla de oxidante

Teniendo en cuenta que la cantidad de mezcla
oxidante empleada hasta ahora, ha sido la optimizada en
estudios anteriores solo para las pteridinas (30), se ha
estudiado la influencia de su concentracion con objeto
de conseguir la méxima sensibilidad en el proceso de
oxidacion, cuando tenemos pteridinas en presencia de
LV, MTXy CREA.

Registraremos cromatogramas de la oxidacion de
la mezcla de analitos con tres cantidades distintas de
agente oxidante, 30 ul NaOH 2M / 30 ul I/KI , 45 pul
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NaOH 2M / 45 ul 15/K1'y 60 pul NaOH 2M / 60 ul 1/KI.
En las Figuras VII1.20 y VII1.21 se muestra como los
valores de areas de pico fueron comparables en todos
los casos, excepto en MTX’ y XAN los cuales

aumentan su sefial con el aumento de mezcla oxidante.

AREA

i i

LV CAR NEO MTX' XAN BIO CREA

(—)30:30  (—)45:45 ( )60:60
Figura VI11.20 .- Influencia de la mezcla de oxidante
en el area de los distintos analitos para una
concentracion de: [LV] =3 mg L™; [CAR] =3 ug L™
[NEO] =2 g L™; [MTX] = 0.9 mg L'Y; [XAN] = 10 g
L™ [BIO] =4 ug L™ [CREA] =10mg L™ .
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AREA

W]

LV PTER NEO MTX' XAN BIO CREA

(—) 30:30 (—) 45:45 ( )60:60

Figura VIIL.21 .- Influencia de la mezcla de oxidante
en el area de los distintos analitos para una
concentracion de: [LV] =1.5mg L™ [CAR] =2 ug L™
[NEO] =1 g L [MTX] = 0.5 mg L™; [XAN] =5 19
L™ [BIO] =2 ug L™; [CREA] =5.2mg L™

Observamos que el area correspondiente al pico de
la creatinina disminuye a medida que aumenta la
concentracion de mezcla oxidante y ademas esta
disminucion es mas considerable cuanto menor es la
concentracion de creatinina. Teniendo en cuenta el
comportamiento de este analito y que el aumento que se
observa en las areas del metotrexato oxidado y del
xantopterin no son excesivas, elegimos para posteriores

experiencias una cantidad de agente oxidante de 30 pl
NaOH 2M / 30 ul 1,/KI.
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VI11.4.2.- Pardmetros cromatograficos

Los parametros cromatograficos se han calculado

sobre el cromatograma mostrado en la Figura VII1.18 y

se resumen en la Tabla VI11.10.

Tabla VI11.10 .- Parametros cromatograficos.

frente | LV’ CAR [ NEO | MTX’ | XAN | BIO
R
(min) | 0.96 1.52 191 2.50 3.22 4.00 | 4.67
k’ - 0.58 0.99 1.60 2.35 3.16 | 3.86
v - 1.70 1.62 1.62 147 134 | 1.22
Rs - 132 1.63 2.00 131 115

Tal como se observa en

la Tabla VIII.10 la

resolucion es superior a 1 para todos los picos y el

factor de capacidad se puede considerar muy adecuado
para la resolucién de los analitos.
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VII1.4.3.- Rectas de calibrado y parametros

estadisticos y analiticos de interés

Se establecen las rectas de calibrado de cada uno de
los siguientes intervalos de concentracion:[LV] = 0.25 -
3mg L™ [CAR] =0.2-3ug L™ [NEO] =0.12 - 2 ug
L% [MTX] = 0.05 - 0.9 mg L™; [XAN] = 0.8 - 14.4 ng
L [BIO]=0.2-6 ug L™ [CREA] =1-80mg L™

Para ello se prepararon disoluciones, por triplicado,
que en un volumen final de 25.0 mL contenian
cantidades variables de todos los analitos dentro de los
intervalos de concentracion mencionados y se
sometieron al proceso de oxidacion segin Trehan,
afiadiendo 30 pl de NaOH 2M y 30 ul I/KI. Las
muestras se mantenian a 4 °C y en la oscuridad durante
40 min al cabo de los cuales se enrasan con fase movil,
se filtran a través de un filtro de nylon y se inyectan en
el equipo cromatografico. La elucion se realiza
utilizando el gradiente de fase movil descrito
previamente 'y los cromatogramas se obtienen
simultdneamente por los dos detectores para determinar
la creatinina fotometricamente y el resto de los analitos

mediante fluorescencia.

En los cromatogramas de las Figuras VIIL.22 y
VI11.23, podemos observar a modo de ejemplo, la buena
resolucion de los picos para diferentes niveles de
concentracion de los analitos y en la Figura VI1I1.24 se

muestra la linealidad existente entre la concentracién de
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los analitos y la sefial de salida en el detector expresadas

como areas y alturas de pico.

En las Tablas VIII.11 y VIII.12 se recogen los
parametros estadisticos para los siete analitos
correspondientes al estudio de la influencia de la

concentracion sobre la sefal analitica, area o altura.

La sensibilidad analitica se calcula como el
cociente entre la desviacion tipica de la regresion y la
pendiente de la curva de calibracion (31). Asimismo se
encuentran tabulados los valores obtenidos para los
limites de deteccion, calculados mediante los métodos
de Long y Winefordner (34) y el de Clayton y col. (35),
considerando una probabilidad de falso positivo y de

falso negativo de 0.05.
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B BIO

Sefial de salida (mV)

L L L L B LB B B
0 1 2 3 4 5 6 7
Tiempo (min)

Figura VII1.22.- Cromatograma obtenido con
deteccion fluorimétrica para una concentracion de
analitos de: [LV] = 0.50 mg L™*; [CAR] = 0.50 zg L™;
[NEO] = 0.25 ug L; [MTX] = 0.10 mg L™; [XAN] =
1.20 ug L™; [BIO] = 0.50 ug L™

90 CAR
BIO

50 — MTX'

7] NEO
30

Sefial de salida (mV)

XAN

10 —

LA L L I N LB B L |
0 1 2 3 4 5 6 7
Tiempo (min)

Figura VIII1.23.- Cromatograma obtenido con
deteccion fluorimétrica para una concentracion de
analitos de: [LV] = 1.5 mg L™; [CAR] = 2.0 g L™
[NEO] = 1.0 ug L™Y; [MTX] = 0.5 mg L™; [XAN] = 5.0
ug L™t [BIO] =2.0 ig L
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Figura VI11.24 .- Influencia de la concentracion de los

distintos componentes sobre el rea de pico y la altura.
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Figura VII11.24 .- Continuacion
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Figura VI11.24 .- Continuacion
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Tabla VIII.11.- Pardmetros estadisticos obtenidos para la calibracion lineal univariante en

la determinacion cromatrografica de los distintos analitos con deteccion fluorescente (Area

de pico
LV CAR NEO MTX XAN BIO CREA
Intervalo de 0.25-3.0 0.2-50 0.12-5.0 0.05- 1.5 0.8-14.4 0.2-6.0 1.0-80.0
concentracion mg L* ug L* ug L* mg L* ug L* ug L* mg L
B 6.95x10* 5.58x10° 4.31x10° 1.68x10° 1.07x10° 3.43x10° 8.59x10 *
Ordenada en
el origen 1.66x10* 9.15x10* 2.99x10* 2.25x10* -2.87x10* 6.86x10* -3.00x10°
Gendiens 1.64x10° 1.16x10* 8.81x10° 3.82x10° 4.35x10° 1.33x10* 1.81x10°
o 2.58x10° 1.95x10°* 9.11x10° 1.80x10°* 3.97x10" 4.51x10° 6.97x10"
Gpicassimads 6.24x10° 4.61x10" 2.32x10* 4.67x10° 7.52x10°* 1.05x10° 2.04x10°
Coeficiente
de regresion 0.9964 0.9972 0.9973 0.9967 0.9919 0.9904 0.9971
LOD (Longy
Winerford) 0.11 0.10 0.06 0.03 111 0.39 2.44
LoD
(Clayton y
col.) 0.22 0.20 0.13 0.07 1.94 0.77 5.54
Sensib. anal. 0.09 0.08 0.05 0.03 0.70 0.31 2.37
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Tabla VII1.12.- Pardmetros estadisticos obtenidos para la calibracion lineal univariante en

la determinacion cromatrogréafica de los distintos analitos con deteccién fluorescente (Altura

de pico
LV CAR NEO MTX XAN BIO CREA
Intervalo de
concentraci6 0.25-3.0 0.2-5.0 0.12-5.0 0.05-1.5 0.8-14.4 0.2-6.0 1.0-80.0
n mg L? ug L-1 pgL? mg L* pg L? pgL? mg L?
Pendiente 7.48x10° 4.00x10* 2.49x10* 6.21x10* 5.11x10° 2.14x10* 9.81x10°*
Ordenada en
el origen 1.89x10° 6.84x10° 3.36x10° 6.64x10° -7.18x10° 3.40x10° -3.24x10"
Gendiene 2.80x10? 1.10x10° 9.79x10° 1.83x10° 2.41x10* 1.75x10° 1.72x10?
S 4.41x10° 1.87x10° 1.01x10° 8.52x107 2.21x107 5.97x10° 6.64x10°
Gtipica 1.06x10° 4.41x10° 2.58x10° 2.18x10° 2.41x10° 7.99x10° 1.94x10*
actimada
Coeficiente
de regresion 0.9910 0.9951 0.9901 0.9957 0.9999 0.9901 0.9980
LOD (Long y
Winerford) 0.18 0.14 0.12 0.04 0.13 0.83 2.04
LOD
(Clayton y
col.) 0.35 0.27 0.25 0.08 0.28 1.56 4.62
Sensib. anal. 0.14 0.11 0.10 0.03 0.05 0.37 1.98
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VI11.4.4.- Repetitividad y seguridad del método

La reproducibilidad del método se estudié sobre 9
disoluciones independientes en las que en un volumen
final de 25.0 ml contenian 1.5 mg L™ de LV, 2 ug L™ de
CAR, 1 ug L™ de NEO, 0.5 mg L™ de MTX, 5 ug L™ de
XAN, 2 ug L? de BIO y 5.2 mg L™ de CREA. Se
somete cada disolucion a la reaccion de oxidacion segun

Trehan y se inyecta en el sistema cromatogréafico.

Aplicando el célculo estadistico, encontramos los

parametros que se muestran en la Tabla VII1.13.

Tabla VI11.13.- Parametros estadisticos

Valor medio
x) Ot % Error

Area 98974.55 16927.43 12.80

LV’ Altura 12092.33 1557.45 9.70
Area 1175892.44 | 47937.67 3.07

CAR Altura 85478.67 5365.80 4.73
Area 43167056 | 26422.10 4.61

NEO Altura 30151.89 1896.25 4.74
Area 70102256 | 34779.13 3.73

MTX’ Altura 47053.11 5225.86 8.37
Area 453889.44 | 75516.53 12.50

XAN Altura 2006656 4491.65 16.86
Area 115189367 | 98906.78 6.47

BIO Altura 74805.56 6789.15 6.84
Area 140425.78 14109.39 7.57

CREA Altura 12957.89 1590.88 9.25
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En general, se obtienen los mejores resultados
cuando se utiliza como sefial analitica el area de pico,
siendo el error muy aceptable para todas las pteridinas
exceptuando el xantopterin que es el que presenta un

porcentaje de error mas elevado.

512



MENU SALIR

Capitulo VIII.- Estudios cromatogréaficos

VII1.5.- APLICACION AL ANALISIS DE ORINA

Con objeto de estudiar la viabilidad del anlisis de
los compuestos en estudio, tanto las pteridinas
naturalmente presentes en fluidos bioldgicos y
consideradas como marcadores, como la presencia de
LV y MTX administrados en los tratamientos
antineoplasicos, se procedio a establecer las condiciones
Optimas de la oxidacién y posterior determinacion de

estos compuestos en orina.

Para ver como influye el fondo de la orina, en
primer lugar, diferentes cantidades de orina, 100 y 300
uL fortificadas con LV y MTX, se sometieron al
proceso de oxidacion segin el método de Trehan

propuesto.

Cuando se emplean 300 pL de orina, comprobamos
que se producian solapamientos entre  los picos
correspondientes a los analitos y otras especies
presentes en el fondo de la orina. Sin embargo, cuando
utilizamos menor cantidad orina, 200 6 100 ulL, se
observaba una mejor resolucién. En estas condiciones
se observa el pico correspondiente al LV oxidado pero
sin embargo no aparece el pico correspondiente a la
oxidacion del MTX, probablemente debido a que la
orina consume mezcla oxidante en reacciones
secundarias de oxidacion. Esto limitaria la velocidad de
oxidacion del MTX, llegando incluso a evitar dicha

oxidacion. Se hicieron ensayos con mayor cantidad de
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agente oxidante pero en ningin caso se consiguié una

oxidacion parcial del MTX.

Otra posibilidad vista fue realizar la determinacion
de MTX sin oxidar introduciendo un pequefio
porcentaje de ACN en el gradiente de la fase mavil pero
en este caso se eluian numerosos compuestos de la orina
interfiriendo en su determinacion. Estos problemas nos
han llevado a abordar solamente la determinacion de
acido folinico, en presencia de las pteridinas, en

muestras de orina.

VIIL.5.1.- Procedimiento para la determinacion de
LV y pteridinas previa oxidacion segun Trehan en

muestras de orina

En las condiciones establecidas, se oxidan 100 pL
de orina con 30 pL I/KI'y 30 uL NaOH 2 M, en la
oscuridad, a 4 °C y durante 40 minutos. Se afade tris-
HCI hasta completar el volumen y las muestras filtradas
a través de un filtro de nylon, se inyectan en el equipo,
registrandose los cromatogramas con los dos detectores
en serie, fotométrico y fluorimétrico. De igual manera
se preparan muestras de orina contaminadas con los

analitos en estudio y se someten a idéntico proceso.

A partir de muestras contaminadas con diferentes
cantidades de LV se calcularon los valores de

recuperacion para LV, asi como las cantidades de las
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pteridinas presentes, comparando las cantidades

obtenidas en presencia y en ausencia de LV.

Los valores de recuperacion obtenidos para el acido
folinico se resumen en la Tabla VIII.14, en la que
vemos que los porcentajes son aceptables teniendo en
cuenta la complejidad del proceso de oxidacion previo.
Dichos valores oscilan, para una media de los tres
valores obtenidos por cada concentracion, entre un 86 y
un 107 % de recuperacion.

Tabla VIII1.14 .- Valores de recuperacion obtenidos

para diferentes concentraciones de &cido folinico.

Afadido Encontrado
[Folinico], [Folinico] %
Mg L* Area mg L | Recuperacién | % Rec. medio

0.53 106
0.63 126

0.5 28695 0.45 89 107
1.08 108
0.98 98

1.0 37054 0.84 84 97
2.20 110
2.14 107

2.0 54937 2.03 101 106
3.09 103
2.84 95

3.0 76725 2.68 89 96
3.68 92
3.48 87

4.0 99352 3.11 78 86
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Al representar la concentracion afiadida a la orina
frente a la encontrada para LV, se obtiene una adecuada

linealidad tal como se observa en la Figura V111.25.

*0°71 [LV] encontrado = 0.85 [LV] puesto+ 0.203354

_ [

R =0.9843 :

[ ]
o
g
5
5
S
2

1

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0

[LV], puesto
Figura VIIL.25 .- Representacion de la relacion

existente entre concentracion de acido folinico puesta y

encontrada en orina.

Como consecuencia, la determinacion de LV puede
ser llevada a cabo en las condiciones indicadas sin que

se observe interferencia por parte de las pteridinas.

En la Figura VIIL.26 podemos observar un
diagrama de distribucion de pteridinas en orina humana.
Como se puede observar la pteridina mas abundante es
el xantopterin y la menos abundante el &cido pterin-6-

carboxilico.

516



MENU SALIR

Capitulo VIII.- Estudios cromatograficos

6000 —
5000
4000 —
E
§3000 N
2000
1000 —

orina sin LV conLV

] car | NEO

xaN [} O

Figura VIII1.26.- Diagrama de la composicion de

pteridinas marcadoras en orina humana
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VIIL.6.- ESTUDIO CROMATOGRAFICO DE LA
OXIDACION DE METOTREXATO CON
PERMANGANATO POTASICO EN PRESENCIA
DE PTERIDINAS. DETERMINACION EN ORINA.

Dada la imposibilidad de determinar MTX en orina,
utilizando el método de Trehan, se ha ensayado la
utilizacién de KMnO,4 como agente oxidante, ya que de
acuerdo con experiencias previas, este compuesto se
oxida, en medio ligeramente acido y en presencia de
permanganato potasico, originando un compuesto

altamente fluorescente (33).

Segun la bibliografia, la oxidacién del metotrexato
origina un compuesto que presenta una estructura
similar a las pteridinas, Figura V111.27. Los espectros de
excitacion y emision del compuesto obtenido por
oxidacion del metotrexato con KMnQ,, se representan
en la Figura VI111.28, donde se observa dos maximos de
excitacion situados a 275 y 380 nm y Unico maximo de
emision a 457 nm. Estas longitudes de onda son del
mismo orden de las que presentan la pteridinas, lo que
contribuye a confirmar que el producto generado en la

oxidacion presenta estructura pteridinica.
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NH,
N™ X N\
M A~
H,N N N

Figura VII1.27 .- Estructura del derivado pteridinico
(MTX") descrito en la bibliografia.

COOH

300 =
250 =
200 —
150 =
o0 =

SG__PM

o T T T T T T T ]
200 300 400 500 GO0

Longitud de onda (nm)

Intensidad de Muorescencia

Figura VI11.28.- Espectros de excitacion y emision
obtenidos después de la oxidacion de metotrexato con
KMnO,. [MTX] = 0.30 mg L™

Como nuestro objetivo final es determinarlo
conjuntamente con las pteridinas, para los estudios
posteriores vamos a seguir eligiendo las longitudes de
onda seleccionadas para el andlisis de las pteridinas,

medir le emisién a 440 nm, excitando a 280 nm.
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Los estudios cromatogréficos iniciales sobre el
comportamiento de este compuesto oxidado, se realizan
con disoluciones de metotrexato que en un volumen
final de 25.0 ml contienen:

- Cantidades variables de MTX

- 5.0 mL tampén HAc/AcNa 0.5 M, pH =5.0
-0.25 mL KMnO,4 10 M

- 0.25 mL H,0, 5x10* N

- Enrase con fase movil (Tris-HCI, pH = 6.60)

La elucion se realiza utilizando como fase mavil
Tris-HCI, pH = 6.60/ACN Yy efectuando un gradiente de
tal manera que durante los primeros 2.5 minutos la
composicion de la fase movil es 100 % Tris-HCl y a
partir de este tiempo se introduce ACN de forma lineal
hasta llegar a un 6% al cabo de los 8 minutos. El flujo
de la fase movil se mantiene constante a lo largo de todo

el proceso de elucién en 1.2 mL min™.

Los cromatogramas se registran utilizando dos
detectores en serie fotométrico-fluorimétrico, y se
observa que, en estas condiciones de pH, la molécula de
MTX se oxida eficazmente dando lugar a un derivado
fluorescente, que eluye antes que el MTX sin oxidar, tal
como se observa en la Figura VI1I1.29. Se observa que
en ausencia de KMnQy, y con deteccion fotométrica
solo aparece un pico correspondiente al MTX y este
pico no aparece en el detector fluorimétrico ya que el
MTX no presenta sefial de fluorescencia en presencia de
acetonitrilo. Al tener lugar la oxidacion préacticamente

desaparece, en el detector fotométrico, la sefal
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correspondiente al MTX y aparece un nuevo pico a
aproximadamente 3.2 min asignado al producto de
oxidacion (MTX’) que es altamente fluorescente como

se pone de manifiesto con el detector fluorimétrico.

0.03 — I
‘ MTX
g 1l
: |
S 002 —]
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Figura VII11.29. - Cromatogramas correspondientes a
disoluciones de MTX sin oxidar (MTX) y oxidadas en
presencia de KMnO,4 (MTX’): A) Deteccion fotométrica
a 230 nm, B) Deteccion fluorimétrica &x.= 280 nm vy
Aem= 444 nm.
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Una vez comprobada la oxidacion del MTX, vamos
a estudiar las variables que influyen en este proceso y
una vez optimizadas estudiaremos el comportamiento

de las pteridinas y de la creatinina en estas condiciones.

VI111.6.1.-Influencia de la concentracion de KMnO,

sobre el area de pico del MTX oxidado

Con el fin de optimizar la concentracion de
KMnO,, para la cual se consigue una adecuada
oxidacion del MTX, se preparan disoluciones que en un
volumen final de 25.0 ml contienen diferentes
concentraciones de KMnQ, para una concentracion de
metotrexato de 50 ng mL™ y un tiempo de oxidacién
constante de 30 minutos. Debido a la diferente
sensibilidad que presentan el MTX sin oxidar y el
compuesto que se forma durante el proceso de
oxidacion, los  cromatogramas se  registran
simultaneamente con dos detectores conectados en
serie, un detector de diodos y un detector
espectrofluorimétrico. Esto nos permite seguir el
comportamiento de ambos compuestos observando
como influye la concentracion de KMnQO, en el pico
correspondiente al MTX sin oxidar, el cual se sigue
fotometricamente, y sobre el area del pico del
compuesto  oxidado, MTX’, que se sigue

espectrofluorimetricamente.

En la Figura VI11.30, se representa la variacion de

las &reas de los picos correspondientes al MTX sin
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oxidar y oxidado para distintas concentraciones de
KMnQO,. Se observa que a medida que aumenta la
concentracion de KMnQ,, disminuye el area del pico
correspondiente al MTX al mismo tiempo que aumenta
el area del pico del compuesto oxidado, MTX’. A partir
de una concentracion de KMnO, del orden de 5.0x10™
M, se produce una oxidacion total del MTX y el &rea
correspondiente al pico del compuesto oxidado se

mantiene practicamente constante.

A)

6.0x10* —

4.0x10" —|

Area (mAU*s)

2.0x10° —

0.0x10° T T T \ g T T T *
0.0x10° 2.5x10 5.0x10 7.5x10 1.0x10°
[KMnOg4|, M
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B)

2.5x10"

2.0x10" —

1.5x10"

1.0x10"

Area (uV*s)

5.0x10°

0.0x10° T T T T T T T T T ]

0x10°  5x10°  1x10'  2x10'  2x10'  3x10'
[KMnO,], M

Figura VII1.30. - Influencia de la concentraciéon de
KMnO, sobre el area de pico: A) MTX sin oxidar, § =
230 nm, B) MTX oxidado (MTX’), &x.= 280 nmy Aen=
444 nm.

VI111.6.2.- Influencia del tiempo de oxidacion sobre el
area de pico de MTX y de su derivado oxidado

(MTX’) para distintas concentraciones de KMnQO,

Una vez establecida la oxidacion del MTX en
presencia de KMnO, se aborda el estudio de las
condiciones Optimas del proceso de oxidacion. Para
ello, y como paso inicial, se estudia la influencia del
tiempo de oxidacién cuando se emplean diferentes
concentraciones de MTX comprendidas entre 5 x10™ y
10° M.
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La velocidad de oxidacion del MTX aumenta en
funcién de la concentracién de KMnO, empleado, y a
partir de aproximadamente 15 minutos para una
concentracion de KMnO, 1.0 x10°° M, la sefial del MTX
practicamente se hace nula y ademas la velocidad de
formacion del compuesto oxidado, MTX’, es similar
para concentraciones de KMnO,4 comprendidas entre 5.0
x10* y 1.0 x 10 M. Para posteriores experiencias, y
con objeto de asegurarnos un exceso adecuado de
KMnO, se elige como concentracién optima 1.0 x10°°
M.

Una vez optimizada la concentracién de KMnO, se
estudia la influencia del tiempo de oxidacion. Para ello
se preparan, en matraces de 25.0 mL, muestras
conteniendo 30 ug L™, 5 mL de tamp6n Hac/NaAC 0.5
M, pH = 5.0, 5 mL de KMnO, 5.0 x 10 M y fase mévil
hasta enrase. El tiempo de oxidacion se vario para cada
una de las muestras y al representar el area y la altura de
pico frente al tiempo de oxidacion, Figura VIIL.31A y
VII1.31B respectivamente, observamos como la sefial
tiende a hacerse constante a partir de un tiempo de
oxidacion de 30 minutos, por lo que para posteriores
experiencias elegimos como tiempo Optimo de
oxidacion el de 35 minutos con una concentracion de
KMnO, 10° M.
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Figura VII1.31 .- Influencia del tiempo de oxidacion
sobre el area y la altura de pico correspondiente al
compuesto oxidado, MTX’. [MTX] = 30 ng mL?
[KMnO4] = 10°M.
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VI11.6.3.- Determinacion conjunta de MTX vy

peridinas

Una vez optimizada las variables que influyen en la
oxidacion del MTX se estudia como se comportan las
pteridinas y la creatinina en presencia de la cantidad de
KMnO, previamente seleccionada como Optima. Para
ello, vamos a estudiar como influye el tiempo de
oxidacion sobre las pteridinas y la creatinina,
preparando disoluciones independientes de cada una de
ellas que en un volumen de 25.0 mL contienen la
pteridina en estudio, 5 mL de tampon Hac/NaAc 0.5 M,
5 mL de KMnO,4 5.0 x 10 M y fase mévil hasta enrase.
La elucion se realiza de forma isocratica utilizando
como fase movil Tris-HCI, pH = 6.60, ya que como
hemos comentado anteriormente, en estas condiciones
el MTX se oxida totalmente, y el compuesto originado
en la oxidacion es lo suficientemente polar como para
no necesitar un modificador orgéanico para su elucion.
Se registran los cromatogramas, con deteccion
fluorimétrica para la determinacion de las pteridinas y
fotométrica para la creatinina, a distintos tiempos de
oxidacion y los resultados obtenidos sobre como influye
el tiempo de oxidacion sobre las areas de los picos de
cada uno de los analitos, se representan en la Figura
VIIL.32, donde comprobamos que excepto el
xantopterin, el resto de las pteridinas no se ven
afectadas por la presencia de KMnQO, en el medio. El
xantopterin se oxida rdpidamente en presencia de

KMnQOy,, y en menos de 5 minutos no se observa ningun
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pico en las condiciones de trabajo. Con respecto a la
creatinina no se observa ningin cambio apreciable en

presencia de KMnQO,.

Para posteriores experiencias seguimos
manteniendo como concentracion optima de KMnQ, la
ya optimizada, 10° M y el tiempo de oxidacién de 35

minutos.
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Figura VIIL.32 .- Influencia del tiempo de oxidacion

sobre el area de pico de las pteridinas en estudio y de la
creatinina: [NEO] = 0.12 ng mL™; [CAR] = 0.43 ng
mL™; [BIO] = 0.40 ng mL™; [ISO] = 0.37 ng mL™;
[XAN] = 0.92 ng mL™; [CREA] = 40 mg L™ . [KMnO4]
-10° M
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A continuacion se preparan dos muestras que
contienen las pteridinas indicadas anteriormente y el
metotrexato y una de ellas se somete al proceso de
oxidacion. Los cromatrogramas obtenidos para cada una
de estas disoluciones se representan en la Figura V111.33
Observamos que el cromatograma correspondiente a la
disolucion sin oxidar, Figura VII1.33A, presenta los
picos correspondientes a las cinco pteridinas en estudio
y no se observa ningun pico asignable al metotrexato.
Sin embargo, en el cromatograma correspondiente a la
disolucion una vez oxidada ,comprobamos como
desaparece el pico correspondiente al xantopterin y
aparece un nuevo pico que es debido al producto

formado en la oxidacién del metotrexato.

Teniendo en cuenta estos resultados, se aborda la
determinacion del MTX en presencia de cuatro
pteridinas que normalmente se encuentran presentes en
la orina humana, como son el &cido pterin-6-

carboxilico, neopterin, isoxantopterin y biopterin.
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Figura VII1.34. - Cromatogramas obtenidos tras la
reaccion de oxidacion de un patron. A) Deteccion
fluorimétrica a 444 nm (exc: 280 nm); B) Deteccion

fotométrica a 230 nm
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VI111.6.4.- Rectas de calibrado

Una vez optimizadas las variables que influyen en
el proceso de oxidacion, se procede al estudio de la
influencia de la concentracién de cada uno de los analito
sobre el &rea de pico. Es preciso indicar que a partir de
esta experiencia fue necesario cambiar de cromatégrafo
y ello nos llevé a tener que volver a ajustar el flujo de la
fase movil, seleccionandose como el méas adecuado el
de 1.0 mL min™. Este flujo permitia una adecuada
separacion de todos los analitos en un tiempo inferior a

los 7 minutos.

Este estudio se realiza con muestras que en un
volumen final de 25.0 mL contienen cantidades
variables de los analitos en estudio, 5 mL de tampon
HAc/NaAc 0.5 M (pH 5.0), y 5 mL de disolucion de
KMnO4 5.0 x 10° M. Las disoluciones se dejan en
reposo durante 35 minutos para completar la oxidacion
del metotrexato y al cabo de este tiempo, se afiaden 0.1
mL de H,O, del 33 %, para detener la reaccion de
oxidacion y eliminar el exceso de KMnO, con objeto de
que no se forme oxido de manganeso (IV), que en el
futuro pudiera mermar la eficacia de la columna
analitica. Por ultimo, los matraces se enrasan con fase
movil Tris-HCI de pH 6.80.

Cada muestra se prepara por triplicado y de cada
una de ellas se efectlan tres inyecciones de 20 :L cada
una, filtrandolas previamente a través de un filtro de

nylon de 0.2 :m . La elucién se realiza de forma
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isocratica con disolucién de Tris-HCI de pH 6.8 y con

un flujo de 1.0 mL min™.

Todos los componentes se determinan mediante el
detector fluorimétrico a 444 nm (8¢x..= 280 nm) excepto
la creatinina que se determina fotométricamente a 230
nm. En las Figuras VII1.34A) y VIII34B). Se recogen
los cromatogramas obtenidos para dos niveles de
concentracion y en la Tabla VI11.15 se han resumido las
ecuaciones obtenidas para la calibracion de los analitos,
asi como los pardmetros estadisticos de los mismos. Los
valores de limite de deteccion se han calculado
mediante el criterio de Long y Winefordner y el de
Clayton y col. poniéndose de manifiesto la elevada
sensibilidad del método propuesto. Los coeficientes de

regresion son adecuados en todos los casos.
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CAR

MTX'

NEO
BIO

ISO

Tiempo (min)

— ug L-1

CAR 8.12

NEO 11.04

XAN 12

ISO 96

BIO 146

MTX 60

] CREA 40mgL-1
CREA

T T | T | T | T | T | T | T | T | T |
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Figura VIIL.34.- Cromatogramas obtenidos tras la

reaccion de oxidaciéon de un patrén. A) Deteccion

fluorimétrica a 444 nm (exc: 280 nm); B) Deteccion

fotométrica a 230 nm.
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ISO y BIO con deteccion fluorescente y CREA con deteccion fotométrica.

Tabla VI11.15. - Parametros estadisticos obtenidos para la calibracion de CAR, NEO, MTX’,

Detector
fotométrico
Detector fluorescente (Aey; = 280 NM; Aery, = 444 Nm) (A =230 nm)
CAR NEO MTX’ 1SO BIO CREA
Rango de 4
concentraciones 10.0-10
(gL 2.8-25.0 24-18.0 9.6 - 160 240-221 56-224 (mg LY
Ecuacion de la
recta ) ) i i i )
(Area pico* vs | Area=1.323 Area=0.588 | Area=0.177 | Area=0.420 [ Area=0.626 | Area=61.43
conc) [CAR] +0.659 | [NEQ] - 0.224 | [MTX] +0.444 | [I1SO]-0.291 | [BIO] +0.364 | [CREA]+ 30
@yt 0.0133 0.0104 0.0034 0.0095 0.0099 0.6567
s 0.1808 0.1138 0.3237 0.1168 0.1396 40.74
Eisracsinzst 0.4104 0.2129 0.7445 0.2545 0.2276 89.83
Coef. de
regresion 0.9993 0.9985 0.9976 0.9974 0.9988 0.9991
LOD, :gL*
(Longy
Winerfordner) 0.41 0.48 10.02 1.36 0.52 3.68mgL?
LOD, :gL*
(Clayton,
o=p=0.05) 0.78 1.01 10.59 0.29 1.08 3.69mgL?

* Unidades de luminiscencia x s (V X s).
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VI11.6.5.- Repetitividad y seguridad del método

La repetitividad del método se estudid sobre 11
disoluciones independientes conteniendo en un volumen
final de 250 mL los distintos analitos en
concentraciones: [CAR] = 8.12 ng mL™; [NEO] = 11.04
ng mL™; [XAN] = 12.00 ng mL™; [1SO] = 9.60 ng mL™:
[BIO] = 14.60 ng mL™; [MTX] = 60.00 ng mL™ ;
[CREA] = 40.00 :g mL™.

Mediante la aplicacion del célculo estadistico a las
areas obtenidas a partir de los datos cromatogréficos, se
obtienen los parametros que se muestran en la Tabla
VIII.16.

Tabla VIII1.16 .- Parametros estadisticos relacionados
con los estudios de repetitividad y seguridad del

método.

AREA* Intervalo de % RSD
(Vol x s) S(n-1) confianza Error | (%)

CAR 11.53 0.776 11.5+05 4.5 6.73

NEO 5.94 0.489 6.2+0.8 55 8.22
MTX’ 9.26 1.134 9.3+0.8 8.2 12.2
ISO 4.15 0.267 42+0.2 4.3 6.43
BIO 9.5 0.803 9.5+0.5 5.7 8.45

CREA | 237437 | 72.25 2374 £49.0 2.1 3.04

(*) Area media de 11 replicas individuales.
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Los cromatogramas obtenidos en los estudios de la

repetitividad se emplearon para el calculo de los

parametros cromatograficos del sistema. En la Tabla

VII1.17 se han resumido los valores correspondientes a

los factores de capacidad, valores de resolucién medios

obtenidos,

numero de platos tedricos para cada

componente, asi como la dispersion de los resultados

expresados como desviacion estandar.

Tabla VIIN.17.- Parametros cromatogréaficos para

determinacion de MTX, pteridinas y creatinina.
(fotométrico) = 1.029 (£ 0.001); t, (fluorimétrico)

la

1.042 (+ 0.003)
Compuest
Sefial 0
Deteccion
fotométric
a,
§=230
nm CREA
CAR
NEO
Deteccion
fluorimétr MTX
ica
8= 280
nm, ISO
8 = 444
nm
BIO

Tiempo de
retencion®
tr (£5)
(min)

1.85
(£0.012)
221

(£0.016)

251
(£0.015)
3.66
(+0.040)
4.80
(£0.042)

6.26

(+0.050)

Factor de
capacidad*
k(zs)

0.80
(+0.014)
1.12

(+0.016)
141
(+0.016)
251
(+0.038)
361
(+ 0.040)
5.01

(+ 0.050)

Resolucion*
Rz (£5)

2.67

(+0.031)

9.04
(+0.141)
752

(£ 0.092)

7.66

(+0.080)

Ne° Platos
tedricos*
N (£ 5)

1388351
(+412.74)
6321.87

(£116.92)

7295.72

(+ 196.04)
11554.16
(£ 219.30)
12914.41

(£ 484.29)

13799.29

(+280.74)

s = desviacion estandar; * valor medio de 11 replicas.
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Las calibraciones establecidas se validaron con el
analisis de diversos problemas conteniendo algunos o
todos los analitos de interés previa oxidacion. En la
Tabla VII1.18 se han resumido los valores medios de
recuperacion calculados asi como las desviaciones

relativas para tres replicas de cada problema.

Los resultados obtenidos se pueden considerar
como aceptables en todos los casos, siendo las
recuperaciones ligeramente bajas para el neopterin. Los
valores medios de recuperacion obtenidos son: 104 %
para CAR, 83 % para NEO, 107 % para MTX, 99.7 %
para ISO y 109 % para BIO. Es de destacar la elevada
sensibilidad obtenida para todos los componentes en

estudio.
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Tabla VI1I1.18 .- Recuperaciones obtenidas a partir de problemas sintéticos que contienen
creatinina , metotrexato y pteridinas.

CAR* NEO* MTX* 1SO* BIO*
Encontra Encontra
Encontr % do % Encontra % do % Encontra %
Proble | Puest| ado Recup. |Puest Recup. |Puest do Recup. |Puest Recup. [Puest| do Recup.

ma | o |(®RSD)|(@RSD)| o [ RsSD)|@RsSD)| o [ RSD)|(@ RSD)| o | (%RSD)|@RSD)| o (% RSD)| (@ RSD)

27 | 809 23 | 1113 25 | 1211 58 | 1218

PL (00| - — |34 @1 | 93 |200] @2) | @2) 21| 34 | @3 |48]| 62 | 6.0
32 | 1017 202 | 1010 20 | 964 49 | 1019

P2 |32 @o) | w9 loo| — | — |200| @2 | @2 |21| G2 | G2 |48 @04 | @04
6.5 76.9 90.1 112.7 8.3 119.2 10.6 117.7

ps [00| — | — 85| @s | e |s00]| ©5 | ©5 |70] 09 | ©9 |20]| @3 | @3
73 | 1014 923 | 1162 71 | 1016 98 | 109.4

P4 | 72| @5 | @5 |0o0| — | — |s0o| 0 | 01 |70] @n | @n |eo]| @n | @2
11 | 1172 17 | 873 09 | 888 11 | 1085 09 | o35

ps |09 | 101) | 100) |20 @6) | @36) | 10| @91 | o) |10] 8 | 9 [10] 07) | 8
4.8 117.7 49.6 124.1 55 110.1 7.6 126.7

pe |40 | 24 | @4 |oo| — | — |a00| G4 | G5 |50]| @n | @n |60 @5 | @5
54 | 908 789 | 986 56 | 804 82 | 1029

p7 00| — | — |e0| @1 | a1 [e00| @6 | @6 |70]| 01 | ©1) |80] G1) | @1
0.9 97.5 2.1 85.6 101.6 1.7 87.3 2.2 111.3

P8 [10]| ©7) | (7 |25 66) | 66) |40]a1(78)| (7.8 |20] @2 | @2 |20 G4 | 54

18 | 878 31 | 773 332 | 1107 44 | 732 57 | 948
P9 |20 6.0) | 6.0) |40]| (14) | 4) [300| (04) | ©5 |60]| 5 | G5 |[60]| 38) | (3.9

* concentraciones expresadas en ng mL™
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VI11.6.6.- Aplicacion del método propuesto al
analisis de orina

En las condiciones anteriormente establecidas se
procedio a aplicar el método propuesto al anélisis de
muestras de orina fortificadas principalmente con MTX,
ya que los demas componentes se encuentran

naturalmente presentes.

Para ello se oxidan 100 pL de orina, tamponada con
5.0 mL de HAc/NaAc 0.5 M, pH 5.0, y durante 35
minutos, con 5.0 mL de disolucién de KMnO, 5x10°
M, a continuacion se afiade 0.1 mL de H,0, del 33%,
para detener completamente la reaccion de oxidacion y
eliminar el exceso de permanganato y, finalmente
enrasamos con fase movil hasta un volumen de 25.0
mL. Asimismo se preparan muestras similares a partir
de orina a la que previamente se le afiaden cantidades de
los analitos en estudio tales que sus concentraciones
finales en los 25.0 mL se encuentren en los limites de
las rectas de calibrado. Dichas muestras se filtran en la
forma acostumbrada y se inyectan en el sistema
cromatografico al mismo tiempo que patrones
conteniendo concentraciones similares de los analitos y
se obtienen los cromatogramas en las condiciones que
ya habiamos fijado como Optimas para la deteccion
fotométrica de la creatinina y deteccion fluorescente

para el resto de los compuestos.

En la Figura VIIL35 se muestran los

cromatogramas correspondientes a una muestra de orina
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sin contaminar junto con un patrén y en la Figura
VI11.36 se recogen los cromatogramas correspondientes
a una muestra de orina sin contaminar y una muestra de
orina contaminada con todos los analitos. Se observa
que no existen interferencias apreciables entre la matriz
de la orina y el pico correspondiente al producto de la
oxidacion del metotraxato, que es el unico analito que
no esta presente de forma natural en la orina, tampoco
interfiere con ninglin componente de la orina. Ademas
se comprueba que los picos correspondientes a las
pteridinas, y el pico correspondiente a la creatinina,
presentes de forma natural en la orina, coinciden con los

picos de estos analitos en el patron.
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1.6 —
CAR

1.2

MTX'
2 08 NEO Blo

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tiempo (min)

1SO

200 —

CREA
150 —

mUA

50 —

1L

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tiempo (min)

Figura VII1.35 .- Cromatogramas correspondientes a
la oxidacién de una muestra de orina (—) y de una
muestra patron (----) conteniendo los derivados
pteridinicos en concentraciones [CAR] = 5.04 ppb;
[NEO] = 5.52 ppb; [XAN] = 7.8 ppb; [ISO] = ppb;
[BIO] =7.38 ppb; [MTX] = 3.04 ppb; [CREA] = 10
ppm. A) Aexc = 280 nm, Aem = 444 nm; B) A =230 nm.
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CAR BIO
NEO

MTX

1ISO

mUA

Figura VII1.36 .- Cromatogramas correspondientes a
muestras oxidadas de orina contaminada (—) y sin
contaminar
pteridinicos y con MTX. [CAR] = 5.04 ppb; [NEO] =
5.52 ppb; [XAN] = 7.8 ppb; [ISO] = 4.08 ppb; [BIO]
7 ppb; [MTX] = 30 ppb; [CREA] = 20 ppm. A) Aexc
280 nm, Aem = 444 nm; B) A =230 nm.
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Aplicacion del método de la adicién patron

Una vez comprobado que es posible la separacion
de los analitos en orina, se han establecido varias rectas
de calibracion mediante el método de la adicidn patron
y utilizando dos intervalos de concentracion para las
adiciones de cada analito. El procedimiento seguido es
el siguiente: se toman 100 :L de orina y se afiaden 5.0
ml de disolucion reguladora Hac/NaAC y 5.0 ml de
disolucién de KMnO,4 5x10°° M. Se deja que transcurra
la oxidacion durante 35 minutos al cabo de los cuales se
afiade 0.1 mL de H,O, del 33%, y se enrasa con fase
movil hasta completar 25.0 mL. De igual modo se
preparan muestras de orina a las que se les afiaden los
analitos en la concentracion deseada. Las muestras se
filtran a traves de un filtro de nylon de 0.20 :m y se
inyectan, por duplicado, porciones de 25 :| en el sistema

cromatogréafico.

En la Tabla VIIL.19 se resumen los pardmetros
estadisticos obtenidos para las calibraciones mediante la
adicion patréon de los distintos analitos, asi como los
valores de las pendientes obtenidas, el coeficiente de
regresion, la precision de dichos parametros y la
correspondiente ecuacion de referencia obtenida en la

recta de calibrado.

544



MENU SALIR

Capitulo VIII.- Estudios cromatogréaficos

Tabla VIIL.19.- Aplicacion del método de la adicion

patrén al analisis de orina

CREATININA
Adicién 1 Adicién 2 Pendiente
Rangos de 10 - 60 Eggg:; g':
concentracion g mL1 5-20:gmL" calibrado)
Ecuacion de la
recta
(Areavs 62.93 [CREA] + | 60.46 [CREA] +
concentracion) 251.70 263.08
Otipica estimada 27.92 15.65
Coeficiente de
regresion 0.9998 0.9994 61.43
BIOPTERIN
Adicién 1 Adicion 2 Pendiente
referencia
Rangos de 7.3-18 25-7.0 (Recta de
concentracion ng mL™* ng mL™* calibrado)
Ecuacion de la
recta
(Areavs 0.697 [BIO] + 0.726 [BIO] +
concentracion’ 8.49 7.99
Otipica estimada 0.17 0.54
Coeficiente de
regresion 0.9994 0.97 0.626
ACIDO PTERIN-6-CARBOXILICO
Adicion 1 Adicion 2 Pendiente
referencia
Rangos de 5.0-14.0 1.39-5.04 (Recta de
G TR ng mL? ng mL* calibrado)
Ecuacion de la
recta
(Areavs 1.300 [CAR] + 1.20 [CAR] +
concentracion) 1.55 1.15
Otipica estimada 0.18 0.49
Coeficiente de
regresion 0.9996 0.98 1.32
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NEOPTERIN
Adicion 1 Adicion 2 Pendiente
referencia
REngEs e 552-180 | 131.552ng | (Rectade
AT ng mL* mL* calibrado)
Ecuacién de la
recta
(Areavs 0.674 [NEO] + | 0.682 [NEO] +
concentracion) 1.76 1.65
Otipica estimada 0.048 0.26
Coeficiente de
regresion 0.9999 0.9821 0.588
ISOXANTOPTERIN
Adicion 1 Adicién 2 Pendiente
referencia
Rangos de 4.08-18.0 1.15-4.08 (Recta de
concentracion ng mL-l ng mL-l calibrado)
Ecuacion de la
recta
(Areavs 0.476 [1SO] 0.450 [ISO] +
concentracion) +0.41 0.43
Otipica estimada 0.068 0.1
Coeficiente de
regresion 0.9998 0.9944 0.42
METOTREXATO
Adicion 1 Adicion 2 Pendiente
referencia
Rangos de 30 -100 (Recta de
COncentraCIon ng mL-l 5 _ 30 ng mL-l Ca||brad0)
Ecuacién de la
recta
(Areavs 0.169 [MTX] + | 0.162 [MTX] +
concentracion) 0.07 0.032
Otipica estimada 0.553 0.65
Coeficiente de
regresion 0.9925 0.9934 0.177
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Tal como se observa en la Tabla, las pendientes
obtenidas por el método de la adicion patron son
comparables con las obtenidas mediante el método de
calibracion del patron externo en todos los casos. Se
puede afirmar por tanto que no hay efecto de matriz en
la determinacion propuesta. Ademas se comprueba que
existe una adecuada resolucion del MTX con respecto a

los componentes naturalmente presentes en la orina.

A partir de los datos aportados por la aplicacion del
método de la adicion patron se calcularon los
contenidos de las distintas pteridinas en las muestras de
orina. Dichos contenidos se expresan como :g de cada
una de las pteridinas con respecto a los contenidos de
creatinina (mg) también calculados con el método
propuesto. Asi en la misma alicuota y con una Unica
inyeccidn se determinan las pteridinas de interés y la

referencia de la excrecion en orina.

En la Tabla VIII.20 se resumen los valores
calculados utilizando los dos intervalos de adicion
patrén.
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Tabla VII1.20 .- Contenidos de pteridinas en orina

humana
Relacion ( :g pteridina/ mg creatinina)
CAR/ NEO/ 1SO/ BIO/ Relacion
CREA | CREA | CREA | CREA |NEO/BIO
Adicion
patrén 1 0.29 0.65 0.22 3.04 0.21
Adicion
patron 2 0.22 0.56 0.20 2.56 0.22

Como consecuencia del proceso de oxidacion
empleado no se puede determinar el XAN, sin embargo
se determinan con una adecuada sensibilidad las
pteridinas consideradas como mas representativas de los
procesos marcadores. Nos permite determinar la
relacion NEO/BIO ampliamente empleada como

referencia.

Comparando los valores obtenidos con aquellos
definidos en la bibliografia podemos indicar que tanto
NEO como BIO presentan mayores relaciones con
respecto a CREA que las descritas en la bibliografia.
Este hecho puede derivarse de la mayor eficacia en el
proceso de oxidacion de hidropteridinas a pteridinas en
la orina original, comparado con el denominado método
de Trehan. Sin embargo la relacion NEO/BIO presenta
valores normales inferiores a los establecidos como

patologicos.

Se procedi6 a determinar los valores de

recuperacion para las diversas pteridinas y para el MTX
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a partir de diversas muestras de orina fortificadas con
los analitos de interés. A continuacion en la Tabla
VI11.21 se resumen las concentraciones adicionadas en
la orina original y los valores de recuperacion
calculados en cada caso y en la Figura VI1I1.37 se puede
observar una representacion en forma de diagrama de
las concentraciones adicionadas y encontradas para las
muestras analizadas como validacion del método
propuesto. Se observa una adecuada concordancia entre
las concentraciones adicionadas y las calculadas para
todos los analitos.
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Tabla VII1.21.- Concentraciones adicionadas y porcentajes de recuperacion obtenidos en el

analisis de muestras de orina fortificada sin diluir.

CREA CAR NEO MTX 1ISO BIO
Afadido Afadido Afadido Anadido Afadido Afadido 9% Rec*
gmL? | % Rec* | ngmL™ [ % Rec* | ngmL? | % Rec* | ngmL™? | % Rec* | ngmL™? | % Rec* | ngmL? | 7°
103.6 103.8 115.0 94.9 96.8 96.8
1250 | (+135) | 3475 | @37) | 3375 | @57) | 1250 | @27) | 2875 | (#5.4) 625 | (@*2.1)
96.9 98.5 96.0 95.7 93.6 84.1
2500 | («3.7) 700 (+1.1) 630 #45) | 2500 | (¢3.5) 600 (#3.0) | 1400 |(8.9)
103.4 100.1 110.2 88.8 107.2 89.2
2500 | (£6.8) 1260 (£1.9) 1380 | @6.1) | 7500 | (x1.0) 1020 | (+1.9) 1750 | (x12.4)
104.4 935 101.0 83.6 96.5 100.2
5000 | (+36) | 1260 | (+6.3) | 1380 | (x48) | 7600 | (x1.0) | 1020 | (07) | 1825 |(@28.7)
101.7 90.8 110.6 99.7 97.0 104.9
10000 | (+1.0) | 2030 | (x26) | 2760 | @2.7) | 15000 | (x1.6) | 2400 | (x0.8) | 3650 |(25.4)
99.7 97.0 111.3 90.0 99.1 97.2
15000 | (+0.3) | 3500 | (*05) | 4500 | (¢3.6) | 25000 | (x7.7) | 4500 | (x26) | 4500 |(23.4)

* valor medio de 3 determinaciones.
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Pterin-6-carboxi (CAR)
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Isoxantopterin (ISO)
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Figura VINL37.- Representacion de las
concentraciones adicionadas y encontradas para cada

uno de los compuestos.
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Conclusiones

1- Se ponen a punto tres métodos
espectrofotométricos con diferente tratamiento de los
datos analiticos, para la determinacion de las mezclas
triamtereno-acido folinico y metotrexato-acido folinico
en fluidos biolégicos (orina y suero humano). El
primero de ellos consiste en la aplicacion de la técnica
de espectrofotometria de derivada, haciendo uso de los
espectros derivados para resolver ambas mezclas. El
segundo y tercer método espectrofotométrico consiste
en la aplicacion de métodos de calibracion
multivariante, concretamente aplicamos los algoritmos
PLS (Partial Least Squares) y HLA (Hybrid Linear
Analysis) los cuales utilizan el espectro completo de

absorcion de la mezcla de analitos.

2.- Observamos como se obtienen resultados mas
satisfactorios mediante la aplicacion de métodos de
andlisis multivariante que mediante la técnica de
espectros derivados. También comprobamos que dentro
los métodos de calibracion multivariante aplicados, se
obtienen resultados ligeramente mejores para los

parametros estadisticos mediante HLA que con PLS.

El concepto de sefial neta del analito (NAS),
utilizado en HLA, nos permite el calculo de los
parametros de calidad (selectividad, sensibilidad,
sensibilidad analitica y limites de deteccion) Utiles para

la comparacion de los métodos.
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Conclusiones

3.- El hecho de que los acidos folinico y folico
originan derivados altamente fluorescentes en presencia
de KMnOy en un corto periodo de tiempo nos permite
proponer métodos cinéticos fluorimétricos para la
determinacion de ambos analitos.

El acido folinico ha sido determinado en orina
mediante un método cinético convencional con
resultados satisfactorios. En cuanto al acido félico, dada
la elevada velocidad de la reaccion se ha hecho uso de
la técnica de flujo interrumpido para poder determinarlo

mediante métodos cinéticos.

4.- Mediante electroforesis capilar se resuelven
mezclas folatos y antifolatos, proponiéndose dos
metodos diferentes. En uno de ellos se resuelve la
mezcla formada por metotrexato, acido folinico y acido
folico, y el método propuesto se aplica a la
determinacion de estos analitos en orina con un paso
previo de extraccion en fase solida utilizando cartuchos

C-18 para la purificacion de la muestra.

En cuanto a la otra mezcla resuelta es la formada
por triamtereno, metotrexato y creatinina. La
determinacion de triamtereno y metotrexato se lleva a
cabo previa dilucion simple de la orina en agua (1:1) y
la creatinina, utilizada como patrén normalizador en el
andlisis de orina, se determina con una dilucion previa

de la orina en agua (1:25).
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Conclusiones

En ambos casos, fue necesario hacer uso del
método de adicion patron debido al efecto de matriz

generado por la orina en la condiciones de trabajo.

5.- Mediante cromatografia liquida, y utilizando dos
detectores en serie, uno fotométrico y otro fluorimétrico
se establece un método para la determinacion de
creatinina, acido folinico y algunas pteridinas
marcadoras de procesos patolégicos de proliferacion
celular, tales como é&cido pterin-6-carboxilico,
neopterin, xantopterin, isoxantopterin y biopterin, que
estan naturalmente presentes en la orina. Las  muestras
se someten previamente a un proceso de oxidacién con
I,/KI, en medio basico, llevandose a cabo la
cuantificacion de creatinina mediante el detector
fotométrico y el resto de los analitos mediante el

detector fluorimétrico.

6.- Utilizando un agente oxidante mas potente,
como es el KMnO, en medio ligeramente acido, se
propone un segundo método mediante cromatografia
liguida que permite la determinacion de creatinina,
metotrexato y las pteridinas marcadoras acido pterin-6-
carboxilico, neopterin, isoxantopterin y biopterin. Este
método se aplica con buenos resultados a la

determinacion de estos analitos en muestras de orina.
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