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RESUME:̂  
XI 

Entre l o s posibles neurotransmisores objeto de estudio 
actualmente, l a histamina, descubierta en t e j i d o nervioso en 
1945 por Kwiatkowsky , es uno sobre e l cual f a l t a todavía -• 
mucha información como por ejemplo e l conocer su metabolismo 
cerebral.. Las dificultades--analíticas, que presentan l a h i s t a 
mina y sus metaboldtos (sobre todo l a h i s t i d i n a y l a metil h i s 
t i d i n a ) así como l a f a l t a de una técnica l o suficientemente 
sensible y específica para poder valorar conjuntamente esta 
amina y sus metabolitos pueden e x p l i c a r esta laguna. 

Debido a l creciente interés en medicina y psiquiatría -
por l a determinación de estas sustancias, se ha abordado e l -
problema de l a valoración simultánea de l a histamina y sus -
metabolitos mediante técnicas de cromatografía de gases y — 
espectrometría de masas. 

Para obtener derivados cuya v o l a t i l i d a d sea adecuada — 
para su análisis por cromatografía de gases se han estudiado 
t r e s reacciones diferentes de formación de derivados de l a -
h i s t i d i n a , m e t i l h i s t i d i n a , histamina, m e t i l histamina, ácidos 
imidazol acético y m e t i l imidazol acético con tres t i p o s de 
reac t i v o s : primero fue e l r e a c t i v o de metilación BCl,/metanol 
con e l cual no se obtuvieron resultados l o suficientemente po 
s i t i v o s como para p e r m i t i r su p o s t e r i o r utilización. La según 
da clase de reactivo fue e l r e a c t i v o de sililación formado -
por l a mezcla BSA/TMCS ya que resultó- ser e l , más adecuad© — 
para s i l i l a r l a s 2 aminas y l o s 2 ácidos. No pudimos obtener 
resultados s a t i s f a c t o r i o s con l o s dos aminoácidos. En e l t e r ­
cer grupo se u t i l i z a r o n t r e s r e a c t i v o s diferentes con e l f i n 
de comprobar l o s resultados y l o s mecanismos de reacción que 
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llevaban a l a acilación d i r e c t a de l a h i s t i d i n a y l a metil 
h i s t i d i n a s i n necesidad p r e v i a de una esterificación del -
grupo carboxilo por t r a t a r s e de una reacción o r i g i n a l y ser 
e l mecanismo muy p e c u l i a r . Los t r e s reactivos anhídridos pen 
tafluoropropiónico, heptafluorobutírico y trifluoroacético, 
condujeron a l a formación de derivados si m i l a r e s tanto para 
l o s aminoácidos como para l a s aminas. 

Para todos estos derivados, se estudiaron l a s condicÍ£ 
nes óptimas de reacción y de cromatografía para su obtención 
en forma de un p e r f i l en e l cual l a s diferentes sustancias 
se obtienen correctamente separadas, así como l a s cantida­
des mínimas cu a n t i f l o a b l e s con \in detector de ionización -
por llama. 

La elucidación de l a estructura de todos estos deriva 
dos se realizó por l a técnica combinada de CG-EM. A p a r t i r 
de esta información, se pudo e x p l i c a r l o s mecanismos de s i 
lilación y de acilación de l a s diferentes sustancias y po­
ner de r e l i e v e l a importancia d el carácter básico d e l núcleo 
imidazol. 

La comparación de l a s condiciones de formación, estab_i 
l i d a d , análisis de estos derivados y de l a s abundancias de 
sus fragmentos observados en l o s espectros realizados nos -
condujo a e l e g i r l o s derivados heptafluorobutirados como — 
más aptos para e l análisis por cromatografía de gases y r e ­
g i s t r o s e l e c t i v o de iones de l a h i s t i d i n a , m etil h i s t i d i n a , 
histamina y m e t i l histamina. 
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Por otra parte, e l estudio detallado de l o s datos de 
espectrometría de masas de l o s compuestos estudiados j de 
sus derivados sintetizados ha permitido obtener mucha i n ­
formación sobre los mecanismos de fragmentación de l a — 
histamina j compuestos relacionados. E l i n i c i o de a p l i c a ­
ción de este método de análisis a l estudio de muestras — 
biológicas no se pudo continuar por no haberse podido s o l 
ventar de forma s a t i s f a c t o r i a l o s problemias analíticos en 
centrados en nuestro sistema de CG-EM, 
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IITTERES NEUEOQUIMICO DE LA HISTAMETA Y SUS METABOLITOS 

La potente a c t i v i d a d que l a histamina ha demos­
trado, tener sobre, divergas preparaciones biológicas,.ha,- . 
hecho r e f l e x i o n a r sobre l a s posibles funciones que podría 
desempeñar en e l organismo. E l uso conjunto de técnicas -
neuroquímicas, neurohistológicas j neurofarmacológicas, -
ha permitido elaborar e l concepto importante de que multi 
pies sustancias químicas desempeñan e l papel de neurotran_s 
misores cerebrales. Para l a histamina, algunas observaci_o 
nes preliminares como l a constatación de un reparto regio 
n a l heterogéneo o e l r e g i s t r o de modificaciones e l e c t r o -
fisiológicas inducidas por su aplicación (ver revisiones 
de Green (59)íBoissier(18),Snyder j Taylor(159) eran espe 
ranzadoras. De hecho, l o s trabajos realizados durante es-r 
tos últimos años han reforzado progresivamente esta hipóte 
s i s , precisando l a s l o c a l i z a c i o n e s y l o s mecanismos de — 
lo s procesos que permiten su síntesis, almacenamiento, l i 
beración y acción. También, se ha empezado a i d e n t i f i c a r 
un sistema neuronal histaminérgico que presenta s i m i l i t u ­
des con l o s sistemas monoaminérgicos. 

Se ha ido elaborando una noción algo imprevis­
t a a p a r t i r de estas investigaciones; l a ex i s t e n c i a de -
un segundo compartimiento de l a amina, extraneuronal y -
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probablemente l o c a l i z a d o en l o s mastocitos cerebrales. 

A s i , l a histamina presenta a l a vez numerosas 
si m i l i t u d e s . 7 caracteres o r i g i n a l e s en relación con otros 
posibles mediadores d e l sistema nervioso c e n t r a l . Los — 
estudios sobre l a histamina sólo se han multiplicado — 
después de l a puesta a punto de lo s métodos de f l u o r e s ­
cencia (I5¿{.)y enzimático - isotópico (156)ya que a p a r t i r 
de e l l o se ha podido abordar e l problema de l a presencia, 
n i v e l e s y papel de l a histamina cerebral. 

Los c r i t e r i o s que c a l i f i c a n una determinada sus 
t a n c i a como un neurotransmisor son múltiples y aunque l a 
histamina cumple con muchos de ellos,quedan por el u c i d a r 
aquellos aspectos que necesitan de técnicas más específi 
cas y más sensibles, como l a cromatografía de gases y -
espectrometría de masas, exfcensibles a l análisis, no •— 
sólo de l a histamina, sino de sus metabolitos. Yarios -
autores han revisado recientemente l o s resultados obte­
nidos en este campo (19,147,146), presentándose a c o n t i 
nuación l o s resultados más importantes. 

I . l . l . - BIOSETTESIS DE LA lilSTAMIHA CEREBRAL 

Se conoce desde hace mucho tiempo l a e x i s t e n c i a 
de l a histamina en e l sistema nervioso cerebral de l o s -
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mam£feros(59,158). I'o obstante, es s6lo desde estos últi 
mos años que se ha elucidado e l origen de l a histamina -
cerebral; l a puesta a punto de un método simple j r e l a t i 
jámente sensible(144)ha permitido demostrar que esta ami 
'na-'sê ' sint-etiz'a" in'-situ por decarboxil-ac-i6n de l a - h i s t i ­
dina. La eliminación d e l gnipo a-carboxilo es c a t a l i z a ­
da por e l enzima L - h i s t i d i n a decarboxilasa (EC.4.1.1.22) 
cuya e s p e c i f i c i d a d es a l t a , ya que puede aceptar única­
mente dos aminoácidos. Xa L - h i s t i d i n a y l a L-1,4 m e t i l 
histidina(148),como sustratos. E l enzima no se encuentra 
saturado en condiciones normales, por l o que l a s fluctúa 
clones del n i v e l plasmático de h i s t i d i n a afectaran l a -
síntesis de histamina cerebral(146,169) • E l mecanismo 
de decarboxilación de l a h i s t i d i n a queda representado 
en l a f i g u r a 1 . La distribución subcelular de l a h i s t d 
dina decarboxilasa es similaír a l a de l o s enzimas respon 
sables de l a biosíntesis de otros posibles neurotransmi-
sores (2). 

I.I.2.- DISTRIBUCICIT CEREBRAL DE LA HISTAMETA 

1.1.2.1.- DISTRIBUCiai REGIONAL 

E l reparto r e g i o n a l de l a histamina c e r e b r a l 
ha sido estudiado en numerosas especies animales (16) y 



Figura 1.- Esquema d e l mecanismo de 
h i s t i d i n a . 

descarboxilación de l a 
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TABLA I 

REPARTO REGIONAL DE LA HISTAMETA EN EL CEREBRO DE RATA 

REGIÓN HISTAMETA 
(ng/mg de proteínas) 

Cerebelo •0,25 •o',ói 
Tronco cerebral 0,30 0,02 

Mesencéfalo 0,53 0,04 
Hipotálamo 
núcleo supraquiasmático 6 ,3 0,9 
núcleo p e r i v e n t r i c u l a r 3,7 0,4 
núcleo supraéptico 5,0 0,6 
núcleo hipotalámico a n t e r i o r 3,5 0,8 
haz mediano del t e l e n c i f a l o 2,7 0,5 
núcleo arqueado 6 ,2 0,7 
núcleo ventromediano 3,6 0,8 
núcleo dorsomediano 4 , 0 0,5 
núcleo hipotalámico p o s t e r i o r 4,6 0,7 
núcleo premamilar dorsal 3,9 0,5 
núcleo premamilar v e n t r a l 8,1 0,8 
cuerpos mamilares 4 ,5 0,7 
eminencia media 17,8 2,2 

Hipocampo 0,49 0,05 
Cuerpos Estriados 0,61 0,05 
Cortex 0,42 0,03 

Datos de M.J. Brownstein e l a l (23) 
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en e l hombre(103). A l i g u a l que e l de otras aminas cerebra 
l e s t a l e s como l a a c e t i l c o l i n a , dopamina, noradrenalina o 
serotonina(16B), e l reparto de l a histamina en l a s d i s t i n 
tas regiones cerebrales.no es uniforme (59,1^9)' 

E l cerebro y e l tronco cerebral son l a s r e g i o ­
nes más pobres en histamina, mientras que respecto a l — 
hipotálamo, que es l a región más r i c a , como se puede ver 
en l a Tabla 1 , pg.6 , e l mesencéfalo, e l hipocampo, los 
cuerpos estriados y e l cortes presentan conceni;raciones 
intermedias. 

E l estudio d e l contenido en histamina de l o s dífe 
rentes niScleos del hipotálamo, ha podido seír realizado (105) 
(168)en v a r i a s especies. S i se excluye a l a eminencia — 
media -debido a que l a mayor parte de l a histamina que -
contiene se l o c a l i z a probablemente en mastocitos-, cons­
tatamos que e l núcleo p r e l i m i n a r - e l más r i c o en h i s t a ­
mina- tiene tina concentración 30 veces superior' a l a del 
cerebelo. 

1.1.2.2.- BISTRIBUCIOü CELULAR Y SUBCELULAR 

En e l cerebro, una parte de l a , histamina endó 
gena ha podido ser l o c a l i z a d a en un compartimiento no -

./. 

http://cerebrales.no


8 

neural, que se ha i d e n t i f i c a d o como l o s mastocitos o 
células cebadas ( '79,96,156.) . Estas células se encuen 
tra n en zonas características d e l cerebro. Por e l contra 
r i o , otras regiones que contienen concentraciones eleva 
•das de histamina se h a l l a n desprovistas de mastocitos. 
Todos estos resultados indican una doble distribución -
cerebral para l a histamina. 

Los estudios de localización subcelular de l a 
amina indican que esta se encuentra en l a fracción que 
contiene l a s terminaciones nerviosas, separadas de l o s 
axones en e l proceso de homogenización: l o s denominados 
"sinaptosomas" (34), 

También se ha caracterizado un segundo*, com­
partimiento subcelular para l a histamina, relacionado 
con l a presencia de mastocitos en e l cerebro. 

I . I . 3 . - LA DETAMICA DE LA HISTAMBIA CEREBRAL 

La demostración de que una sustancia puede ac­
tuar como neurotransmisor en e l sistema nervioso c e n t r a l 
exige l a comprobación de una s e r i e de características, 
t a l e s como: 

./. 
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a) que dicha sustancia se l i b e r a de l a s terminaciones ner 
viosas cuando estas son estimuladas adecuadamente. 

b) que aplicada, mediante técnicas de microiontoforesis, 
a neuronas^ .provoca-una respuesta electrofisiolégica -
especifica.- • 

c) que actúa sobre receptores específicos provocando una 
respuesta fisiolégica. 

d) que p a r t i c i p a en l a s respuestas d el sistema nervioso, 
actuando de alguna manera sobre e l comportamiento, j 

e) que existen mecanismos adecuados en e l sistema nervi£ 
so capaces de interrumpir l a acción d e l neurotransmi-
sor, t a l e s como su recaptacién o catabolismo y que e l 
transmisor sufre un recambio o "tumover", a una vel£ 
cidad adecuada a su función. 

Todos estos puntos son actualmente objeto de num£ 
rosas investigaciones. No obstante, l o s datos que se van 
publicando son muchas veces c o n t r a d i c t o r i o s o incomple­
t o s . 

Taylor y Snyder han mostrado que l a liberación 
de histamina cerebral depende de l a l i b r e presencia de -
iones Ca^tl70) ? pe^ro no pudieron demostrar a l i g u a l que 
e l grupo de Schwartz (125)que l a liberación de histamina 
cerebral estimulaba su síntesis. 

./. 
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.CH2_CH<^ 
CO¿H 

H i s t i d i n a . ^CH2_GHa_NH¡. • 
I ~| .. .. 

[H.D; 
V. ^COz M e t i l h i s t i d i n a 
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CH^-COeH 
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acético 

Fipiura 2.- Vías del metabolismo de l a histamina en l o s 
t e j i d o s periféricos. 
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Tampoco se ha elucidado l a naturaleza de l o s 
receptores, posiblemente proteínas constituyentes de 
l a membrana pos t - s i n a p t i c a . 

Ampliaremos más • el-último punto (.e). ya que .-
e l trabajo aqui presentado intenta c o n t r i b u i r a su ~ 
comprobación.' 

Desde l o s trabajos de Schayer se sabe que e l 
catabolismo de l a histamina tiene lugar en l o s t e j i d o s 
periféricos según dos vías p r i n c i p a l e s ( c f . f i g 2 ) . -

La importancia de cada una de l a s dos vías varía no — 
solamente en función de l a especie animal estudiada — 
sino también en función del órgano considerado (130) . 

Además, l o s datos publicados sobre l a participación de 
cada una de estas rutas en e l catabolismo de l a h i s t a ­
mina cerebral son c o n t r a d i c t o r i o s . 

Tanto Burkard como vEeilly, no encuentran n i n 
guna a c t i v i d a d diaminooxidásica (DAO) en e l cerebro de 
r a t a y de otros mamíferos (28,130). Por otra parte, -
Snyder y col . (157 ) describen que l a mayor parte de l a 
^ H-histamina inyectada en e l ventrículo l a t e r a l de ce 
rebro de r a t a se recupera en forma de ácido imidazol 
acético - ^ H . Schwartz y c o l . , en un trabajo s i m i l a r (145) 
pero disminuyendo l a s cantidades de H-histamina i n y e c t a 

./. 
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da (30 ng en lugar de 250 ng) encuentran l a - m e t i l 
histamina como p r i n c i p a l metabolito y e l ácido m e t i l 
imidazol acético % como metabolito desaminado por 
acción de una monoamin o oxidasa (MO) . Dismukes re 
cientemente confirma que l a transmetilación es l a 
vía mayoritaria del-'catabolismo en e l cerebro de -
r a t a . 

La importancia de l a transmetilación de l a 
histamina c e r e b r a l , su posible relación con l a s reac 
clones s i m i l a r e s d e s c r i t a s para otras aminas neurotran 
miseras y su implicación en l a etiología de l a esquí. 
zofr e n i a ha sido d i s c u t i d a recientemente por 
Schwartz. (14?) 

I . 2 . - DIFICULTADES QUE PRESENTA LA LETERMIHAGIOrI AI-IALI-
TICA DE LA HISTAMINA, SU PRECURSOR Y SUS QATABOLI-
TOS. 

La situación anteriormente d e s c r i t a en r e l a ­
ción con e l estudio d e l metabolismo de l a histamina, — 
presenta v a r i o s puntos c o n t r a d i c t o r i o s ; en e l cerebro 
no se ha podido determinar todavía con exactitud cuál 
es l a vía p r i n c i p a l de catabolismo de l a histamina, n i 

/ 
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l a participación de otras vías. Por otra parte, como — 
hemos señalado, Schwartz describe l a formación de m e t i l 
histamina a p a r t i r de m e t i l h i s t i d i n a . lio obstante, hasta 
ahora, según nuestros conocimientos, no se ha podido a t r i 
b u i r a este aminoácido un papel específico. 

Todos estos puntos osc\iros sobre e l metabolismo 
de una amina cuya presencia en e l sistema nervioso cen­
t r a l es conocida desde e l año l^^•3(^01) ^ vienen ligados 
a l a s d i f i c u l t a d e s existentes para e l análisis tanto de 
l a h i s t i d i n a y me t i l h i s t i d i n a como de lo s metabolitos de 
l a histamina. 

Varios hechos d i f i c u l t a n su determinación: 

a) I n e s t a b i l i d a d química de l o s compuestos men 
clonados. 

b) S i m i l i t u d e s estructurales y de comportamiento 
químico de lo s compuestos pertenecientes a 
este grupo. 

c) Bajas concentraciones de estos compuestos 
en t e j i d o s y f l u i d o s biológicos. 

d) Elevada complejidad de l a s muestras a anali­
zar. 

La primera de l a s características generales 
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de estos compuestos es consecuencia de l a elevada pola­
r i d a d y re a c t i v i d a d de las mismas, l o que conduce a l a 
existencia de adsorciones y/o degradaciones durante t_o 
do e l proceso analítico. 

E l interés para l a determinación conjunta de 
todas l a s sustancias presentes en l a f i g u r a 5 , de gran 
s i m i l i t u d e s t r u c t u r a l , obliga a l desarrollo de un mét£ 
do analítico altamente específico y a l a vez uni v e r s a l 
dado e l número de sustancias a determinar y e l d i s t i n t o 
carácter ácido-básico de l a s mismas. 

Sin embargo, quizás l o s dos factores l i m i t a n -
tantes en e l análisis de estas sustancias sean l o s ex­
puestos en l o s párrafos c) y d) respecto a l a s bajas 
concentraciones existentes en l o s diversos t e j i d o s y 
f l u i d o s biológicos y por otra parte l a elevada comple­
j i d a d de estos f l u i d o s . 

Debido a esto, cualquier intento de estudiar 
conjuntamente estos metabolitos supone disponer de l a 
capacidad analítica necesaria para poder d i f e r e n c i a r l o s 
entre centenares de otras sustancias af i n e s : por ejem­
plo, en orina humana, procedentes de individuos sanos, 
se han i d e n t i f i c a d o , hasta e l momento, más de 7OO com 
puestos ( 88) y es evidente que e l problema es mucho -
más complejo cuando se pasa a un homogenado cer e b r a l . 
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F i g u r a 3»- Productos d e l catabolismo' de l a h is tamina en l o s 
mamíferos. 
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Otro factor importante para este ti p o de análisis es e l 
tamaño de l a muestra. La mayoría de l o s autores evalúan 
e l n i v e l de histamina para un cerebro entero de rata en 
unos 100 ng (.LIO"!^ g) . Ante esta cantidad, es evidente 
que hay que emplear métodos altamente sensibles para e l 
estudio de estas sustancias. 

PROPIEDADES FISICOQUÍMICAS DE LA HISTAMINA Y SUS 
METABOLITOS. 

E l d e s a r r o l l o de un método de análisis para e l 
estudio del metabolismo de l a histamina, debido a l a s l i ­
mitaciones e inconvenientes de l a s técnicas des c r i t a s en 
l a bibliografía, t a l como se pone de manifiesto en l a -
revisión que se expone seguidamente, ha necesitado pre­
viamente e l estudio de l a s propiedades fisicoquímicas de 
estas sustancias,sobre todo de l a histamina ya que ha — 
sido más estudiada y presenta mayores d i f i c u l t a d e s de -
análisis por cromatografía de gases. 

En relación con l a s estructuras químicas r e ­
presentadas en l a f i g u r a 4, estas sustancias tienen dos 
características estructurales en común: 

- l a e x i s t e n c i a de un núcleo aromático imida­
z o l . 
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Figura 4-.- E q u i l i b r i o existente entre l a s formas iónicas y 
tantómeras de l a histamina. 
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- l a presencia de una cadena alifática l i n e a l 
de l o n g i t u d v a r i a b l e polar. 

E l pK d e l grupo ^2 primario de l a histamina es 
de 9,7 mientras que e l del grupo amino d e l núcleo es de -
5 , 9 . A pH fisiológico estas aminas se encuentran en forma 
fuertemente ionizada (96-97/0 PÔ ? fijación de protones a 
l o s grupos amino y, sólo a pH a l c a l i n o existen como bases 
l i b r e s . 

Basándose en l a resonancia entre l o s dobles en 
laces d e l a n i l l o imidazólico, Richards j col . ( 1 3 3 í a a n es­
tudiado l a s formas tautomeras de l a histamina y l a i n f l u e n 
c i a del agua sobre e l l a : ( c f . f i g 4 ) . Consideran que l a 
forma X prevalece para l a histamina ionizada, pero que no 
exis t e ninguna forma preferente para l a histamina base. 
Esto es debido a l a mayor i n f l u e n c i a que t i e n e e l agua 
sobre él monocation en comparación con l a base s i n carga. 

Sin embargo, l a s d i f e r e n c i a s en l a s técnicas de 
estudio y cálculo aplicadas dan lugar a resultados confu­
sos y en ocasiones c o n t r a d i c t o r i o s , de modo que e l prohije 
ma del tantomerismo de l a histamina no está definitivamente 
r e s u e l t o . 

La cadena aminoetil l a t e r a l de l a histamina pue 
de tener dos conformaciones posibles repecto a l a n i l l o : 
extendida y plegada, y según l a conformación adoptada — 
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l a d i s t a n c i a que separa l o s á.toinos de M de l a cadena y 
del a n i l l o es d i s t i n t a con l o cual varía también l a — 
rea c t i v i d a d de l a molécula ( 4 ) . E l interés por i n t e r ­
pretar l a s acciones de l a histamina en función de l a s 
interacciones amina-receptor a n i v e l molecular, ha pro 
vocado l a realización de gran número de trabajos teóri 
eos y experimentales ( 38,100,126), con e l obje­
to de d i l u c i d a r cual de l a s dos conformaciones (exten 
dida o plegada) es l a p r e f e r i d a . Los resultados de — 
estos estudios no son muy concluyentes, l o que hace -
necesario nuevos trabajos para conseguir l a c l a r i f i ­
cación de este problema. Se ha descrito l a ex i s t e n c i a 
de, por l o menos, dos ti p o s de receptores de l a h i s t a 
mina (H-j_ y H2) ( 13) que dan l u g a r , a l ser activados por 
l a amina, a efectos fisiológicos d i s t i n t o s . Como se ha 
indicado anteriormente, l a e x i s t e n c i a de formas tautó 
meras, l a s conformaciones que puede presentar l a cad£ 
na l a t e r a l y l o s d i s t i n t o grados de ionización, deter 
minan que l a molécula de HM pueda adoptar diversas estructu 
r a s , l o que explicaría su p o s i b i l i d a d de interacción -
con receptores d i s t i n t o s ( 3 )• 

La HM y sus metabolitos pueden formar comple 
jos de coordinación con varios iones metálicos ( Cu, -
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Zn,Co,As, etc.) (15,107,114,115 y 167) • La estruc­
tura j e s t a b i l i d a d de estos complejos varían según l a s 
condiciones de formación de lo s mismos.-Se ha descrito 
también l a formación de complejos de transferencia de 
carga con diversas moléculas de interés biológico — 
(167). Aunque está bien establecida l a importancia de 
l a s reacciones de complejidad en diversos sistemas — 
(como ocurre por ejemplo para numerosas proteínas en-
zimáticas) , l a ex i s t e n c i a y posible significación bi_o 
lógica de t a l e s complejos en e l caso de l a HM es prác­
ticamente desconocida. 

REVISIÓN DE LOS T-IETODOS DESCRITOS PARA EL ANÁLI­
SIS DE LA HISTAMINA Y SUS METABOLITOS. • 

La presencia en l o s materiales biológicos y 
de modo especial en e l t e j i d o nervioso, de un elevado 
número de compuestos, l a carencia de métodos totalmen 
te específicos para l a determinación c u a n t i t a t i v a de l a 
histamina y sus metabolitos, a s i como l a s bajas concen 
traciones en que se encuentran en determinados t e j i d o s , 
ha limitado notablemente l o s estudios bioquímicos y -
fisiológicos sobre estos compuestos. 
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La d i f i c u l t a d para v a l o r a r l o s directamente en 
los t e j i d o s y líquidos biológicos, a causa de l a existen 
c i a de sustancias i n t e r f e r e n t e s , ha determinado en gene­
r a l , l a necesidad de efectuar una extracción y/o p u r i f i c a 
ción, previas a su cuantificación. 

A l o largo del tiempo, se han desarrollado nu 
morosas técnicas conducentes a l a eliminación de l o s — 
contaminantes aumentando así l a e s p e c i f i c i d a d de l a té£ 
n i c a . 

Debido a l a ausencia de xina técnica para l a 
valoración conjunta de l a histamina y sus metabolitos, 
nos limitaremos a dar una revisión de l a s técnicas de 
valoración de estas sustancias. Las p r i n c i p a l e s técni 
cas de análisis se pueden c l a s i f i c a r en cuatro grupos: 

1.4.1. - Métodos biológicos. 
1.4.2. - Métodos químicos. 
1.4.3. - Métodos isotópicos. 
1.4.4. - Métodos cromatográficos. 

Los dos primeros métodos permiten valorar — 
únicamente l a histamina. E l tercero permite d o s i f i c a r 
l a m e t i l histamina formada a p a r t i r de l a inyección -

./. 
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de histamina marcada. Los métodos cromatográficos permi 
ten e l análisis conjxinto de va r i a s sustancias. 

1 .4 . 1 . - Métodos biológicos. 

Todas estas técnicas se basan en l a propiedad 
que tiene l a histamina de contraer e l músculo l i s o . La 
amplitud de esta concentracién es proporcional a l loga­
ritmo de l a concentracién de histamina presente en e l 
medio. E l ileén de cobayo proporciona los mejores r e s u l 
tados (28). Para e l l o se u t i l i z a n principalmente dos — 
técnicas: 

3-) Técnica de perfusión 

Es l a más antigua. Se sumerge e l órgano al t e r n a 
tivamente en soluciones fisiológicas de concentración -
desconocida en histamina y en soluciones que contienen 
concentraciones v a r i a b l e s y conocidas de l a amina. La 
determinación de l a histamina se hace por comparación 
de l a s respuestas obtenidas. 

b) Técnica de superfusión 

Después de una desproteinización del t e j i d o y 
de una purificación de l a amina, se hacen f l u i r l os — 
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líquidos a valorar y l a s disoluciones estandard sobre e l 
órgano dispuesto en tina cámara termostatada (34). La dje 
terminación de l a histamina se hace también por compa­
ración de l a s respuestas obtenidas. E l p r i n c i p a l incon 
veniente de l o s métodos biológicos es que no son esp_e 
cíficos, por l o que pueden ser afectados, a pesar de -
una purificación pre v i a , por l a presencia de otras sus 
t a n d a s biológicamente activas. 

A pesar de e l l o y de l a aparición de otras -
técnicas, l o s métodos biológicos no han sido totalmen 
te desplazados. 

1 . 4 . 2 . - MÉTODOS' QUÍMICOS 

Todos e l l o s implican l a formación de derivados 
coloreados (diazo derivados' o derivados d e l dinitroflu£ 
robenceno) o de derivados fluorescentes por condensa­
ción con e l o-ftalaldehido (OPT). 

a) Métodos colorimétricos 

No se emplean actualmente debido a su f a l t a de 
e s p e c i f i c i d a d , a l a i n e s t a b i l i d a d de l o s productos forma 

./. 
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dos y a su f a l t a de s e n s i b i l i d a d . 

En p r i n c i p i o exigían l a formación de productos 
coloreados por condensación del núcleo imidazol con l a 
p - n i t r o a n i l i n a o con e l dinitrofluorobenceno (51) (81) • 

b) Métodos espectrofluorimétricos 

En 1959i Shore j a l (154)propusieron una técni 
ca espectrofluorimétrica para l a valoración de l a h i s ­
tamina. Según este método l a amina se condensa en medio 
a l c a l i n o con e l o-ftalaldehido (OPT) dando lugar a un 
compuesto cuya fluorescencia se e s t a b i l i z a en medio — 
ácido. Sin embargo, l o s resultados obtenidos por estos 
autores dan unos n i v e l e s cerebrales de histamina cinco 
veces más elevados que lo s d e s c r i t o s por C a r l i n i y (3-reen 
(1965) después de un análisis biológico específico, mien 
t r a s que Kremzner y P f e i f f e r (1956) (99) J Michaelsson y 
Coffman (1967)(112), demostraron que l a espermidina,' de 
una concentración cerebral i g u a l a quinientas veces l a 
de l a histamina interfería en l a valoración fluorimétri_ 
ca. 

una modificación de esta técnica por introduc 
ción de una purificación pr e v i a de l a histamina (111,113) 

permitió finalmente una medida correcta de l a histamina. 
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I.^-.3.- MÉTODOS ISOTÓPICOS 

a) Métodos de Schayer (141) 

Se incuban l a s muestras con h i s t i d i n a marcada. 
La reacción se f i n a l i z a por adición de ácido perclórico 
0.6H. La histamina formada se extrae con una mezcla — 
butanol/cloroformo (2:1). Después de l a formación de -
c r i s t a l e s de dibenceno s u l f o n i l histamina, estos se d i 
suelven en ima mezcla de contaje y se leen en un conta 
dor de cente l l e o . 

b) Método de lüíalson, Rosenberg j Th\mberg (86) 

Este método es una variante del método descrit o 
por Schayer. Se forma igualmente histamina marcada a par 
t i r de una incubación con h i s t i d i n a marcada. Después de 
una purificación mediante una columna Dowex 50 W-X¿^, se 
forma e l derivado de l a histamina con e l cloruro de pin 
s i l o . Los c r i s t a l e s obtenidos se r e c r i s t a l i z a n r e p r e t i -
das veces hasta obtener una r a d i o a c t i v i d a d constante. 

c) Método isotópico enzimático de Snyder. 

Desde que en 1966 Snyder describió este método 

/ 
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por primera vez, numerosas modificaciones han permitido 
rebajar l o s límites de detección de l a histamina de 20 

nanogramos hasta 0 , 0 2 nanogramos (156,158). 

E l método se basa en l a formación de un derj. 
vado marcado de l a histamina - l a metil-histamina- por 
incubación de l a histamina con S-adenosil metionina t r i 
t i a d a en e l grupo metilo, en presencia d e l enzima imida 
z o l N-metil transferada. La reacción se f i n a l i z a por adi 
ción de NaOH IN y, l a m e t i l histamina se extrae con cl£ 
reformo. La r a d i o a c t i v i d a d de l a s muestras se mide en 
•un contador de cent e l l e o . 

I.».4-.- rCETODOS CROMTOGRAglCOS 

Diferentes técnicas de cromatografía han sido 
puestas a punto para e l estudio del metabolismo de l a 
histamina; l a s primeras, basadas en l a cromatografía en 
papel ( 5 7 ' , 7 0 ) han sido s u s t i t u i d a s progresivamente por 
l o s métodos de capa f i n a ( 65,14-5) que ofrecen l a s venta 
jas de una mayor rapidez y resolución así como una me­
j o r s e n s i b i l i d a d . 

Una descripción exhaustiva de todas l a s va­
ri a n t e s introducidas en cuanto a soportes, fases móviles 
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7 sistemas de detección así como Rfs descrito sobrepasa 
e l objeto de este trabajo por l o que se remite a l a b i ­
bliografía específica sobre e l tema (4,145 ). Destacare 
mos imicamente e l empleo generalizado de n i n h i d r i n a co­
mo reactivo de detección. Un trabajo reciente (52) a p l i 
ca l a cromatografía en plaza f i n a bidimensional a l estu 
dio del metabolismo cerebral de l a h i s t i d i n a . La revela 
ción de la s placas se r e a l i z a en varias etapas (primero 
a pH ácido y luego básico) empleando una solución de a l 
dehido o r t o f t a l i c o . Con este r e a c t i v o se forma un pro­
ducto fluorescente, se forma e l mismo fluor o f o r o de l a 
histamina para su análisis en plasma por cromatografía 
de a l t a presión (91) a pesar de que su estructura quede 
todavía por esclarecer. 

Pero este método permite únicamente c u a n t i f i c a r 
l a histamina ya que no se detectan con este método sus 
metabolitos. Se ha desarrollado otro método de cromato­
grafía de a l t a presión que emplea derivados de l a h i s t a 
mina y m e t i l histamina formados por reacción con e l c l o r u 
ro de dansilo ( CIDNS ) . Este r e a c t i v o se ha u t i l i z a d o 
ampliamente en l o s últimos años para e l análisis de aminas 
y aminoácidos. Los compuestos formados son en general e_s 
tables e intensamente fluorescentes, l o que l e s hace fá­
cilmente detectables. Pero, a pesar de su u t i l i d a d para 
i d e n t i f i c a r compuestos amínicos presentes en muy baja con 
centración, su aplicación r u t i n a r i a presenta inconvenien 

./ 
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te s , ya que varios derivados dausilados pueden tener 
idénticos o muy s i m i l a r e s . Esto obliga o a p u r i f i c a r más 
completamente l a muestra o a r e a l i z a r ima nueva cromat£ 
grafía con nuevos solventes, l o que complica l a técnica 
y hace más difícil su aplicación. 

La aplicación de l a cromatografía de gases a l 
estudio del metabolismo de l a histamina se ha intentado 
varios laboratorios pero hasta ahora, l o s resultados ob­
tenidos fueron mediocres debido a l o s problemas analíti­
cos encontrados. Las sustancias imidazólicas son i^iuy p_o 
l a r e s y por esto, presentan numerosos fenómenos de ad­
sorción, l o que se intentó suprimir bloqueando los gru 
pos polares por acción de diversos r e a c t i v o s : 

- Diazometano (17^ 

- B i s ( t r i m e t i l s i l i l ) t r i f l u o r o acetamida 
(BSTFA) (30) 

- Anhídrido trifluoroacético (TFA) (119 
- Diclorotetrafluoroacetona (DCTEA) (90) 

Los resultados no son convincentes ya que l a s 
sustancias siguen presentando problemas analíticos y ' 
por esto se separan mal en l a columna cromatográfica — 
(91) (62). 
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En l a primera parte de este capítulo» se ha puesto de 
r e l i e v e e l posible papel neurotransmisor de l a histamina en 
base a su estudio en t e j i d o cerebral por métodos de fl u o r o -
escencia j enzimatico-isotópico. A l an a l i z a r l o s trabajos de 
l a l i t e r a t u r a que intentan c a l i f i c a r esta amina de neurotran^ 
misor, se aprecian numerosas limitaciones ligadas a su meta 
bolismo debido sobre todo a l a f a l t a de una técnica l o sufi­
cientemente sensible y específica para poder r e a l i z a r e l — 
estudio. 

Dada l a importancia que tiene e l poder a n a l i z a r conjun 
tamenté l a histamina y sus metabolitos, e l objetivo p r i n c i ­
p a l de esta t e s i s se ha centrado en l a puesta a punto de un 
método de análisis por cromatografía de gases y espectrome­
tría de masas de l a h i s t i d i n a , m e t i l h i s t i d i n a , histamina, 
m e t i l histamina, acido imidazol acético y m e t i l imidazol — 
acético. 

Esto presupone en un primera etapa l a síntesis de deri. 
vados adecuados de estas sustancias de modo que posean bue­
nas propiedades cromatográficas en cuanto a v o l a t i l i d a d , po 
l a r i d a d y factores de respuesta. Para esto, se tiene que e^ 
tud i a r l a formación de estos derivados a p a r t i r de l a acción 
de l o s tres p r i n c i p a l e s grupos de re a c t i v o s : reactivos de -
metilación, sililación y acilación. En base a los resultados 
obtenidos, escogeremos e l t i p o de reacción más adecuado a — 
las sustancias estudiadas. 
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En una segunda etapa, se debe r e a l i z a r un estudio espec 
tr o m i t r i c o extensivo de l a estructura de los derivados sint£ 
tizados. A p a r t i r de este trabajo, será posible poner de r_e 
l l e v e l o s p r i n c i p a l e s mecanismos de fragmentación y seleccio 
nar así los fragmentos más característicos y abundantes de -
cada sustancia para su análisis por e l sistema de r e g i s t r o 
s e l e c t i v o de iones. 

Debido a l a s características de s e n s i b i l i d a d y especifi­
cidad de este detector, en una tercera etapa se podrá poner 
a punto un método de extracción simple (basado en l a s carac­
terísticas de adsorción de l a resina amberlita XAD-2) con l a 
idea de r e i i n i r y a n a l i z a r simultáneamente en una sola f r a c ­
ción los p r i n c i p a l e s compuestos implicados en l a vía metabóli 
ca de l a histamina. 

Es de suponer que previamente a l a aplicación de este 
método de análisis a l estudio d el metabolismo cerebral de 
l a histamina será necesario r e s o l v e r l o s problemas analíti­
cos ya referenciados en l a l i t e r a t u r a para l a h i s t i d i n a y l a 
histamina. 
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Capítulo I 
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1 . - MATERIALES Y MÉTODOS 

1 .1 . - Métodos generales 

Se describen de un forma general en este capítu 
l o l o s p r i n c i p i o s básicos de lo s métodos u t i l i z a d o s , j se 
ex p l i c i t a n l o s d e t a l l e s concretos r e l a t i v o s a su a p l i c a -
ci6n para l a realización de este trabajo en los aparta­
dos de "Métodos'̂  de cada capítulo. 

1 . 1 . 1 . - La cromatografía de gases 

La primera aplicación de ima técnica cromatográ 
f i c a se debe a Tsv/ett (173) en 1906 que utilizó xina colum­
na de aluminio para separar l o s pigmentos coloreados de 
la s hojas. Desde entonces, permaneció ignorada, hasta — 
que, en 1931 fue redescubierta por Kuhn ( 9 F ). Los prime 
ros en u t i l i z a r un gas como fase móvil en \ina separación 
cromatográfica fueron James y Martin (83) en 1952 para 
separar ácidos grasos de cadena corta. 

A p a r t i r de entonces, l a cromatografía de gas-
líquido o cromatografía de gases (CG) ha experimentado 
un desarrollo poco común como demuestran l a s cada vez — 
más numerosas publicaciones dedicadas a l tema. E x i s t e en 

./ 
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l a l i t e r a t u r a multitud de monografías sobre l a misma, — 
sus posibilidades analíticas, su instrumentación así — 
como resúmenes sobre su aplicación (46,47,53)• 

Esto se debe a su gran v e r s a t i l i d a d como téc­
n i c a analítica y a sus ventajas como t a l en cuanto a t a 
maño de muestra, s e n s i b i l i d a d , rapidez de análisis, eos 
to relativamente bago, etc. 

La cromatografía de gases es un método de aná­
l i s i s inmediato en el- cual l o s componentes de l a mezcla 
a separar se reparten entre dos fases, entre l a s que se 
establece una sucesión de e q u i l i b r i o s de disolución o de 
adsorción constantemente desplazados: xma de l a s fases 
es inmóvil, tiene una su p e r f i c i e específica muy grande -
es l a fase estacionaria- l a otra fase, móvil, c i r c u l a a 
través de l a fase estacionaria. 

La fase móvil es un gas; l a fase estacionaria 
es un líquido poco volátil. Así, según l a s característi­
cas del reparto de l a s sustancias introducidas en l a f a ­
se móvil, unas se quedarán más retenidas por l a fase es­
ta c i o n a r i a que otras. De esta forma, se obtendrá una se­
paración de l o s diversos componentes de l a mezcla. E l — 
grado de separación entre dos sustancias cualesquiera, 
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dependerá, por l o tanto, de sus r e l a t i v a s constantes de 
reparto entre ambas fases. 

Para una sustancia dada, e l e q u i l i b r i o de r e ­
parto existente entre l a s fases móvil j estacionaria — 
puede quedar alterado por diversas variables t a l e s como 
l a temperatura, e l f l u j o de gas portador y l a naturaleza 
de l a fase estacionaria. 

ELEMENTOS CONSTITUTIVOS DE UIT CROMATOGRAPO 

E l esquema de un cromatógrafo de gases está r e ­
presentado en l a f i g u r a 5. La parte esencial del aparato 
es l a columna D, que es un tubo de v i d r i o o de metal rell£ 
no de un adsorbente sólido o de un soporte inerte impreg­
nado de un líquido no volátil o también de una fase esta­
c i o n a r i a depositada sobre su pared interna (columnas capi 
l a r e s ) , y por e l cua l , c i r c u l a e l gas portador. La sepa­
ración se r e a l i z a en su i n t e r i o r . 

La columna está precedida de un sistema de inyec 
ción C. Este es un d i s p o s i t i v o que permite l a introducción 
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7 l a volatilización instantáneamente de l a muestra en l a 
corriente de gas portador. E l extremo de s a l i d a de l a co 
lumna se conecta a un detector, e l cual generalmente per 
mite medir una propiedad física del gas portador. Dicha 
propiedad se modifica ampliamente con l a presencia de — 
muy poca cantidad de l a sustancia a an a l i z a r . 

Todo e l l o está unido a un sistema electrónico 
que permite e l control j l a regulación de l a s temperatu­
ras de los recintos R que contiene " e l inyector, l a co-
l\imna y e l detector, así como l a ampliación y e l r e g i s ­
t r o de l a señal que suministra e l detector. 

1. - La fuente de gas portador A; 

Proporciona l a fase móvil. Los gases más u t i l i 
zados son: He, 112» necesario emplear un gas 
muy puro y que e l f l u j o sea constante para que los tiem 
pos de retención y l a s señales de l a mayoría de lo s de­
tectores sean reproducibles y s i g n i f i c a t i v o s . Por esto se 
dispone de un regulador de presión o f l u j o d el gas por­
tador (B). 

2. - E l inyector C: 

La muestra a a n a l i z a r se introduce y vaporiza 
en l a corriente de gas portador, l o más cerca posible de 
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l a entrada de l a columna para e v i t a r una difusión en l a 
fase gaseosa p e r j u d i c i a l para l a resolución de l a muestra. 
La temperatura de l a cámara de inyección debe ser s u f i c i e n 
tómente elevada para p e r m i t i r una vaporización rápida de 
l a muestra, pero no tanto que pueda provocar l a descompo 
sición térmica de l a misma. En general, se f i j a a una — 
temperatura ligeramente superior a l a de l a columna. 

Las cantidades inyectadas o s c i l a n entre 0,1 y 
2-3 p l en e l trabajo analítico normal. 

3.- La columna D: 

Es en l a columna donde se r e a l i z a l a separa­
ción de lo s componentes de l a muestra. La elección de 
sus dimensiones, naturaleza y c a l i d a d de su r e l l e n o es 
pues, muy importante. 

Las columnas que se emplean en CG son unos 
tubos de dimensiones y características muy diferentes 
(108).(Ver t a b l a 2 ), Las columnas analíticas clásicas 
son l a s más empleadas. Tienen un diámetro i n t e r i o r de 
2 a 4 mm. y una longitud de 50 cm. a 4- metros. Estas 
columnas están rellenadas con l a fase estacionaria, — 
f i j a d a de una forma finamente dispersa, proveyendo así 
una capa de interfase de gran s u p e r f i c i e . Para r e a l i ­
zar trabajos analíticos con muestras biológicas, se — 
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TABLA 2 

CARACTERÍSTICAS DE LAS COLUMNAS DE CROMJVTOGRAEIA DE GASES 
(MARTIRE D.E., 1968 (1Ó8) 

COLUMNAS 
CAPILARES 
CLASICAS 

COLUMNAS 
AlíALITICAS 
CLASICAS 

COLUMÍTAS 
PREPARA­
TIVAS 

Diámetro i n t e r i o r (mm] 0,1 a 0 , 5 2 a 6 6 a 500 

Longitud (m) 10 a 100 0 , 5 a 6 1 a 6 
2 

Permeabilidad (cm ) 10"^ a 10"^ 10-7 • 10-7 

A l t u r a equivalente 
a un plato teórico 
(mm) 0 , 2 a 1 0 , 5 a 2 1 a 5 
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u t i l i z a n coliunnas de v i d r i o , ya que quimicamente inertes 
y sus Plintos activos son fácilmente bloqueados por agen­
tes de silanización (Dimetilclorosilano o hexametildisi-
lazano) según l a reacción: 

I I 

- S i - O H pj r u CH3 
O + Si 1 , O ^ ^ ' ^ 

- S i - O H ^^^3 . s i - 0 ^ ^CH3 
' I I 

En 1958, Golay introdujo un nuevo t i p o de colum 
na, l a s columnas ca p i l a r e s . E l tubo, en este caso, está 
vacio y su supe r f i c i e interna se recubre de una delgada 
capa de fase estacionaria. E l interés de este t i p o de co­
lumna reside en su elevada e f i c a c i a , l i g a d a a su gran — 
permeabilidad permitiendo l a separación de muestras com­
p l e j a s ; en contrapartida, su capacidad de carga es muy 
pequeña, por l o que sólo permite l a inyección de cantida 
des reducidas de muestra.. 

E l relleno de l a columna en cromatografía Gas-
Líquido (CGL), está constituido por un soporte sólido, — 
impregnado de fase líquida poco volátil (columnas de r e -

./. 
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l l e n o ) , o bien, s6lo de fase líquida (columnas capilares 
clásicas). E l soporte sólido está constituido por gra­
nos porosos inertes que pueden impregnarse de una can­
t i d a d más o menos grande de fase líquida. Este soporte, 
debe ser esencialmente inerte frente a l a s sustancias 
inyectadas, tanto desde e l punto de v i s t a químico como 
del de l a adsorción específica. Los soportes más u t i l i ­
zados son l a s t i e r r a s de diatomeas (39) ( I 7 ) , l a s cua­
l e s están constituidas de sílice ( 9 0 ^ 0 , alimina (4^) y 
de óxido férrico ( 1 ,5/á) y se comercializan bajo e l nom­
bre de Sil-O-Cel o Chromosorb Gas Chrom. según l o s t r a ­
tamientos que han recib i d o . Las fases líquidas deben sati£ 
facer un cieirto número de condiciones, en p a r t i c u l a r , -
desde e l punto de v i s t a de su a c t i v i d a d química. Por 
ejemplo, a l a temperatura de análisis, l a fase debe ser 
líquida, estable y tener una presión de vapor baja. A s i 
mismo, tiene que ser un buen .disolvente de l o s compuestos 
que se analizan pero no deben dar. con ell Q s h i reacciones 
químicas i r r e v e r s i b l e s n i asociaciones r e v e r s i b l e s que 
tengan una cinética de transferencia l e n t a (darían l u ­
gar a una e f i c a c i a de columna muy baja). 

Se han descrito varios centenares de fases -
líquidas que se c l a s i f i c a n generalmente según su pola­
r i d a d . Por orden de polaridad creciente, tenemos: l o s 
aléanos, l a s aceites y grasas de s i l i c o n a , l a s amidas, 
l a s aminas, lo s p o l i e s t e r e s y l o s p o l i g l i c o l e s (17)» En 

./ 
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l a práctica, l a utilización de unas pocas es su f i c i e n t e 
para resolver l a mayoría de los problemas analíticos que 
se presentan en e l campo del análisis bioquímico. La — 
elección de l a fase estacionaria todavía es muy empírica 
pero, dada su importancia, es xm punto clave en l a cro­
matografía Gas-Líquido. 

4. - E l homo R; 

En cuyo i n t e r i o r se sitúa l a columna, debe poseer 
una buena regulación de temperatura. 

5 . - E l detector E; 

Es xxn elemento muy importante d e l cromatógrafo 
ya que es e l que a través de un sistema de r e g i s t r o , per 
mite v i s u a l i z a r l a composición del gas a l a s a l i d a de l a 
col-umna cromatográfica, i n d i c a r e l instante de s a l i d a de 
l o s compuestos inyectados, v e r i f i c a r s i l a separación 
deseada se ha obtenido con xma. resolución s u f i c i e n t e y -
efectuar l a dosificación de l o s constituyentes de l a meẑ  
cía a an a l i z a r . 

Algunos detectores trabajan por comparación de 
l a s propiedades del gas portador puro y d e l gas portador 
más componentes; otros trabajan por medición de las pr£ 
piedades d e l componente en e l gas portador. Todo e l l o . 
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da lugar a iina señal eléctrica que es adecuadamente ampli^ 
f i c a d a y registrada. 

Los detectores de elevada s e n s i b i l i d a d que ti£ 
nen ahora mayor interés son l o s de ionización. E l más — 
usado en l a actualidad es e l detector de ionización de 
llama (EID) en e l que lo s gases quemados en una llama ad 
quieren s u f i c i e n t e energía como para que una pequeña pro 
porción de moléculas se ionice y comunique una conducti­
vidad eléctrica a l gas. Cuando entra un vapor orgánico en 
l a llama, aumenta l a conductividad, y este aumento puede 
ser medido y registrado. E l mecanismo de formación de l o s 
iones no puede ser termoiónico, siendo l a temperatura de 
l a llama demasiado baja, por e l l o , se ha postulado vina -
quimioionización que tendría lugar en una zona determina 
da de l a llama (12$. E l rendimiento de un detector es 
aproximadamente de 2,5 iones formados por \m millón de 
átomos de carbono quemados, l o que ex p l i c a que l a reacción 
responsable del proceso de ionización no haya podido estu 
diarse en s u f i c i e n t e d e t a l l e . 

La teoría más aceptada es l a que postula l a f o r 
mación de l o s iones durante l a oxidación de l a sustancia 
orgánica en l a zona extema de l a llama (zona oxidante). 
E l mecanismo de ionización sería e l siguiente 0-16) ' 

^CH -h Op > CHO e" (1 ) 

./. 



45 

en e l cual e l r e d i c a l CHO puede ha l l a r s e electrónicamente 
excitado. Una posterior reacción: 

-CHO* 5- C O 2 (2) 

se produce s i n que tenga lugar ningún fenómeno de i o n i z a 
ción apreciable. Es e l primer paso, por l o tanto, e l que 
contribuye a l a formación de l a corriente de ionización. 

La respuesta de este detector es l i n e a l en un 
amplio margen siendo l a cantidad mínima detectable d e l 
orden del nanogramo. 

6 . - E l sistema electrónico F; 

De amplificación y medida de l a señal eléctri 
ca enviada por e l detector y registrador de l a misma. 

EFICACIA Y RESOLUCIÓN DE LA COIUMMA GROMATOGRAFIOA 

Dado que l a función básica de l a cromatografía 
de gases reside en l a separación de l o s diversos compues 
tos de una mezcla, se han definido los parámetros nece­
sarios para medir y c u a n t i f i c a r l a ef e c t i v i d a d de l a se 
paración obtenida para dos compuestos dados. Esta e f e c t i 
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matográficas (e f i c a c i a ) como de l a d i s t i n t a migración de 
dos bandas dadas (resolución). 

A l inyectar una sustancia pura en una columna 
cromat©gráfica, por l a que c i r c u l a un gas portador con 
una velocidad l i n e a l constante, l a anchura de l a zona es 
nulá̂  a l a entrada en l a columna y debería ser nula también 
a l emerger a l a s a l i d a . Sin embargo, en l a práctica nos 
encontramos que e l pico se ha ensanchado, adoptando l a 
forma de un pico t i p o gaussiano. Este ensanchamiento ha 
sido provocado por t r e s factores: 

1. - Difusión or d i n a r i a del soluto en fase móvil. 

2 . - Difusión originada por l a tortuosidad del 
recorrido. 

3 . - I n e q u i l i b r i o l o c a l en l o s procesos de adsor 
ción del soluto en fase estacionaria. 

E l parámetro más adecuado para e l cálculo del 
ensanchamiento de un pico cromatográfico es l a " a l t u r a 
equivalente a un plato teórico" (HETP o H), cuyo s i g n i f i 
cado físico se ha interpretado como l a longitud de colum 
na en l a que se produce un e q u i l i b r i o de reparto del — 
soluto entre l a s dos fases. Es pues e l ensanchamiento -
producido por unidad de longitud de l a columna. De hecho, 
en l a práctica no se u t i l i z a H s i n o otro parámetro direc 
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Figura 6.- Tiempo de retención ( t ^ ) j anchura de base de pico 
(W), varia b l e s a p a r t i r de l a s cuales puede calcu­
l a r s e l a resolución cromatográfica. 
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tamente relacionado con H: Este parámetro es N o número 
de platos teóricos, se expresa con l a relación: 

N = 1/H siendo L = Longitud de columna. 

Se puede calculai? fácilmente e l valor de N a 
p a r t i r del cromatograma según l a relación: 

N = 16 ( t * ^ W) ^ ' r ~ "̂ ^̂ ^̂ P̂  ^® retención del 
pico. 

W = Anchura medida en l a fase del 
pico como l a d i s t a n c i a entre 

lo s puntos de corte por l a l i n e a base de l a s dos tangentes 
a l pico trazadas por l o s puntos de inflexión ( f i g . 6 ). 

La ecuación de Van Deemter relaciona de una f o r 
ma di r e c t a l a e f i c a c i a de una columna con l o s parámetros 
y variables u t i l i z a d o s : 

H = A-v B/v +Cv V = Velocidad de gas porta 
dor. 

A,B y C = Parámetros que de 
penden de l a colum 
na u t i l i z a d a . 

Tanto N como H indican l a e f i c a c i a del sistema 
cromatográfico, pero no l a capacidad de separación de los 

./ 
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dos compuestos del sistema. Esta capacidad de separación 
es función de l a se l e c t i v i d a d r e l a t i v a de l a fase estacio 
n a r i a , con respecto a ambos compuestos. Para expresar t a l 
capacidad se emplea l a llamada "resolución cromatgráfica", 
que viene dada por: 

R' = 2 (t^2 - W / ^1^ ^ ) 

Todos estos conceptos han sido desarrollados 
durante los últimos años por l o que actualmente se disp£ 
ne de una amplia información, tanto en castellano como en 
inglés: Cromatografía de Gases I y I I (41), Practico of 
Gas Chromatography (46), A n c i l l a r y Techniques on Gas — 
Chromatography (47), Gas Chromatography (104-)y Advances 
i n Chromatography (121). 

1.1.2.- ESPECTROr-IETRIA DE MASAS, EMPAMEtlTOS Y TECTIICA 

La espectrometría de masas es, en p r i n c i p i o , 
un método de separación y medida de masas con fines — 
analíticos generales. Los iones obtenidos de una sustsm 
c i a en general orgánica se separan, según su relación 
de masa a carga iónica dando lugar, una vez registrados 
en forma adecuada, a l espectro de masas característico 
de l a citada sustancia. 
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Todo espectrómetro de masas consta de cuatro 
partes esenciales: ( f i g . 7 ) 

1. - Sistema de introducción de l a muestra. 

2 . - Puente o cámara de ionización donde son 
producidos 7 acelerados los iones. 

3 . - Tubo analizador donde l o s iones se separan 
en función de su relación masa/carga. 

4. - Detector de l o s iones y sistema de ampli 
ficación 7 r e g i s t r o . 

1 . - Sistema de introducción 

La introducción de l a muestra es uno de l o s 
factores más decisivos con respecto a l a s limitaciones 
de a p l i c a b i l i d a d del método; en e l estado actual de l a 
técnica, l a s muestras orgánicas tienen que introducirse 
en forma de vapor para poderlas a n a l i z a r . 

a) Introducción i n d i r e c t a : Es e l método clásico de intrcí 
ducción de l o s líquidos y de l a s muestras gaseosas, se i n 
troduce l a sustancia en un depósito de reserva del cual 
f l u y e , a través de un pequeño o r i f i c i o (fuga molecular) 
hacia l a fuente de ionización. Este sistema de entrada 
se puede a p l i c a r únicamente a compuestos bastante v o l a 
t i l e s ya que exige una presión de vapor relativamente -
a l t a (10"^ t o r r ) . 
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b) Introducción d i r e c t a : Para e l análisis de sólidos se han 
desarrollado métodos de introducción d i r e c t a , l a s muestras 
se introducen a través de esclusas de vacio, directamente 
en l a fuente iónica. En este caso, l a presión de vapor es 
de unos lO"^ t o r r , que alcanzan incluso l o s compuestos — 
poco volátiles. 

c) Finalmente, l a muestra se puede i n t r o d u c i r en un croma 
tógrafo de gases cuya s a l i d a está conectada con e l espec­
trómetro de masas. 

La cantidad de muestra que se necesita para rea 
l i z a r e l análisis por espectrometría de masas, varía se­
gún l a forma de introducción escogida: (Tabla 5 ) 

TABLA 5 

RELACICTT FORMA DE PTTRQDUCCIQM DE LA MUESTRA/CMTIDAD DE 
MUESTRA NECESARIA. 

Forma de introducción Cantidad de muestra necesaria 

I . Indirecta 
I . Directa 
Conexión d i r e c t a con un 
cromatógrafo 

0,5 a 1 mg 
0,04 a 100 yS 
0,005 a 10 Y S 

./. 
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2 . - La fuente o cámara de ionización 

Las primeras y todavía l a s más usadas son las 
del t i p o llamado de "impacto electrónico". En e l l a s , l a 
muestra en estado gaseoso, es sometida a l bombardeo de 
un haz de electrones de energía variable (O a 100 eV ge 
neralmente) producido por un filamento incandescente. 
Los fragmentos así formados tienen carga p o s i t i v a , debi 
do a que l a energía proporcionada por e l bombardeo de 
electrones es l o suf icient-emente " a l t a como para producir 
procesos de ionización y de rotura de enlaces. En con­
diciones especiales, llegan a producirse iones negativos, 
pero e l número de iones negativos formados difícilmente 
supera e l 0,1 % de iones p o s i t i v o s . 

Los procesos de ionización y fragmentación más 
importantes que se producen en l a fuente de iones son -
del t i p o (29) : 

ABC~<_ ABC+e~ ÂBC"*" +2e"" > ABC"*""̂  + 3e" 

AB - C <^0,1% - O 

Otro t i p o de fuente de iones en creciente uso 
en l a actualidad, es l a llamada "de ionización química". 
En e l l o , se aprovechan l a s reacciones posibles ión-mol^ 
cula: por e l l o se introducen en l a fuente de ionización 
xin gas r e a c t i v o , generalmente CH¿ĵ , que es ionizado se-
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guidamente en l a s fuentes de impacto electrónico, produ 
ciéndose gran-, número de iones reactivos de t i p o CH^,' -
O2 H^, Hg, etc., que reaccionan entonces con l a s mol_ó 
culas del compuesto analizado según reacción del t i p o -
(117) : 

BH + CH^ > BHg + CH¿j_ 

BH + C2H5 
B"̂  +• Hg 

Estas reacciones sólo se producen cuando l a 
presión en l a fuente de ionización es l o suficientemente 
a l t a , del orden de 1 mm de Hg. Es importante notar que, 
a d i f e r e n c i a de l a s fuentes de impacto electrónico, l a 
fragmentación es mínima, l'o que proporciona una inmedia 
t a determinación de l a masa molecular deP compuesto ana 
1izado. 

Existen otros tipos de fuentes de ionización: 
l a s de ionización de campo, desorción de campo, f o t o i o n i 
zaciÓn, ionización a presión atmosférica (14) pero l a s más 
u t i l i z a d a s son l a s que hemos d e s c r i t o . 

/ 
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3«- Separación de los iones: 

E l primer paso para l a separación de los iones 
formados es siempre una aceleración de estos iones por 
campos eléctricos (aproximadamente de 800 a 8000 v o l t i o s ) 
a cuyo efecto l a energía electrostática de lo s mismos se 
transforma en energía cinética: 

e = carga 
U = tensión de aceleración 

m = masa 
V = velocidad. 

E l orden de magnitud de l a s velocidades de l o s 
iones en l o s instrumentos :9¿alS.ticos es por término medio 
de unos 100 km/seg 

Para l a separación de masas puede u t i l i z a r s e — 
esta relación entre l a velocidad y l a masa solo (tiempo . 
de vuelo y cuadripolo) o en combinación con l a deflexión 
de l o s iones en movimiento producida por un campo magné̂  
t i c o . A l penetrar en l a zona de acción del campo magné­
t i c o H, l a t r a y e c t o r i a del ion queda modificada por l a 
acción del campo, describiendo entonces una t r a y e c t o r i a 
cuyo radio de curvatura viene determinado por l a r e l a -

e.U mv (1) 
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ci6n siguiente: 

m.v 
j, _ P _ l a d i o de deflexión 

e.H 
m = masa 
V = velocidad 
e = carga 
H = intensidad del campo 

magnético. 

S i se sustituye l a velocidad de l o s iones dedu 
ci d a de l a igualdad ( 2)? r e s u l t a l a ecuación ( 4 ): 

o m 2U 
e 

ecuación fundamental de l o s instrumentos magnéticos secto 
ríales. 

Para un radio f i j o , a p a r t i r de l a ecuación ( 5 ) 

se demuestra fácilmente que l a relación masa/carga corre_s 
pendiente a una especie iónica determinada viene dada por 
l a siguiente relación: 

m/e = ( 5 ) K = constante que de-
^ pende de l a geometría 

del aparato. 
H = Intensidad d e l cam 

po magnético. 
Y = Voltaje de acelera­

ción 
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Es l a relación fundamental que regula l a masa 
de l a s especies iónicas colectadas en función de l o s — 
campos e l S c t r i c o y magnético. 

4 . - Detección y r e g i s t r o de l o s iones 

Los iones, una vez separados, son colectados a 
través de una rendi j a de anchura variable y detectados. 
Los detectores más u t i l i z a d o s son l o s llamados " m u l t i p l i 
cadores de electrones". En e l l o s , l o s iones inciden sobre 
una serie de dinodos cuya s u p e r f i c i e está co n s t i t u i d a de 
metales que, a l ser bombardeados por l o s iones, producen 
electrones secundarios en un niümero que depende del v o l ­
t a j e a que están sometidos l o s dinodos. La ganancia en 
este t i p o de detectores es muy superior a l a obtenida -
con otros t i p o s de detectores (76). 

Debido a l a s a l t a s velocidades de barrido del 
campo magnético u t i l i z a d a s en l a obtención de l o s espec. 
t r o s de masas, l o s sistemas de r e g i s t r o deben carecer, en 
l o p o s i b l e , de i n e r c i a mecánica para poder seguir con 
su f i c i e n t e e s t a b i l i d a d l a s rápidas variaciones de int e n ­
sidad de l a corriente iónica* Por e l l o l o s t i p o s de re­
gistradores son cfel t i p o galvanómétrico que u t i l i z a n pa 
peles sensibles a l a l u z u l t r a v i o l e t a . 

./ 
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1.1.3.- C R O M A T O G R A F Í A D E G A S E S , E S P E C T R Q I ^ T B I A 

DE MSAS. 

E l método combinado, une e l poder de separación 
de l a cromatografía con e l excepcional potencial de ident_ 
ficación!.que ofrece l a espectrometría de masas, aún a n i ­
veles i n f e r i o r e s a l o s requeridos por otras técnicas (85) 
La Tabla 4 muestra una comparación de l o s niveles de ^-
identificación y de detección de diferentes técnicas ana 
líticas. 

Se puede ver que l a técnica combinada cromato­
grafía de gases-espectrometría de masas permite alcanzar 
unos niveles de identificación y de detección más bajos 
que l o s de cualquier, otra técnica analítica; en efecto, 
es l a única técnica que permite detectar unos lO""^"^ g -
de sustancia e i d e n t i f i c a unos lO"""^^ g. Las otras técni 
cas: IR, UY, RMN, ll e g a n solamente a unas cantidades de 
10"^ a 10""^ g. 
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TABLA ^ 

COMPARACIÓN DE LOS NIVELES DE IDMTIFICACION Y DE DETEC­
CIÓN DE DIFERMTES TÉCNICAS ADTALITICAS ^55 ) 

Técnica 
Límite de 
detección (g) 

Límite de 
Identificación (g) 

CG 

IR 

UV 

mm 

EM (entrada 
directa) 

CG-EM (conven 
cionaT) 

10-^ a 10-^5 

10-7 

10-7 

10-7 

10-12 

10-11 

10-6 

10-5 

10-1^ 

10-^° 

E l interés del sistema combinado CG-EM reside 
pues en su gran capacidad para i d e n t i f i c a r j c u a n t i f i c a r 
l o s componentes de muestras de gran complejidad y a unos 
niveles muy bajos ( i n f e r i o r e s a l nanogramo). 

E l problema fundamental para e l acoplamiento 
de un cromatógrafo de gases a un espectrómetro de masas 
reside en l a d i f e r e n c i a de presión existente entre l o s 
dos aparatos: mientras que l a s a l i d a de l a columna d e l 
cromatógrafo se h a l l a a presión cercana a l a atmos----
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C G 
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B ) 
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1 I Separador L 
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EM 

Figura 8 »- Acoplamientos CG - EM 
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f e r i c a , e l espectrómetro debe trabajar.a presiones del orden 
de 10 a 10 ' mm Hg. Debido a esto, se han puesto a pim 
to diversos sistemas para poder conectar un cromatógrafo de 
gases con un espectrómetro, existiendo de hecho tres f o r 
mas básicas de resolver e l problema, ( f i g . 8) . 

a) Por conexión d i r e c t a (open s p l i t e r ) u t i l i z a n 
do columnas capi l a r e s , que necesitan f l u j o s de l a s colum­
nas de rel l e n o (-69,72). 

b) Por conexión de columnas de r e l l e n o mediante 
un d i v i s o r de f l u j o ( 24 ,25,49). ' 

c) Por conexión a través de un separador mole­
cul a r 03 ) • 

E l método de acoplamiento más u t i l i z a d o es e l 
de conexión a través de un separador molecular o i n t e r f a 
se. Tiene dos objetivos p r i n c i p a l e s : 

a) Proporcionar un medio físico efi c a z para l a 
conexión del cromatógrafo de; gases a l a fuente de iones 
d e l espectrómetro de masas y, 

b) Eliminar l a mayor parte del gas portador d e l 
caudal de s a l i d a del cromatógrafo antes de que este alean 
ce l a fuente de iones del espectrómetro de masas. Así, 
l a t o t a l i d a d de l o s compuestos que eluyen del cromatógra 



60 

fo penetran en e l espectrómetro; l o iinico que se elimina 
es e l disovente y una parte del gas portador. 

Existen varios sistemas, todos basados -exce£ 
to e l separador de Ryhage- en l a utilización de una barr^ 
r a física para l a separación. Esta separación se hace -
según dos esquemas diferentes ( F i g 9 ) : 

a) E l gas portador pasa preferencialmente l a 
barrera. 

b) Los componentes que eluyen penetran preferen 
cialmente a través de l a barrera. 

Entre los separadores de t i p o a) l o s de V/atson 
Bieman (176) ( F i g 9a) y de Brunnée y Col (26) ( F i g .9b ) 
son l o s más u t i l i z a d o s . Entre l o s separadores de t i p o b) 
existen varios modelos que emplean membranas de s i l i c o n a 
en l a s que se absorbe preferencialmente l o s compuestos 
eluidos, los cuales, después de atravesar dichas membra 
ñas, penetran en l a fuente de iones (105)(Fig. 9c ). 

E l separador de Ryhage, de t i p o " j e t " se c l a s i 
f i c a aparte ya que funciona según un sistema diferente de 
l o s dos anteriores ( 1 5 7 ):las sustancias eluidas de l a co­
lumna pasan a través de un pequeño o r i f i c i o (0,1 mm) 
alcanzando así velocidades muy elevadas. E l gas portador. 

./. 
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por l a menor masa de sus moléculas y por tanto por su — 
mayor d i f u s i b i l i d a d , se desvia de l a t r a y e c t o r i a que a l i 
nea los o r i f i c i o s de entrada y s a l i d a de lo s j e t s y se 
elimina por bombeo de las bombas de vacio, conectadas 
con e l separador, aumentando así grandemente l a concen­
tración de l a muestra. 

La mayoría de l o s resultados de GG-EI4 se han 
obtenido usando este t i p o de separador. 

Los dos factores de suma importancia en e l uso 
de un separador molecular son: 

a) Ausencia de s u p e r f i c i e s activas donde pueden 
producirse degradaciones o adsorciones i r r e v e r s i b l e s de 
l a s sustancias que l o atraviesan. 

b) Ausencia de espacios muertos que disminuyan 
l a e f i c a c i a conseguida en l a columna cromatográfica. 

1.1.4-.- Fragmentografia de masas 

E l método de fragmentografia de masas implica 
e l uso del espectrómetro de masas como detector del cro­
matógrafo de gases de modo que se re g i s t r a n continuamente 

./. 
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l a s densidades iónicas tota l e s de determinados iones — 
específicos, seleccionados de entre los que forman e l 
espectro de masas del compuesto analizado. E l alimento de -

n 

s e n s i b i l i d a d así obtenido puede l l e g a r a 10 veces e l n i v e l 
obtenido con un espectro de masas normal por CG-EM. 

La espe c i f i c i d a d e s t r u c t u r a l se logra r e g i s t r a n 
do simultáneamente l a s densidades iónicas de dos o más 
fragmentos característicos. Este modo de operación se l i a 
ma detección., múltiple de iones (MID) y proporciona una 
información es t r u c t u r a l válida ya que l a relación entre -
l a s densidades iónicas de l o s dos iones es una propiedad 
característica de l a sustancia en estudio (15) . 

1.1.5>- Contador de centelleo líquido 

Desde l a s observaciones realizadas a p r i n c i p i o 
de s i g l o por Rutherford r e l a t i v a s a l centelleo producido 
por l a r a d i o a c t i v i d a d , l a técnica de contador de centelleo 
líquido ha ido adquiriendo cada vez más importancia en e l 
campo de l a investigación biológica y médica. Esta técnica 
se basa en e l contage de emisores de partículas beta a — 
p a r t i r de l a transferencia de energía desde estas partícu 
l a s a l e s c i n t i l a d o r : l a muestra emite iin electrón, este 

/ 
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exci t a las moléculas del solvente que a su vez tr a n s f i e r e n 
l a mayor parte de esta energía a un e s c i n t i l a d o r primario 
que emite su energía de excitación en forma de fotones de 

, -luz., qiie .llegaii a un e s c i n t i l a d o r secundario. Este l o s 'a¿ 
sorbe y los reemite a una longitud de onda más a l t a . La 
energía luminosa se transforma en energía e l i c t r i c a a n i 
v e l del fotomultiplicador. 

Los isótopos que se u t i l i z a n son e l t r i t i o , e l 
l^G y e l ̂ ^P. Su rendimiento de detección varía debido a 
l a d i f e r e n c i a existente a n i v e l de l a producción de fot£ 
nes por estos tres elementos. Las pr i n c i p a l e s ventajas de 
esta técnica hacen que sea actualmente l a más u t i l i z a d a 
para e l contaje de emisores de partículas beta. Esto, so­
bre todo, debido a: 

1 - Alto rendimiento de detección. 

2 - Comodidad y v e r s a t i l i d a d d e l método:Las — 
muestras^ de preparación rápida y fácil, se pueden presen 
t a r en vari a s formas:líquidas, s o l i d a s , t e j i d o s animales 
o vegetales, cromatogramas sobre papel y gases. 

3 - Separación de isótopos:Se pueden contar s i 
multáneamente tres isótopos en una misma muestra a través 
de l a selección de l a s energías de l a s diferentes r a d i a ­
ciones. 
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4.- E l equipamiento automático de los aparatos 
actuales permite e l tratamiento directo de l a información. 

1.2.- MATERIALES 

Los materiales (productos e instrumentación) que 
se c i t a n en este capítulo son l o s de uso general a l o l a r 
go de este trabajo ya que en cada capítulo, se explícita 
e l material u t i l i z a d o específicamente en e l l o . 

1.2.1.- PRODUCTOS 

Las sustancias patrones empleadas en este traba 
j o : c lorhidrato de histamina, de m e t i l histamina y de me­
t i l h i s t i d i n a , h i s t i d i n a base, acido imidazol y m e t i l imidazol 
acético, se obtuvieron de Sigma Chem. Co. (EE.UU.), de — 
Regis Chem. Co. (EE.UU.). Todos e l l o s se conservaron pro­
tegidos de l a humedad a 4 2C. Los hidrocarburos usados 
para c a l c u l a r l o s Índices de retención de lo s derivados 
cromatográficos sintetizados se obtuvieron de Applied — 
Science Lab. (EE.UU). 

./ 
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Los reactivos u t i l i z a d o s para l a síntesis de l o s 
diferentes derivados se obtuvieron de Sigma Chem Co. (EE. 
UU.). Se conservaron sobre gel de s i l i c e a 4 2C. 

Los diferentes disolventes u t i l i z a d o s (Garlo Er 
ba, I t a l i a y Merck, Alemania), 'fueron todos de pureza — 
cromatográfica y se u t i l i z a r o n directamente, s i n poste­
r i o r purificación. 

Para l o s estudios de cromatografía de gases, se 
emplearon columnas de v i d r i o 2m x 2,5 inm. Se s i l a n i z a r o n 
con una solución de d i m e t i l c l o r o s i l a n o (DMCS) a l lOfo en 
tolueno durante 24- horas y se lavaron con abundante meta 
nol y acetona. Después de secaí̂ , se llenaron con e l r e ­
l l e n o cromatográfico correspondiente. Las fases estacio 
narias que se u t i l i z a r o n fueron l a s s i l i c o n a s SE-30, OV-
1? y OV-225 a l 3f=> sobre Gas Chrom Q, malla 100/120. Todo 
este material cromatográfico se obtuvo de Xpectrix I n t . 
S.A. (España). 

l a r e s i n a Amberlita XAD-2 (polímero de estireno 
divinilbenceno)se obtuvo de Rohm and Haas (EE.UU.). 
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1.2.2.- PISTRUMENTACION 

E l trabajo de cromatografía de gases se realizó 
con iin cromatógrafo. de gases..-Perkin-Elmer 9.00, equipado 
con dos detectores de ionización de llama. Como gas por­
tador se utilizó e l h e l i o . Los espectros de masas de l o s 
compuestos solidos se rea l i z a r o n en un espectrómetro de 
masas Hitachi-Perkin-Elmer modelo RMU-6H. 

Para los estudios de cromatografía de gases-
espectrometría de masas, se utilizó este mismo espectró^ 
metro acoplado a un cromatógrafo de gases Perkin-Elmer 
3920 a través de una interfase de v i d r i o f r i t a d o . Des­
pués se cambió este separador molecular por uno de otro 
diseñotuno de ti p o " j e t " como se exp l i c a en e l capítulo 

. E l espectrómetro de masas l l e v a acoplado una unidad 
de Peak Matcher modelo r4K-148 con e l cual se r e a l i z a r o n 
l o s trabajos de fragmentografía de masas. 

Las muestras marcadas con C se leyeron en un 
contador de centelleo líquido Intertechnique modelo SL-
32. 
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Capítulo 2. 
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2.1.- ESTUDIO DE LA REACCIÓN DE ESTERIFICACION 

2.1.1.- Â TTECEDE[-TTES 

E l análisis de"ácidos carboxílicos l i b r e s por 
cromatografía de gases ha sido estudiado por W.R. Supina 
(162)quien obtuvo resultados prometedores. Sin embargo, l a 
presencia del grupo funcional - COOH en l a molécula exige 
o bien l a modificación del r e l l e n o de l a columna, o bien, 
e l empleo de tina técnica especial a f i n de e v i t a r l a posi 
ble absorción del soluto en l a columna(30). Esto se ha -
resuelto en general a través de l a esterificación d e l — 
grupo carboxílico por diferentes agentes de derivatización 
l o que,permite disminuir l a polaridad del ácido y f a c i l i ­
t a r así su cromatografía. Los agentes de esterificación 
u t i l i z a d o s son reactivos de metilación y butií-ación. 

Los esteres metílicos se han sintetizado u t i l i 
zando e l diazometano (108,162 ) , l a mezcla HCL/ r4e OH -
( 9 2 ) o e l t r i f l u o r o de boro/metanol (172,175 ,183 ) y 
e l t r i c l o r u r o de boro/metanol (150). Los esteres butíricos 
se prepararon de una forma s i m i l a r a l o s esteres metíli­
cos: Unos autores_(22) han utilizadobutanol con 2% de — 
ácido sulfúrico. Otros trabajos ( 2 2 , 50 ) emplean e l -
butanol saturado de ácido clorhídrico y/o butanol con t r i 
f luoro de boro. (162) 

./. 
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La reacción de esterificación de l o s metabolitos 
ácidos de l a histamina ha sido d e s c r i t a en l a l i t e r a t u r a 
principalmente por dos autores: Tham y Evans. Tham (171), 
describe dos métodos de metilación de los ácidos imidazol 
acétido, 1,4 metil imidazol acético y 1,5 met i l imidazol 
acético. E l primer método hace reaccionar e l diazometano 
durante 15 minutos con los t r e s ácidos. E l reactivo se -
prepara extemporáneamente por descomposición de I-T-Nitroso-
-N-metil~p~ toluensulf amida con álcali (129) • La reacción -
de'derivatizáción tiene lugar según e l esquema: 

R-COOH + CH =N=N P R-COOCH„ + N„ 
2 3 2 

E l segundo método u t i l i z a l a mezcla.de metanol/ 
ácido clorhídrico (este último actuando de catalizador) a 
r e f l u j o durante t r e s horas a 90 20. E l derivado metilado 
se obtiene según l a reacción: 

R-COOH + CH^OH — I C O O C H ^ + ^2° 

Las trazas de agua se eliminan con l a adición de cloruro 
c a l c i c o . En su artículo, Tham describe l a formación de 
tres"derivados diferentes d e l ácido imidazol acético: l o s 
esteres metílicos de los ácidos 1,4 m e t i l imidazol acéti 
co 1,5 m e t i l imidazol acético e imidazol acético. La mez 
cía de'Me. OH/HCL .provoca l a formación-preférente, del — 
último. Con.los ácidos 1,4 y 1,5 m e t i l imidazol 

./. 



71 

acético, lo s dos reactivos proporcionan e l mismo ester 
metílico. 

Los tiempos de retención de Ios-tres derivados 
formados son respectivamente de 30, 40 j 100 minutos en 
una columna de lÔ á EGA y de 15,20 y 45 minutos en una -
columna de 7% NGS. En ambos casos se consideran tiempos 
de retención muy -largos. 

Elisabeth. Evans (48) describe l a obtención de 
un derivado e t i l ester del ácido 1,4 metil imidazol — 
acético con etanol/HCL dos horas a r e f l u j o seguido -
de una erfcracción líquido/líquido a 402, con d i e t i l éter 
durante dos horas. Es un proceso muy lento y a l i g u a l -
que en e l método de Tham, l o s picos cromatográficos 
presentan mucha cola y eluyen de l a columna con \in tiem 
po de retención largo (35 minutos con una columna d e l -

EGA). 

2.1.2.- MÉTODOS 

En base a estos trabajos, se estudió l a reac­
ción de esterificación por acción del t r i c l o r u r o de boro/ 

./. 
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/metanol ya que este reactivo es de uso más cómodo y su 
acción más rápida que e l diazometano, l a mezcla Me OH/ 
HCL o."EtOH/HCL debido a su a l t a reactividad (45). 

ESTUDIO REACCIÓN DE METILACIÓN 

La reacción de metilación se estudió con l o s 
ácidos imidazol acático y 1,4 m e t i l imidazol acético de 
forma s i m i l a r a l a reacción de formación de esteres metí 
l i e o s de otros ácidos orgánicos (22).Cantidades del orden 
de 300jug.provenientes de soluciones patrón en metanol, se 
hic i e r o n reaccionar con 300^g de B 01^ en metanol a l lOfá 
peso/volumen. 

Los v i a l e s se mantuvieron a d i s t i n t a s tempera 
turas (desde ambiente hasta 100 2C) durante tiempos — 
también variables (O a 5 horas). 

Transcurrido este tiempo, se dejaron e n f r i a r l a s 
muestras hasta temperatura.ambiente y se evaporaron bajo 
una corriente de h e l i o . E l residuo f i n a l seco, se d i s o l 
v i o en 60^1 de metanol. 

En dos columnas de v i d r i o de 2 m x 14* ' ( <̂  ex 
temo), r e l l e n a una con l a fase 3% OY-17 sobre soporte — 
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gas Chrom Q de 100/120 mallas y otra con l a fase 5?á OV-
-225 sobre e l mismo soporte, se inyectaron cantidades 
del orden de 1 a 5 /̂T- de l a solución f i n a l . Cada coliim 
na estaba instalada en un cromatógrafo de gases Perkin-
-Elmer modelo 900.- .Las condiciones cromatográf leas — 
fueron las siguientes: 

- gas portador:helio f l u j o 30 ml/min. 
- temperatura de l a columna: 14-0 2 con un incre 
mentó de 4-2 min. hasta alcanzar 200 2C. 

- temperatura del inyector y del detector: 250 2C 
detector ut i l i z a d o : P I D . 

2.1.5.- RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

A pesar de l a u t i l i d a d demostrada por este rea£ 
t i v o para motilar l o s ácidos i n d o l acético y 5 h i d r o x l i n ­
del acético(150) ,no se pudo poner en evidencia l a forma'^ 
ción de derivados cromatográfiables de l o s ácidos imidazol 
acético con l a s condiciones de derivatización y de separa 
ción estudiadas. 

Por otra parte, l o s trabajos presentes en l a — 
l i t e r a t u r a sobre l a metilación de lo s catabolitos ácidos 
de l a histamina mencionan l a exi s t e n c i a de varios probl_e 
mas, l o que hace difícil su utilización: por tina parte se 

./. 
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describe l a obtención de múltiples derivados para l a — 
misma sustancia y por otra parte, estos derivados cromat_o 
grafían con tiempos de retención bajos ( de 35 a 100 minu 
tos) y con niveles de análisis muy a l t o s , de unos 50 
microgramos por inyección. A l a v i s t a de todos estos da 
tos, se dicidió estudiar l a reacción de formación de derj. 
vados de estas sustancias u t i l i z a n d o reactivos de s i l i l a 
ción en lugar de reactivos de esterificación. 
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2.2.- ESTUDIO DE LA REACCIQM DE SILILACION 

2.2.1.- AITTECEDENTES 

La reacción de sililación se basó en l a i n t r o ­
ducción de un grupo s i l i l en una molécula, en general en 
sustitución de un hidrógeno ac t i v o . Los reactivos que se 
emplean a este f i n son derivados del t r i m e t i l s i l a n o (CHj)3SiR 
y han sido muy u t i l i z a d o s para l a cromatográf£a de 
gases de compuestos no volátiles ya que permiten deriva 
t i z a r , en una sola etapa diversos grupos funcionales: 

De hecho, l a s únicas desventajas de l a reacción 
de sililación son l a necesidad de trabajar en condiciones 
anhidras y l a a l t a s e n s i b i l i d a d de algunos de l o s r e a c t i ­
vos a l a humedad. En efecto, cualquier t r a z a de humedad -

./. 
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provoca una descomposición del derivado trimetilsülado.Los 
métodos de preparación de los derivados s i l i l a d o s han s i 
do descritos en d e t a l l e en e l l i b r o de Pierce (124). 

Este autor c i t a como pri n c i p a l e s reactivos: 

- E l t r i c l o r o m e t i l s i l a n o (TMCS) sólo o con un 
aceptor de ácido o, s i es necesario con un catalizador. 

- E l hexadimetildisilazano (HMDS) con e l TMCS u 
otro catalizador. 

- S i l i l a m i d a s como l a N, 0 - b i s t r i m e t i l s i l i l a c e 
tamida (BSA) y l a N, O - b i s t r i m e t i l s i l i l t r i f l u o r o a c e t a m i d a 
(BSTPA). 

La mezcla de HMLS y TMCS en p i r i d i n a , frecuen 
temente u t i l i z a d a , es un dador de TMS débil, l o s r e a c t i 
vos más fuertes, sobre todo e l BSA y e l BSTPA, se u t i l i ­
zan para formar derivados de l o s grupos de baja r e a c t i v i 
dad.' La p i r i d i n a que actúa de aceptor de ácido, se u t i l i 
za frecuentemente como medio de reacción pero es difícil 
de cromatográfiar debido a l a co l a que se forma en l o s 
picos. Los otros disolventes que se pueden u t i l i z a r son 
e l a c e t o n i t r i l o , e l dimetilformamida y e l dioxano. 

En l a l i t e r a t u r a , pocos trabajos describen l a 
formación de derivados s i l i l a d o s de l a h i s t i d i n a y sus 
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metabolitos(30,119)W.C.Butts, hace reaccionar jiintos l a 
h i s t i d i n a , l a s 1 y 3 me t i l h i s t i d i n a s , l a histamina, l a 
1-metil histamina y e l ácido 1,4 metil imidazol acético 
con e l BSTFA/TMCS a l 1% y p i r i d i n a durante 16 horas a — 
60 20 para formar sus derivados s i l i l a d o s . Para l a h i s t i 
dina, l a histamina y l a 1 m e t i l histamina obtiene dos -
derivados diferentes que se separan en l a s columnas 3% 
OV-1 o 3% OV-I7. Henri Navert estudia l a cromatografía 
de gases de l a h i s t i d i n a , l a histamina y de l a s N i y -
N3 me t i l histaminas a p a r t i r de l a mezcla BSTPA/TMCS a l 
1% en a c e t o n i t r i l o . Estos derivados se obtienen a 90 2G 
en l a estufa en una hora. En este caso, como en e l caso 
de Butts, l e fue imposible obtener un solo derivado de 
cada metabolito: l a histamina y l a N i monometilhistamina 
eluyen en forma de dos picos en todas l a s columnas estu 
diadas: 3% OV-11, 3% OV-I7 y 3% OV-22. 

Esta duplicidad de derivados se debe a l número 
de grupos funcionales capaces de set? s i l i l a d o s como se i n 
dica en l a f i g u r a 10. Para l a h i s t i d i n a , por ejemplo, 
existen e l grupo amino I terminal a n i v e l del cual pueden 
entrar uno o dos grupos TMS según l a s condiciones y un 
grupo amino I I I a n i v e l del cual también puede entrar o 
no un grupo TMS. E l grupo ácido también se puede s i l i l a r . 

/ 
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Fig.10 Ejemplo de l a duplicidad de derivados de l a h i s t i d i n a . 
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Por otra parte, en ninguno de l o s dos trabajos anteriores, 
se ha establecido e l límite de detección para los deriva 
dos estudiados, siendo siempre l a s cantidades inyectadas 
del orden de varios 'jag.. • 

Por todo e l l o , se decidió l l e v a r a cabo un estudio 
sistemático de l a reacción de sililación de los derivados 
del imidazol en base a l a utilización de varios reactivos 
7 varios disolventes. 

2.2.2.- MÉTODOS 

En base a l o s datos contenidos en e l l i b r o de 
Pierce, se estableció e l siguiente cuadro de condiciones 
de reacción con v i s t a s a s i l i l a r cada grupo funcional pr_e 
senté en l a s sustancias a a n a l i z a r . Por esto, l a s d i v i ­
dimos en t r e s grupos químicamente afines:(ver tabla 5). 
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TABLA 3' 

Reactivos de sililación y grupos fxmcionales que reaccio­
nan con cada uno. 

"̂--̂ >Qompue st 0 s Aminoácidos Aminas Ácidos 
R e a c t i v o \ ^ HD y MeHD HM y MeHM Im AA y Me Im AA 

HMDS en p i r i d i 
na 

+ 

HMDS/TMCS + 

TMCS en p i r i d i 
na + 

BSA/TMCS + + 

BSTFA/TMCS + + 
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Las estructuras de lo s diferentes reactivos se 
indican en l a f i g \ m a l l . 

Los. disolventes que se.- describen son e l acetoni 
t r i l o , l a p i r i d i n a y l a dimetilformamida y l a s temperaturas 
de reacción van desde temperatura ambiente a 100 2C. 

2.2.2.1.- Cinética de derivatización. 

Se hizo un estudio sistemático de estas reac­
ciones, tanto para estudiarlas para e l grupo funcional 
indicado, como para comprobar su posible interés para 
otros grupos fxmcionales ya que se intentó obtener en \ana 
sol a reacción las sei s sustancias en forma cromatografía 
b l e . E l proceso general de derivatización queda i n d i c a ­
do en l a f i g u r a 12 en l a que se presenta l a histamina a 
modo de ejemplo. Después de l a evaporización bajo f l u j o 
de h e l i o de l a solución metanólica,se añade e l reactivo 
y e l disolvente escogido. E l derivado t r i m e t i l s i l i l a d o 
se forma en l a estufa y después de su enfriamiento se i n 
yecta con l a solución reaccionante directamente en l a co 
lumna cromatográfica. 
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CHg 1 3 ™ D S 

- S i ~ N H - S Í - C H H E X A M E T I L D I S I L A Z M O 

i I I 3 
CH3 CH3 

3 ™ s 

- S i - C l T R I M E T I L C L O R O S I L M O 

^ 1 

^^^OSi(CH3)3 B S A 

^ '''̂  - Si (CH ) o B I S ( T R I M E T I L S I L Í L ) 

3 3 A G E T A M I D A 

O S i ( C H . ) „ BSTFA 
-C N,0 BIS(TRIMETILSILIL) 

''^N-SÍ(CH3)3 TRIELUOROACETAMIDA 

Eigura I L - Estructuras de los p r i n c i p a l e s reactivos de 
sililación. 
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S O L U C I Ó N P A T R Ó N M E T A N O L I C A 

e v a p o r a c i ó n b a j o 

» f l u j o d e h e l i o 

H M 

- d a d o r T M S 

+ A c N o D M F 

D E R I V A D O S I L I L A D O D E L A H M 

N Y E C C I O N D I R E C T A C R O M A T Ó G R A F O 

Figura 12 - Proceso general de formación de un derivado. 
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Para e l estudio de esta reacción, en general, 
a una cantidad del orden de 500 ps de cada sustancia, -
se adicionó una cantidad s i m i l a r de n-eicosano ( G2Q ) . 

Después- de su evaporación bajo f l u j o de h e l i o se añadió •. 
100 de reactivo y O - 100^1 del solvente adecuado. La -
mezcla se mantuvo a d i s t i n t a s temperaturas (desde ambiente 
a 90 20) durante tiempos vari a b l e s (0-20 horas). Las con 
diciones cromatográficas fueron similares a l a s u t i l i z a ­
das para e l estudio de lo s derivados metilados de l o s — 
ácidos imidazol acético. 

La identidad e s t r u c t u r a l de lo s derivados se 
ha puesto de manifiesto con lo s datos de CG-EM que se 
aportan en e l capitulo 4 . Aquí, se hará mención de e l l o s 
7 sus fórmulas s i n dar énfasis a su identificación 

2.2.2.2.- Tiempos de retención de lo s derivados. 

Los tiempos de retención de cada derivado se 
han calculado respecto a dos alcanos que eluyen cerca d el 
compuesto estudiado a p a r t i r de l a fórmula elaborada por 
Kovats(94). Así, e l índice de retención I queda expresado 
de l a siguiente forma: 
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I = 1 0 0 ( n Í ! l ^ - i ° 9 R _ + z ) 
l o g R - l o g R z + n 2 

Rx = tiempo de retención de l a sustancia a a n a l i z a r . 
Rz = tiempo de retención d e l alcance normgil de z átomos 

de carbono. 
Rz-v-n = tiempo de retención del alcano normal de z n 

átomos de carbono. 

2.2.2.5.- Curvas de calibración 

Para determinar e l límite de s e n s i b i l i d a d del 
detector PID respecto a l o s derivados sintetizados y — 
evaluar l a l i n e a r i d a d de l a respuesta, se preparó una -
reacción de histamina de I p g / j i l y de ácido 1,4-,metil imi 
dazol acético de 200)ig/^l .Partes alícuotas de 0,1 a 1 
^1 de estas soluciones se inyectaron en e l cromatógrafo, 
empezando por l a s de volumen más bajo. 
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2.2.3.- RESULTADOS 

2.2.3.1.- PJIACCION DE SILILACiqi 

2.2.3.1.1. - Aminoácidos 

Diversas pruebas de sililación se rea l i z a r o n 
u t i l i z a n d o l o s 4 reactivos indicados en l a f i g u r a n . 
La h i s t i d i n a y l a m e t i l h i s t i d i n a no dieron derivados 
cromatográfiables en l a s condiciones estudiadas, l o que 
coincide con e l vacio existente en l a l i t e r a t u r a sobre 
l a sililación de estos compuestos. 

2.2.3.1.2. - Aminasl 
- Elección de l a mezcla de reacción. 

Los estudios de l a s reacciones de sililación 
se llevaron a cabo u t i l i z a n d o varios reactivos y varios d i 
solventes. Los mejores resultados se obtuvieron con l a s 
reacciones ya señaladas en l a t a b l a 5 es decir l a s me_z 
cías BSTEA/TMCS y BSA/TMCS. Los rendimientos de reacción 
varían mucho s i se u t i l i z a un disolvente como-la p i r i d i n a 

a c e t o n i t r i l o o ninguno, como se puede ver en l a f i g u r a 13-
donde se muestra e l p e r f i l cromatográfico del derivado de 
l a histamina en l a s t r e s variantes anteriores. La c a n t i 

./. 
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d.ad-ln7ectá'da en'&ada daso es-de" 0,5 ps y'el reactivo'que 
se utilizó fue l a mezcla BSA/TMCS. 

E l rendimiento más bajo se obtuvo con l a p i r i d i 
na a pesar de haberse efectuado esta reacción 50 minutos 
a 60 2C y l a s dos otras 20 minutos a 20 2C, ya que a esta 
temperatura no se formó ningún derivado con este disolven 
te. Este es e l solvente más u t i l i z a d o para l a sililación 
en cromatografía de gases y muchas veces se l e considera 
no sólo como un disolvente sino también como un catalizador 
CL06) . Pero, en c i e r t a s reacciones, l a presencia de l a p i ­
r i d i n a puede provocar una disminución de l a velocidad de 
sililación hasta anularla como en e l caso de l a n-octylami 
na o de las catecolaminas (109)» En l a t a b l a se presentan 
los resultados de l a sililación de l a histamina, actuando 
l a p i r i d i n a o e l a c e t o n i t r i l o de disolvente o con l a mezcla 
BSA/TMCS sol a . La mezcla BSTPA/TMCS u t i l i z a d a en trabajos 
anteriores no se pudo emplear debido a problemas de d i s o l u 
ción; en efecto, a l añadir este reactivo a l v i a l de reac­
ción, se formó siempre un precipitado blanco que desapa­
recería únicamente después de l a adición de p i r i d i n a a 
a c e t o n i t r i l o . 

Este precipitado proviene probablemente de l a -
formación de un clorhidrato de histamina por acción del -
t r i c l o r o m e t i l s i l a n o . Su disolución se obtiene fácilmente 
cuando se crea un medio básico por adición de p i r i d i n a , por 
ejemplo. 

./. 
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TABLA 6 
Influencia del disolvente sobre e l rendimiento de l a reacción 

Muestra 
Volumen de 
P i r i d i n a 

• • • • 

Volumen de 
A c e t o n i t r i l o 

Volumen de 
reactivo 
•(jul) 

Respuesta 
r e l a t i v a 

• HM (TMS)5 

1 0 20 100 82 

2 20 0 100 2 

3 100 . 0 100 0 

0 100 100 35 

5 0 0 100 125 

Los resultados obtenidos con l o s diferentes d i s o l 
ventes mostraron que estos provocan una disminución del ren 
dimiento de l a reacción de derivatización, l o que nos ha — 
conducido a no u t i l i z a r l o s y a trabajar únicamente con l a -
mezcla reaccionante de BSA/TMCS 4^. 
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Cinética de l a reacción 

En l a figúrala se representan l o s resultados 
de l a derivatización,obtenidos con l a histamina y l a 
1 , 4 metil histamina .En ordenadas aparece l a relación 
de alturas entre e l pico del compuesto estudiado y e l 
pico del patrón (0-J_Q) habiéndose normalizado a una — 
cantidad i n i c i a l s i m i l a r para l o s t r e s compuestos. En 
abolsas se representa e l tiempo de reacción en minutos. 
La reacción se llevó a cabo a 6 0 2C ya que a temperatu 
r a ambiente no se obtuvo ningún resultado aprecia 
ble cromatográficamente. La reacción de derivatización 
alcanza su mlbcimo a 6 0 2C después de 6 0 minutos. En esta 
misma fi g u r a se puede ver e l p e r f i l cromatográfico de 
l a s dos aminas,obtenido con una columna 5/̂  OV-17 y — 
después de haberse efectuado l a reacción en estas con 
diciones. 

2.2.3.1.3- Ácidos 

Elección de l a mezcla de reacción 

Como para l o s compuestos anteriores, se hizo 
un estudio de l a reacción de sililación de lo s ácidos, 
u t i l i z a n d o t r e s reactivos diferentes, l a s mezclas HMDS/ 
/TMCS, BSTEA/TMCS y BSA/TMCS. Se estudió especialmente 
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Figuráis Cinética de l a reacción de sililación de l a 
histamina y metilhistamina y p e r f i l cromato 
gráfico obtenido con una columna 3/á OV-l?' 
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l a reacción de sililación con l a mezcla BSA/TMCS 
ya que era l a mezcla adecuada para e l análisis de l a s 
aminas. Ho fue posible u t i l i z a r l a primera mezcla — 
(HPEIS/TMCS) por problemas de disolución encontrados, 
tanto para e l ácido imidazol acético como para e l aci. 
do 1,4 met i l imidazol acético; en efecto, e l residuo 
seco dejado después de l a evaporación bajo corriente 
de h e l i o de l a disolución patrón de cada metabolito 
no se disolvió a l añadir e l reactivo y uno de estos 
cuatro solventes: benceno, a c e t o n i t r i l o , dioxano y d i 
meti l formamida. E l método de Sweely y al(163)que es 
e l método más frecuentemente u t i l i z a d o en l a l i t e r a ­
t u r a para l a sililación emplea e l HMDS/TMCS con p i r i 
dina. Pero, este disolvente, como se ha"visto con l a s aminas 
provoca una disminución muy fuerte de rendimiento de 
reacción y por esto, nó se puede u t i l i z a r . 

Las s i l i l a m i d a s son buenos solventes y muchas 
veces se pueden u t i l i z a r solas. E l BSA y e l BSTFA se 
encuentran entre los dadores de grupos s i l i l más — 
fuertes y su poder se encuentra reforzado por adición 
de TMCS (76,77)-

Los estudios de l a reacción de derivatización 

./. 
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se llevaron a cabo con BSA/TMCS 4?3, ya que este reactivo 
d.i6 mejores resultados que l a mezcla BSTPA/TMCS como se 
puede apreciar en l a gráfica 15 , en-la cual se muestra 
l a respuesta obtenida por inyección en l a misma columna 
de ^i3ji^ de Me Im AA, después de reaccionar en l a s mi_s 
mas condiciones (50' 602C) con cada \mo de lo s dos — 
reactivos 

B S A / T M C S 

4 ^ 
fiSTFA/TMCS 

Figura 15 
La respuesta obtenida con e l BSTFA/TMCS representó 

./ 
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un 79,2?ó de l a respuesta dada por !l.os derivados formados 
con l a mezcla BSA/TMCS. 

2.2.5.2.- Estudio de l a mezcla de reacción. 
Es t a b i l i d a d . 

La' mezcla de reacción escogida fue e l BSA/TMCS 
E l BSA es uno de l o s agentes de sililación más — 

fuertes. Las estructuras propuestas para l a b i s t r i m e t i l 
s i l i l a c e t a m i d a son l a s representadas a continuación: 

CH 
/ 3 

0-Si-CH ^0 

3 3 N n _ s í ( C H J ^ 

Si 3 3 

CH ' ^ CH ^^^'xK 
^"3 CH^ ^"3 . 3 3 

I 11 

Gie s s l e r ( 5 ^ ) estudió l a s dos estructuras p o s i 
bles del BSA. Encontró que e l momento di p o l a r del BSA 
(1,27|J ) corresponde a una estructura N,O - b i s (TMS) 
pero e l espectro de RMN a temperatura ambiente dio — 
solamente una señal protónica para e l grupo S i (CH^)^ 
en lugar de l a s dos esperadas. Esta señal se desdobla 
a O e c . 

./. 



96 

Pump 7 Rochow (12?) después del estudio por RMT de seis 
otras bis (TMS) amidas, pusieron en evidencia l a movi 
l i d a d del grupo t r i m e t i l s i l i l • entre l a posición N-y 0: 

La reactividad d e l BSA se puede explicar a 
través de l a s dos estructuras :1a presencia del segundo 
grupo TMS compite siempre para f i j a r s e con e l nitrógeno 
o e l oxigeno j así d e b i l i t a e l enlace del primer grupo. 

Últimamente, no obstante, se acepta como más 
probable l a estructura I con l a posible oscilación de 
l o s grupos TMS entre l a s dos posiciones dentro de l a 
molécula ( 75). 

Otro punto que permite explicar l a mayor fuer 
za del BSA en relación a otros reactivos de sililación 
es su p o s i b i l i d a d de formar un anión en e l estado de -
transición y e s t a b i l i z a r l a carga negativa a s i creada ('77): 

En efecto, l a reacción general de sililación 
ocurre según e l esquema siguiente formándose un zwit t e -
r i o n como compuesto:intermediario: 

^+CH^ CH^ 
HY: + (CH ) Si-X * [ Y : - - S Í - - X ] » Y-Si(CH ) +HX 

^ ^ H CH 5- ^ 
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En e l estado de transición tendremos, con e l 
BSA: 

:l 
Y:—Si—N-'C-CH 
H 

5" 
O-Si(CH^)^ 

Y:—Si—N=C-CH 
3 

Esto provoca ima disminución de l a energía l i b r e de a c t i 

debido a l a presencia del t r i m e t i l c l o r o s i l a n o que actúa 
de catalizador ácido: tiene lugar \ina protonatación del 
BSA debilitando así todavía más e l enlace TMS (N - o 0 - ) . 

Por todo esto, se utilizó xma. mezcla de reacción 
BSA/TMGS a l A-̂á (v/v) que, una vez preparada se conservó 
a l a nevera a ( 4 4 2 C ) , su e s t a b i l i d a d mostró ser de un 
mes por l o que mensualmente tuvimos que prepararla. 

2.2.5.3. ESTABILIDAD DE DERIVADOS DE LAS AMINAS .Y DE LOS 
AGIDOS. 

vación. 

Por otra parte, l a fuerza del BSA se incrementa 

E l estudio de l a e s t a b i l i d a d de l o s derivados 
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formados muestra que estos empiezan a degradarse después 
de permanecer unas 8 horas en l a nevera a (+4 20) o tres 
horas a temperatura ambiente. Debido a esto, los derivados 
se analizaron siempre inmediatamente después de su forma 
ci6n para e v i t a r cualquier posible variación en l a res­
puesta. 

2.2.3.4.- PTDICES DE RETMCIO^T 

Se intentó r e a l i z a r esta separación con fases 
cromatográficas de diferente polaridad: para esto se u t i 
lizó una fase OV-l? de polaridad media y una fase c a s i 
apolar, l a SE-30. No se obtuvo ningún resultado p o s i t i 
vo con esta última como se muestra en l a f i g u r a 17. Los 
Índices de retención, expresados en forma de Índices de 
Kovats calculados a p a r t i r de una separación cromatográ 
f i c a sobre una fase OV-I7 se muestran en l a t a b l a 7 . 
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TABLA 7 

DERIVADO FASE 3% OV-17 

1,4 Me Im AA (TMS) 1.975 

Im AA (TMS)2 2.057 

1,4 Me HM (TMS)2 2.126 

HM (TMS)^ 2.180 

índices de retención expresados en índices de Kovats de 
los derivados t r i r a e t i l s i l i l a d o s sintetizados, en una fase 
OV-17. 
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La estructura correspondiente a los picos cr£ 
matográficos obtenidos con los ácidos y l a s aminas se -
indi c a en l a fig u r a 16 . En e l capítulo 4 referente a — 
espectrometría de masas se estudia l a estructura de estos 
derivados. 

2.2.5.5.- LIMITES DE DETECCIÓN Y CURVAS DE CALIBRACIÓN 

Se llevó a cabo un estudio de l a s e n s i b i l i d a d 
d e l detector de ionización de llama para d i s t i n t a s c a n t i 
dades inyectadas de l o s derivados s i l i l a d o s . " L a respuesta 
para l a mayorís de l o s casos fue buena, llegándose a de­
tec t a r cantidades del orden de lOng . Sin embargo, e l 
rendimiento para l a histamina no resultó tan bueno, de 
bido seguramente a bajos rendimientos en l a reacción de 
derivatizáción y a p-osibles pérdidas por degradación én 
l a s líneas del cromatógrafo. En l a f i g u r a 16aparece un 
cromatógrama de los cuatro derivados analizados conjun 
tamente en una columna 5/̂  OV-17 y 3/̂  SE-30. Se pone de 
manifiesto, en e l primer cromatógrama, en base a l a co l a 
d e l pico correspondiente a l a histamina e l proceso de -
retención por adsorción. Por otra parte a p a r t i r d e l 
estudio de l a reacción de derivatizáción, ya se cons­
tató que l a respuesta dada por una cantidad de ácidos 
era e l doble o e l t r i p l e que l a respuesta obtenida con 



Á C I D O S 

lOI 

H o C N ^ N 

• C H 2 C O O S i ( C H 3 ) 3 
M e l m A A ( T M S ) 

- C H 2 C O O S i ( C H 3 ) 3 

( C H 3 ) 3 S Í N N ^ N 
I m A A d M S ) , 

A M I N A S 

H 3 C N ^ N 

- C H 2 C H 2 N[Si(CH3)3]2 M e H M ( T M S)2 

( C H 3 ) 3 S i i \ J - ^ N 

•CH2CH2N [ S Í(CH3) 3 l 2 H M ( T M S ) 3 

Figura 16.- Estructura de l o s derivados s i l i l a d o s s i xntetizados, 
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* 

I 

3 7 o O V - 1 7 

Figura 17 - P e r f i l cromatográfico de l o s ¿I- derivados a n a l i ­
zados en una columna 3?» OV-I7 7 3% SE-30. 
I:MeImAA , 2:ImAA , 3:MeHM , ¿f:HM. 
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Figura I8«-- Curvas de respuesta del- acido 1,4 me t i l 
imidazol acético y de l a histamina en su 
forma s i l i l a d a . 
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l a misma cantidad de aminas. 

Esto se traduce directamente en l a curva de res 
puesta representada en l a f i g u r a 18, vemos que estas cur 
vas son l i n e a l e s a n i v e l del nanogramo y que e l n i v e l de 
detección para los ácidos es de lO^g y de lOOng para l a s 
aminas. Las dos rectas pasan por e l origen j nos permiten 
pensar que l o s p r i n c i p a l e s -problemas de absorción o de 
-degradación han sido resueltos satisfactoriamente. Los-
tratamientos aplicados para optimizar e l sistema croma-
tográfico y e l sistema espectrométrico se exponen mis -
adelante en e l capítulo 5 . 

2.2.3.6.- I4ECMISM0 DE LA REACCIÓN DE SILILACION 

2.2.3.6.1.- AMINAS 

E l grupo amino es uno de l o s grupos químicos 
más difíciles de s i l i l a x % Sin embargo, en e l caso de l a 
me t i l histamina y de l a histamina, en condiciones r e l a t i 
vamente suaves de derivatización se ha posido s u s t i t u i r 
l o s dos protones, de l a amina primaria por dos grupos t r i 
m e t i l - s i l i l D a pesar de los problemas estéricos p r e v i s i ­
b l e s . En e l caso de l a histamina, un tercer grupo trime^ 
t i l s i l i l o ha s u s t i t u i d o a l protón-de l a amina secundaria 
d e l a n i l l o imidazol. Como se ha indicado anteriormente. 
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no fue posible u t i l i z a r un disolvente para l a reacción 
debido a l a gran disminución de rendimiento que provoca 
ba. Hay que r e s a l t a r l a importancia de l a basicidad del 
núcleo imidazol para e x p l i c a r l a fácil sililación de — 
estas dos aminas. 

En efecto, según su f a c i l i d a d de protonación, 
l a s aminas reaccionan más o menos rápidamente. Por ejem 
pío, se ha demostrado que l a diet i l a m i n a , con un carác­
t e r básico más pronunciado que l a n-butilamina, se s i l i 
l a más fácilmente. Se puede considerar que e l átomo de 
hidrógeno del núcleo imidazol es prácticamente ácido ya 
que l o s electrones del átomo de nitrógeno se encuentran 
deslocalizados sobre e l a n i l l o h e t e r o c i c l i c o , ya que así 
aumenta l a aromaticidad d e l a n i l l o : 

6' •R 
I l5-

La fácil sustitución de este átomo de hidrógeno 

./. 



107 

viene forzada, también, por l a existencia de formas tau­
tomeras ¡ como "se indicó anteriormente en l a introducción 

Debido a que no se ha podido a i s l a r derivados 
parcialmente s i l i l a d o s , se puede considerar que todos l o s 
grupos s i l i l entran prácticamente jiintos en l a molécula 
de HM o de Me HM. La menor reactividad teórica de l a — 
amina secundaria del núcleo viene aumentada por l a ba-
si c i d a d de este mismo y por e l aumento de aromaticidad 

. . que implica l a pérdida del protón. E l t r i m e t i l c l o r o s i l a 
no f a c i l i t a l a protonación y, l a histamina, a través -
del núcleo imidazol actúa de propio solvente, e s t a b i l i 
zando en parte, l a carga p o s i t i v a del estado de transí 
ción. E l e q u i l i b r i o de l a reacción se desplaza en e l -
sentido de formación de lo s derivados debido a l a pr£ 
sencia de un exceso de reactivo. (120) 

2.2.3.6.2.- AGIDOS 

Los ácidos se s i l i l a n más fácilmente que l a s 
aminas debido a varios factores; 

- Primero, l o s ácidos tienen más f a c i l i d a d -
para perder un protón., a n i v e l de l a función a c i d a de 
l a cadena l a t e r a l . Esto, junto con e l carácter nucleo-
fílico del i o n así formado juega un papel importante en 
l a reacción de sililación. Por otra parte, e l átomo de 
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Figura 19.-Mecarlismo de reacción de sililación de l a histamina. 
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Figura 20.-Mecanismo de reacción de s i l i l a c i o n del acido m e t i l 
imidazol acético. 
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oxigeno es más efectivo que e l átomo de nitrógeno para 
formar un enlace con e l grupo t r i m e t i s i l i l debido a — 
que tienen dos dobletes de electrones l i b r e s cuando e l 
nitrógeno sólo tiene uno: 

R-NH. 

: 0 -II .. 
R_C-0-H 

:o: 
I + 

R-C=0-H 

Por todo esto, l a reacción de sililación de l a s 
aminas y de lo s ácidos se puede representar según e l e_s 
quema de l a f i g u r a 19 y20 , actuando e l t r i m e t i l c l o r o s i -
lano de catalizador ácido para f a c i l i t a r l a eliminación 
de l o s diversos protones. 

2.2.4. DISCUSIÓN 

E l proceso de sililación de l a h i s t i d i n a y de 
sus metabolitos para l a obtención de derivados volátiles 
para su análisis por cromatografía de gases, resultó satis_ 

./. 
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f a c t o r i o excepto en e l caso de los dos aminoácidos, h i s t i 
dina y metil h i s t i d i n a para los cuales no se consiguió 
formar ningún derivado volátil. La síntesis de los d e r i 
vados s i l i l a d o s tiene lugar en un solo paso, a 60 20 
durante una hora con l a mezcla BSA/TMCS 4-̂ . Para obtener 
un rendimiento máximo de esta reacción, se tiene que e v i 
t a r e l uso de cualquier t i p o de disolvente ( p i r i d i n a , ac_e 
t o n i t r i l o , . . . ) y asegurar l a eliminación de toda t r a z a 
de metanol proveniente de l a s disoluciones patrón. En —» 
astas-condiciones, se obtiene un p e r f i l cromatográfico 
completo de los cuatro derivados en unos ocho minutos. 

Los trabajos r e l a t i v o s a l a formación de deri­
vados similares (Butts y Kavert) describen l a formación 
de dobles derivados con l a histamina y l a m e t i l histamina 
y analizan estas sustancias a n i v e l de microgramo. 

E l método de reacción que describimos es nuevo 
en cuanto permite trabajar a unos niveles más re l a c i o n a ­
dos con lo s niveles fisiológicos de estas sustancias y 
permite l a obtención de un solo t i p o de derivado ' para 
cada sustancia. Para asegurar su re a c t i v i d a d , l a mezcla 
de reacción BSA/TMCS tiene que ser preparada extempora 
neamente. 

./. 
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Por otra parte, e l análisis de estos derivados 
se tiene que r e a l i z a r l o más rápidamente posible, ya que, 
como l o puso de r e l i e v e F. C o l i n , son muy sensibles a l a 
luz e inestables. ( 3 5 ) 

Las consideraciones r e l a t i v a s a l mecanismo de 
s i l i l a c i S n de l a histamina y del ácido imidazol acético 
permiten poner en evidencia l a a l t a reactividad del — 
núcleo imidazol, así como e l proceso de formación de l o s 
derivados de l a s aminas y de l o s ácidos. 
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Capitulo 3' 
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3 . 1 . - PITRODUCCION 

E l estudio de l a reacción de sililación de l o s 
t r e s grupos de compuestos a analizar puso de r e l i e v e va 
r i o s problemas, entre ellos", l a no obtención de d e r i - • 
vados cromatografiables para l a h i s t i d i n a j l a m e t i l hi_s 
t i d i n a , l o que impide, a p r i o r i , e l estudio del anabolis 
mo de l a histamina. 

Por esto, nos propusimos e l estudio" dé'la-J'---
reacción de formación de derivados adiados de l a h i s t i d i . 
na, metil h i s t i d i n a , histamina j de l a m e t i l histamina ya 
que a través de estas cuatro sustancias se puede contro­
l a r e l metabolismo de l a histamina como se puso de reli_e 
ve en l a f i g u r a 2 . Por otra parte, a p a r t i r de l a sint£ 
s i s de estos derivados, se pensó alcanzar pesos molécula 
res más a l t o s y por tanto de más interés para un estudio 
biológico. Finalmente, l a reacción de acilación, represen 
t a una a l t e r n a t i v a válida a l a reacción de sililación — 
dando derivados más estables, sobre todo con l a s aminas 
( 2 2 ) .-

./. 
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3 . 2 . , - ANTECEDENTES 

La reacción de acilgción implica l a introduc­
ción de un grupo a c i l o (R - C -) en una molécula, por 
sustitución de uno de los átomos de hidrógeno, según -
l a reacción 

R - C - X + RY • R - C - RY+ HX. 

Los grupos químicos susceptibles de ser a c i l a 
dos son numerosos y.los p r i n c i p a l e s se indican en l a — 
ta b l a 8 . 

Los compuestos que nos interesan a n a l i z a r con 
tienen grupos amino y I I I ) y grupos ácidos. E l — 
grupo ácido no está contenido entre los grupos químicos 
de l a ta b l a 8 por l o que se tendrá que bloquear a t r a ­
vés de l a acción de otro reactivo (reactivo de metila-
ción o de sililación). Por esto, todos l o s trabados pu­
blicados sobre l a acilación de los aminoácidos r e a l i z a n 
esta derivatización en dos etapas para formar finalmen­
te l o s esteres N - t r i f l u o r o a c e t i l metílicos (TAM) como l o 
reporta Bertilssoñ" L. (12) o l o s esteres N-trifluoroace 
t i l butíricos (TAB) como l o describen Roach y Gehrke (135) 

Solamente e l grupo de Gehrke presenta un d e r i 

./. 



TABLA 8 
PT̂ TIIGIPAIiES GRUPOS FUi;CIO.,ALES SUSCEPI'IBLES Qp SER ACILADOS 

ESIKUCTURA QUÍMICA NOMBRE 

- N H 2 HMH- - N - aminas primarias^ 
secundarias y ter-
t iar ias. 

-NH-CO-R amidas 

OH OH 
-CHaOH -a4- - C -

• i •" ' • 
alcooies primarios^ 
secundarios y ter-

tiarios. 

-SH grupos t io l ' 

>C=C( 
4 

compuestos ínso tu rados , 
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vadp para l a h i s t i d i n a , los ptros. trabajos. omiten o .expli . 
can no haber "obtenido ningún resultado para este aminoácido 
(5,52),También Gehrke describe l a s d i f i c u l t a d e s observadas 
para su análisis: en l a misma columna tiene lugar \ina con 
versión del derivado en N - t r i f l u o r o a c e t i l n - b u t i l h i s t i d i 
nato (derivado monoacilado) o en N, N bis t r i f l u o r o a c e t i l o 
n - b u t i l h i s t i d i n a t o (derivado diacilado) según s i se i n ­
yecta l a muestra en butanol o anhídrido trifluoroacético 
E l e q u i l i b r i o entre l a s dos formas está a favor del d e r i 
vado monoacilado. 

I. Mac Arthur Moodie (6), e l N - t r i f l u o r o a c e t i l o N-carbe 
t o x i n - b u t i l h i s t i d i n a t o . Para esto son necesarias t r e s 
reacciones diferentes: una de esterificación, otra de -
acilación y una tercera de carbetoxilación, ésta última 
permitiendo una N-sustitución rápida del imidazol para 
formar un derivado más estable que e l derivado N-acetilo 

tografía correctamente , cuya estructura se expone a con 
tinuación: 

Un derivado más estable es e l sintetizado por 

( 110). 

Se obtiene así un derivado estable y que croma 

H 5 C 2 - O C II 
O 
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En un trabajo de revisión sobre l a cromatogra 
fía de gases de los aminoácidos, E.Evans j P.IÍichols (^8), 
describen también l o s problemas inherentes a l a cromato­
grafía de l a h i s t i d i n a : obtención de varios derivados o 
de UQ rendimiento de derivatización muy ba.jo, l o gue se 
atribuye a l a formación de l a s a l i m i d a z o l i l de l a h i s t i 
dina durante l a esterificación del grupo COOH, s a l que se 
di s o c i a en e l bloque de inyección(4-5) o s i l a acilación se 
r e a l i z a a temperatura a l t a , se obtiene un derivado d i a c i 
lado que se transforma fácilmente en derivado monoacilado 
debido a l a gran s e n s i b i l i d a d a l a hidrólisis del protón 
est e r i f i c a d o del grupo imidazol ( 55j^5'il55 ), . Estas d i ­
versas estructuras quedan reflejadas en e l esquema siguien 
t e : (Eig. 2 1 ) . 

./. 
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C H o C O N _ i l 

COOR 
N H C O C F 3 

H D dracilada 

H2CH< 
COOR 

H N Ü 

N H C O C F 3 

H D monoacilada 

/ N H C O C F 3 
R O O C - C H < ^ 

CH2-
N Ñ H 

HCl o 

H O O C - C F 3 

sal del alquil ester de 
la N - T F A H D 

Figura 21.- E l derivado diacilado de l a h i s t i d i n a j sus produc 
tos de hidrólisis. 
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En ;mo de l o s últimos trabajos publicados, Pearce 
CL23)iescribe l a formación del ester N-heptafluorobutiril iso 
butilado de l a h i s t i d i n a , derivado que se obtiene s o l a ­
mente s i se toman c i e r t a s precauciones: adición de un — 
antioxidante y calentamiento de l a muestra antes de su 
inyección con e l anhídrido etoxifórmico a 110 2C duran­
te cinco minutos. Por todo esto, consideramos que se t ^ 
nía que estudiar una reacción de derivatización o r i g i n a l 
para l a h i s t i d i n a y su derivado metilado debido a l o s -
problemas presentados por l o s derivados descritos en l a 
l i t e r a t u r a . En base a un trabajo de Weygand (179) en e l 
cual describe l a formación de 2 - t r i f l u o r o m e t i l - oxazo 
lonas sustituidas en ̂• por r e f l u j o de diferentes amino­
ácidos con e l anhídrido t r i f l u o r o a c S t i c o según l a reac­
ción: 

R - C H - C O O H y - f 

Ñ H 2 ( C F 3 C O ) 2 O ' V ^ 

H C F 3 

se decidió estudiar l a reacción de acilación d i r e c t a de l a 
h i s t i d i n a y l a m e t i l h i s t i d i n a . 
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Para l a cromatografía de l a histamina y de l a 
me t i l histamina, l a problemática es muy s i m i l a r : forma­
ción de varios derivados e i n e s t a b i l i d a d de l a muestra. 
Para estos compuestos, debido a l a diversidad de l o s — 
grupos funcionales (aminas primarias, secimdarias y t e r ­
c i a r i a s , nitrógeno imino), no es posible obtener a par­
t i r de un solo reactivo un derivado único para cada meta 
b o l i t o con una separación y un tiempo de elución adecúa 
dos (119). 

Se decidió estudiar l a reacción de acilación 
d i r e c t a de l a s cuatro sustancias apoyándonos en todos 
estos datos. 

3.3.- MÉTODOS 

Debido a l a gran e s t a b i l i d a d del núcleo imida 
z o l y para e v i t a r l a formación de derivados fácilmente 
h i d r o l i z a b l e s , se estudió l a reacción de acilación en 
condiciones l o suficientemente drásticas como para e v i 
t a r l a degradación rápida de l o s derivados, así como l a 
obtención de múltiples derivados. 

./. 
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3 o . l . - AMIIiPACIDOS 

Debido a l o s resultados negativos obtenidos 
con l a reacción de metilación se estudió l a reacción 
de acilación dire c t a de l a h i s t i d i n a j de l a metil h i s 
t i d i n a , intentando formar un anhídrido de ácido j una 
amina aci l a d a . Para estos dos compuestos, se hi c i e r o n 
reaccionar cantidades del orden de 100 a 200 jig con -
100 a 200^1 de reactivo acilante (PFPA, HPBA o TEA) -
evitando toda traza de humedad y estudiando l a infl u e n c i a 
de un disolvente. • v i a l e s de reacción se mantuvi_e 
ron a d i s t i n t a s temperaturas (desde ambiente hasta 100 
2C) durante tiempos variables ( 0 - 5 horas). Las muestras 
enfriadas se evaporaron bajo corriente de h e l i o j fue­
ron redisueltas en a c e t o n i t r i l o . 

3.3.2.- AMEMAS 

E l estudio de l a reacción de acilación de l a s 
aminas se llevó a cabo de un forma s i m i l a r a l estudio 
de l a reacción de acilación de los aminoácidos, u t i l i 
zando, también, los diferentes agentes de acilación. 
E l estudio cromatográfico se realizó con columnas 3?á OV-
225, OV-17 7 3^ SE-30. 

. / . 
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Los anhídridos TPA, PFP y HFB se pueden u t i l i z a r 
indiferentemente ya que d i f i e r e n ligeramente en r e a c t i v i ­
dad y v o l a t i l i d a d . Así, se considera e l anhídrido TPA — 
como e l más reactivo y e l más volátil. Por otra parte, pa 
ra muchos compuestos, l o s derivados HFB tienen mayor es­
t a b i l i d a d y mayor s e n s i b i l i d a d con un detector de captura 
de electrones, pero los derivados PFP necesitarían tempe­
raturas de análisis más bajas. Las condiciones de trabajo 
con estos t r e s reactivos son muy simil a r e s . En general 
l o s derivados son fáciles de s i n t e t i z a r y gozan de buenas 
propiedades cromatográficas. 

3.4.- RESULTADOS 

5.4.1.- REACCIÓN DE ACILACIOE CON EL PFPA 

3.4.1.1.- AMETOACIDOS 

En l a l i t e r a t u r a , l os aminoácidos se e s t e r i f i -
can antes de su acilación ya que e l reactivo de acilación 
reacciona únicamente con e l grupo amino y no con e l grupo 
ácido. En un intento de conseguir l a formación de un — 

./. 
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anhídrido de ácido se hizo reaccionar l a h i s t i d i n a y l a 
metil h i s t i d i n a directamente con e l agente acilante — 
(PFPA, HPBA o TPA) y e l acetato de e t i l o o e l acetoni­
t r i l o de disolvente-. 

. Las primeras pruebas de derivatizáción en fun 
ción del tiempo ( 0 - 3 horas) y de l a temperatura — 
(20 2C - 100 20), resultaron negativas, l o que nos indu 
jo a estudiar esta reacción paso a paso, primero l a fase 
de evaporación, después l a reacción de derivatizáción — 
(cantidad de reactivo y de disolvente , temperatura y -
tiempo de reacción) l a evaporación de l a mezcla de rea£ 
ción y l a elección de mi disolvente y finalmente, l a s — 
condiciones cromatográficas.-ver f i g u r a 22-. , 

Se ha expuesto anteriormente que l o s derivados 
de l a h i s t i d i n a y de l a histamina son fácilmente h i d r o l i 
zables. Por esto, se estudió especialmente l a etapa de 
evaporación para asegurar l a ausencia de toda t r a z a de 
humedad. Se eliminó l a posible presencia de agua en e l 
gas de evaporación utiliz-ando h e l i o seco, Para l o cual 
se hizo pasar e l gas a través de un tubo r e l l e n o de — 
s i l i c a g e l . Esta precaución no modificó l o s resultados 
obtenidos. 

Seguidamente, se intentó eliminar l a s p o s i ­
bles trazas de agua contenidas en e l metanol de l a d i 
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ALICUOTA DISOLUCIO" META!'OLIOA 

Evaporizaci6n-(eliminación toda traza 
de•agua) 

SUSTA.NCIAS SECAS - HD y MellD 

Elección solvente ACOEZ o AcíT 
Elección reactivo PEPA o HEBA 
Elección condiciones de derivatización 

DERIVADOS HD y MeHD 

Evaporización reactivo 
Elección solvente 

IITYECCIOH DERIVADOS 

Elección de l a fase cromatográfica 
Condiciones cromatográficas 

SEPARACIÓN' CROmTOGRAEICA 

Eigura22 .- Esquema del proceso de formación de derivados 
de l a h i s t i d i n a y m e t i l h i s t i d i n a . 
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solución'stock'utilizando e l método de Brooks: se añade 
dimetoxipropano a l v i a l de reacción que puede reaccionar 
con e l agua presente j formar acetona y metanol, dos d i s o l 
ventes muy volátiles: 

O C H 3 

H 3 C - C - C H 3 4-H2O > C H 3 0 H + C H 3 C O C H 3 • 

O C H 3 

La reacción se realizó de l a siguiente forma: 
una vez llevada a cabo l a evaporación de l a solución meta 
nólica de h i s t i d i n a y m e t i l h i s t i d i n a , se añadió a l v i a l 
20 p-láe dimetoxipropano. Después de agi t a r se mantuvo 
e l v i a l a temperatura ambiente diez minutos. Se evaporó 
l a acetona y e l metanol formados, y se añadió e l PFPA, 
l a reacción se realizó a 70 2C en l a estufa durante una 
hora. En estas condiciones, ningún resultado p o s i t i v o 
tampoco se obtuvo. 

E l tercer t i p o de pruebas que se re a l i z a r o n 
fue en base a l a utilización de una placa caliente o 
de un baño de arena. Debido a l a a l t a e s t a b i l i d a d de l a 
h i s t i d i n a y de l a m e t i l h i s t i d i n a que se r e f l e j a en e l 
cuadro adjunto: (Tabla 9). 
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% Recuperación Hidrólisis a II02C en: 
6N HCl 3N Ac. p-Tolueno 

24 h. 48 h. 72 h. sulfúrico. 
H i s t i d i n a 98,8 96,2 96,0 97,2 

M e t i l h i s t i d i n a 98,2 97,2 96,7 98,9 

TABLA 9 

La recuperación de l a s sustancias se calculó en r e l a ­
ción a l a e s t a b i l i d a d de un standard interno (4-PEP) 
(Walizemski K. 1977)» (175). 

se decidió l l e v a r a cabo l a evaporación u t i l i z a n d o un 
baño de arena cuya temperatura se f i j o a 10^ 2C y en e l 
cual se pusieron l o s v i a l e s de reacción con l a d i s o l u ­
ción metanólica. No fue necesario u t i l i z a r h e l i o seco 
n i otras precauciones como e n f r i a r e l v i a l en un ambiente 
anhidro. Una vez l a disolución patrón evaporada, se en­
frió e l v i a l antes de añadir l a mezcla de reacción y -
ponerle a l a estufa. Solamente u t i l i z a n d o e l sistema de 
evaporación descrito fue posible formar unos derivados 

./. 
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acilados cromatográfiables. 

Se estudió l a posible mejora de esta evaporación 
realizándola de nuevo con h e l i o desecado o con adición 
de dimetoxipropano. Con ninguna de l a s dos modificaciones 
se obtuvieron mejoras. Así, l a s condiciones de evaporación 
quedaron f i j a d a s como sigue: baño de arena a 104 2C j c_o 
r r i e n t e de h e l i o de 5 a 10 minutos según e l volumen a — 
evaporar. Se deja e n f r i a r e l v i a l y a continuación se — 
r e a l i z a l a reacción de acilación. 

R.C. Hammond(66) i n d i c a que l a s aminas t e r c i a ­
r i a s y l a s bases h e t e r o c i c l i c a s como l a p i r i d i n a , c a t a l i 
zan l a s reacciones de acilación actuando, probablemente, 
por conversión de l o s anhídridos de ácido, como e l anhí 
drido pentafluoropropionico en iones más react i v o s , — 
l o s iones de acilamonio. Por esto, l a reacción de a c i l a 
ción se estudió en presencia y ausencia de l a p i r i d i n a , 
así como l a s condiciones de duración y temperatura de l a 
reacción. Las pruebas realizadas para estudiar l a i n f l u e n 
c i a de l a p i r i d i n a sobre e l rendimiento de l a d e r i v a t i z a 
ción mostraron que este disolvente, como en e l caso de l o s 
derivados s i l a n i z a d o s , provoca \ma fuerte disminución 
del rendimiento y, por esto, l o s estudios cromatográf ó. 
eos se r e a l i z a r o n empleando únicamente e l PFPA. Los per 
f i l e s cromatográficos correspondientes a l o s derivados 
de l a h i s t i d i n a y de l a m e t i l h i s t i d i n a obtenidos en pre_ 
sencia y ausencia de l a p i r i d i n a se pueden apreciar en 
l a f i g u r a 23. 
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Figura 27)»- Separación cromatográf i c a de l o s derivados penta 
fluoropropdonados de l a (1) HeHD y (2) HD -
A) En presencia de p i r i d i n a . B) En ausencia de -
p i r i d i n a . 
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Por esto, l a reacción de acilación se estudió 
uti l i z a n d o e l reactivo solo. En l a figura24 se presen­
tan gráficamente lo s resultados obtenidos: en ordenadas 
aparece l a relación de alturas entre e l pico del compue_s 
to estudiado (HD o Me HD) j e l pico del patrón (C2Q)• En 
abcisas se representa e l tiempo de reacción en minutos. 
Los dos picos cromatográficos que se ci t a n como HD - 2PPP 
j Me HD - 2PFP corresponden a l o s compuestos siguientes: 

H N ^ N 

V 1 , o 
•CHo-C-N-C^ 

HD-2PFP 

^ ^ //O •CHg-C-N-C^ 

MeHD-2PFP 
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Figura 24-.-Representación gráfica del rendimiento de l a 
reacción de perfluoroacilación de l a MeHD y HD con PPPA 
en.'función del tiempo y de l a temperatura. 
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Según lo s resultados de l a f i g u r a 24-., resultó 
prácticamente imposible asegurar un buen rendimiento de 
reacción de perfluoroacilación conjuntamente para l o s -
dos aminoácidos a 100 20é En cambio, fue relativamente 
fácil obtenerlo'trabajando a 70 20 y con un tiempo de 
reacción de 90 min. 

Un estudio de l a utilización de diversos solventes 
(•fcenceno, a c e t o n i t r i l o , acetato de e t i l o ) , en cantida 
des diversas mostró que l o s resultados más satisfact_o 
r i o s se obtienen empleando e l reactivo solo, en gran can 
tid a d . 

Así, l a reacción de derivatización de los amino 
ácidos se realizó de l a forma siguiente: 

Se llevó a sequedad bajo f l u j o de h e l i o y en 
e l baño de arena a 104- 2C e l alícuota de disolución m̂  
tanólica durante 5 a 10 minutos, según e l volumen de l a 
muestra. Una vez e l v i a l enfriado, se l e añade 100 a 200 
j i l . d e anhídrido pentafluoropropiónico, se ag i t a con e l 
rotamixer y se deja 90 minutos a l a estufa a 70 2C. E l 
reactivo se evapora después de e n f r i a r e l v i a l y se d i 
suelve l a muestra en a c e t o n i t r i l o para su análisis. 

-/. 

http://jil.de
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3.^.1.2.- AI-mTAS 

La derivatización de l a histamina y de l a metil 
histamina se realizó en xina so l a estapa como en e l caso de 
l o s aminoácidos. E l estudio de l a reacción de acilación 
se llevó a cabo a 70 2C y a 100 ^c. Los resultados se 
pueden apreciar en l a f i g u r a 25.. Aquí, también observa­
mos una i n e s t a b i l i d a d de l o s derivados formados a 100 20. 
La temperatura de 70 20 permite obtener mejores rendimien 
tos con un tiempo más largo de,reacción. 

Para estas dos aminas, e l rendimiento de l a — 
reacción fue más a l t o u t i l i z a n d o e l reactivo sólo que — 
empleando una mezcla reactivo/solvente ( p i r i d i n a , acetato 
de e t i l o , a c e t o n i t r i l o , benceno) en proporciones v a r i a ­
bles. 

Debido a esto, l a reacción de p e r f l u o r o a c i l a ­
ción de l a s aminas r e s u l t a s i m i l a r a l a reacción de per 
fluoroacilación de l o s aminoácidos y, por esto, l a s cua 
t r o sustancias se pueden d e r i v a t i z a r conjuntamente en 
una sola etapa. 

La cromatografía de l a s dos aminas r e a l i z a d a 
t r a s una reacción de acilación a 70 2C de 90 minutos -

./. 
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Figura 25.-Representación gráfica del rendimiento de l a 
reacción de perfluoroacilación de l a MeHM 7 
HM con PFPA en función del tiempo y de l a tem­
peratura. 
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MeHM-IPFP 

HM-.1PFP 

3 % O V - 1 7 3 % S E - 3 0 

r yCHaCHsN. 
.COCaFg 

H 

HM- IPFP -

IVleHíVl-lPFP 

Figura 26 »- Separación cromatográfica de l a histamina y de l a 
meti l histamina. 
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se presenta en l a f i g u r a 26. En l a f i g u r a puede apreciar 
se que l a separación de ambas aminas no es posible sobre 

SE-30, pero sí en 5?á OV-17, íase mucho más polar. En 
esta misma f i g u r a se representan l a s estructuras quími 
cas correspondientes a los picos HM - 1 PEP y Me HM -
- 1 PFP. 

3.4.2.- REACCiaT DE HEFTAFLUORQBUTIRACIOH 

Se realizó e l estudio de l a reacción de a c i l a ­
ción empleando e l anhídrido heptafluorobu.ti'iado. Los r_e 
sultados obtenidos para l o s aminoácidos y l a s aminas, -
coinciden totalmente con l o s obtenidos con e l anhídrido 
pentafluoropropiónico; tiempo y temperatura de reacción 
similares (90 minutos a 70 2C); condiciones de separa­
ción por cromatografía idénticas: 

- Fases 3?í OV-17, 3?á OV-225 
- Temperaturas d e l detector (PID) 250 20 
- Temperaturas d e l inyector 250 2C 
- Temperaturas de l a columna 160 2C 

En l a f i g u r a 27 se representa e l p e r f i l cromato 
gráfico obtenido con l o s aminoácidos y l a s aminas después 
de l a reacción de heptafluorobutiración así como l a s es 

./. 
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p = r | - C H 2 C H N H C O C 3 F 7 

CHafsJ^N OO, • 
C 3 F 7 

MeHD-2HFB 

CH2CHNHCOC3F7 f = 

C3F7 

HD 

MeHD 

HD-'2HFB 
MeHM 

•CH2CH2NHCOC3F7 

C H g N ^ N 

MeHM-HFB 

HM 

— I — I — I 

ü 2 o 
(min) 

C H 2 C H 2 N H C O C 3 F 7 

HM-HFB 

Figura 27 »-P e r f i l cromatográfico obtenido con los cuatro 
derivados heptafluobutirados en una columna 
3?á Oy-17. 
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tructuras de los derivados formados. 

Estos son similares, a los obtenidos anterior­
mente con e l PEPA y'también, .se forman según .al mismo 
mecanismo de reacción como se pone de manifiesto más 
• adelante. 

5.4.5.- E S T A B I L I D A D D E L O S DERIVADOS 

rio se realizó un estudio sistemático de l a 
est a b i l i d a d de l o s derivados formados por acción d e l 
PPPA o por acción del HFBA; s i n embargo, l a experiencia 
acumulada durante todo e l desarrollo de este trabajo — 
mostró que estos derivados redisueltos en a c e t o n i t r i 
l o se conservan varios días en l a nevera a +4 20^ l a 
muestra no se conservaba en mejores condiciones s i a l 
disolvente se l e añadía mi 5̂á de reactivo (PPPA o HPBA) 
como se describió para otras aminas biógenas ( P r i j Col 
197^). 

5 . 4 . 4 . - Í N D I C E S DE R E T E N C I O : ' 

La t a b l a 10 muestra l o s datos de retención, 

./. 



TABLA 10 

HTDICE DE KOYATS 

Compuesto 39& OV-17 5fá 0?-225 

M e t i l histidina-2-PFP 
M e t i l histidina-2-HFB 

Histidina-2-PPP 
Histidina-2-HPB 

M e t i l histamina-1-PPP 
M e t i l histamina-1-HPB 

Histamina-1-PPP 
Histamina-1-HPB 

1582 
159^ 

1736 
1767 

1765 
1815 

1827 
1897 

2015 
2030 

2355 
2397 

2147 
2212 

2443 
2557 



141 

expresados en forma de índices de Kovats, de lo s d i f e ­
rentes derivados acilados. Los resultados dan ima idea 
del p e r f i l cromatográfico que se obtendría a p a r t i r de 
una mezcla de todos l o s compuestos l i s t a d o s , cromato-
grafiados en columnas de d i s t i n t a polaridad (OV-225 j 
OY-I7). Representando gráficamente los índices de — 
Kovats de estos derivados, puede ponerse en evidencia 
l a i n f l u e n c i a sobre dichos valores de l a d i s t i n t a pola 
r i d a d de l a s fases. S i se representan los índices de 
Kovats obtenidos en ambas fases estacionarias según 
l a f i g u r a 28 puede comprobarse que los retrasos en l a 
elución én l a fase OV-225 respecto a l a OV-l? (mayores 
índices de Kovats), son debidos principalmente a dos 
factores: por una parte l a polaridad de l a s fases: l a 
constante de McReynold (132 ) de l a fase OV-l? es de 
884 y l a de l a fase OV-225 1813. Esta constante a t r a 
vés de l a medición de lo s índices de retención de va­
r i a s sustancias en escualeno y en OV-l? o OV-225, per 
mite c l a s i f i c a r l a s diferentes fases;así, l a OV-225 -
tiene un v a l o r más a l t o y por esto es más polar (más 
selectiva) que l a fase OV-l?. E l segundo f a c t o r re­
f l e j a l a e x istencia de derivados más o menos polares 
según s i l l e v a n un grupo metilo a n i v e l d e l núcleo 
imidazol o no. Esto queda expresado en l a figura28 
en función inversa de l a s pendientes de l a s rectas. En 
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1 5 0 0 
3 7 o O V - 2 2 5 

Í 7 0 0 1 9 0 0 2)00 

^ ^ D í C E S D E K O V A T S 
3 7 o O V - l 7 

her. H D 

Jder.HM 

2 7 0 0 

Representación gráfica de l o s Índices de 
Kovats en l a s fases 0¥-17.y 3% OV-225 
de todos l o s derivados acilados s i n t e t i z a dos. 
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esta f i g u r a , se puede comprobar también que l o s derivados' 
pentafluoropropionados y heptafluorobutirados dan r e s u l 
tados siiimilares aún cuando esto implica l a entrada de \in 
grupo suplementario a n i v e l de l a cadena l a t e r a l . 

La menor polaridad de una fase se traduce en 
un menor índice de Kovats para cualquiera de los compue_s 
tos estudiados en tanto que una mayor polaridad del solu 
to provoca una mayor d i f e r e n c i a de los índices de Eovats 
d e l compuesto entre l a s dos fases u t i l i z a d a s (ál). Estos 
fenómenos se i l u s t r a n en l a f i g u r a 29 en donde se ha — 
tomado l a histamina 1 PEP y l a m e t i l histamina 1 PPP co 
mo ejemplo. 

3.4 . 5 . - LIMITES DE DETECGiaT Y CURVAS DE CALIBRACIÓN 

Se llevé a cabo un estudio de l a s e n s i b i l i d a d 
d e l detector de ionizacién de llama para d i s t i n t a s can 
tidades inyectadas de l o s derivados pentafluoropropi^ 
nados. La respuesta fue correcta en l a mayoría de l o s 
casos, llegándose con f a c i l i d a d a detectar cantidades 
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C O M P U E S T O P O L A R 

3 7 o O V - 1 7 

1 1 CH2CH2NHCOC2F5 

^ H M - I P F P 

1 
3 7 o O V - 2 2 5 

C O M P U E S T O N O P O L A R 

3 7 o O V - 1 7 

i 
• C H 2 C H 2 N H C O C 2 F 5 

3 7 o O V - 2 2 5 

1600 2000 2400 

I.K 

Figura 29 »" Influencia de l a polaridad de l a s fases estacio 
narias y de l a polaridad del compuesto cromato 
grafiado sobre e l tiempo de retención expresa­
do como índices de Kovats. Se ha tomado l a — 
histamina y l a m e t i l histamina como ejemplos. 
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del orden de 15 - 20ns . Sin embargo, e l l i m i t e de detec 
ción para l o s compuestos MeHM - 1 PFP y HM - 1 PPP, es 
aproximadamente del doble debido seguramente a bajos -
rendimiento en l a derivatización y/o a posibl'és pérdi­
das por degradación en l a s líneas del cromatógrafo. En 
l a f i g u r a 30 aparecen l a s correspondientes curvas de -
calibración para l a s cuatro sustancias estudiadas. La 
variación en e l n i v e l de detección no es función de l a 
polaridad d e l a n i l l o imidazol, s i n o función de l a natura 
leza de l a cadena l a t e r a l , ya que l a respuesta de l o s -
dos aminoácidos es d e l mismo orden frente a l a respues 
t a dada por l a s dos aminas. 

5.4.6.- MECMISMOS DE LA REACCIÓN DE ACILACIÓN 

Las estructuras de l o s derivados heptafluorobu 
tirados y pentafluoropropionados se han representado ante 
riormente. En e l caso de l a s aminas,tiene lugar l a entra 
da de un solo grupo a c i l o en l a cadena l a t e r a l . De n i n ­
guna forma se podían obtener otros derivados ( d i o t r i -
acilados) E l imidazol perfluoracilado o acetilado ha sido 
comercializado por diferentes casas como agente de a c i l a 
ción, su a l t a r e a c t i v i d a d siendo debida a que los elec-
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f i g u r a 50. - Curvas de respuesta obtenidas con e l detector 
de ionización de Llama de l o s derivados estudia 
dos obtenidos con una columna 5P OV-225. 
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trones del átomo de nitrógeno se encuentran d e s l o c a l i z a 
dos en e l heterociclo .• Por ejemplo, e l F - t r i f l u o r o a c e 
t i l imidazol se h i d r o l i z a c a s i instantáneamente: 

C F o - C - N 

5+ \̂  
Por esto,, su fuerza de acilación es similar, a l a de los 
anhídridos de ácido. Esto explicaría porque no se ha p£ 
(Mo a i s l a r en nuestro laboratorio un derivado con un — 
grupo a c i l o en e l a n i l l o imidazol. 

3.4.6.1.- ACILACICIT DE LOS AMNOACIBOS 

La acilación d i r e c t a de l a h i s t i d i n a j m e t i l 
h i s t i d i n a debía conducir a l a entrada de grupos a c i l o 
a n i v e l de l o s dos grupos funcionales de l a cadena l a 
t e r a l , por una parte se debía a c i l a r e l grupo amino 
y por otra parte, a n i v e l del grupo acido se debía — 
formar un anhídrido de ácido. 

La acilación d e l grupo a c i l o tuvo lugar según 
l o previsto por sustitución de un átomo de hidrógeno. E l 
mecanismo de reacción más generalmente propuesto, es 
l a acilación electrofílica d i r e c t a , pero, mecanismos nu 

./. 
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cleofílicos o de e l i n i n a c i 6 n de un r a d i c a l l i b r e se han 
descrito también (140). 

De hecho, e l mecanismo de reacción re 
side seguramente en un e q u i l i b r i o entre estas diversas 
posibilidades : 

R - C = 0 + X " (1) 

» R - C = 0 + ( 2 ) 

R - C = 0 + X ' (3) 

C 2 F 5 - C 

C 2 F 5 - C 

O 

O + R N H 2 

o 

- > C 2 F 5 - C ' ' + C 2 F 5 C O 2 H 

H " 

La acilación del grupo ácido del aminoácido no 
condujo a l a formación de un anhídrido de ácido como se 
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podía preveer s i n o a l compuesto correspondiente pero con 
cuarenta y cuatro unidades de masa menos. Para e l d e r i ­
vado pentafluoropropionado de l a h i s t i d i n a , obtuvimos un d_e 
rivado con un i6n molecular de masa M"̂  = 405 en lugar — 
del esperado a M"*" = 447. E l primer valor se comprobó en -
l o s espectros de masa obtenidos a bajas energías de i o n i z a 
ción electrónica (20,12,10 y 7i5 e?). E l r e a l i z a r l o s es 
pectros de masa a energías de ionización bajas, permite 
obtener un i o n molecular más abundante ya que se produ­
cen menos pragmentaciones debido a l a menor energía de 
ionización aplicada. 

• 

Esta pérdida de cuarenta y cuatro unidades de 
masa corresponde a una eliminación de COg durante l a rea£ 
ción de derivatización. Las estructuras d e l derivado es­
perado (M"*" = 447) y d e l derivado obtenido quedan repre­
sentadas en l a f i g u r a 51 en l a cual se ha indicado tam­
bién lo s valores de l o s p r i n c i p a l e s fragmentos que se de 
herían formar a p a r t i r de cada compuesto. 

Los fragmentos del derivado M"̂ = 403 se pudieron 
comprobar en su espectro de masas y no lo s fragmentos d el 
derivado M"̂  = 447 como se verá en e l siguiente capítulo. 

Debido a l o s resultados obtenidos y para compro 
bar s i realmente se formaba esta clase de derivado de l a 

./. 
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Figura Estructura de lo s derivados pentafluoropropiona 
dos de l a h i s t i d i n a : 
A) Derivado esperado. 
B) Derivado obtenido.. 
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h i s t i d i n a y de l a m e t i l h i s t i d i n a , con lo s diferentes rea£ 
ti-vos de a c i l a c i S n a nuestra disposición, se s i n t e t i z a ­
ron sus derivados t r i f l u o r o a c e t l i a d o s . E l anhídrido t r i 
fluoroacético se considera más reactivo que e l HPBA o e l 
PEPA y da derivados cuyas temperaturas de análisis están 
entre las de los derivados PFP y l a s de io s derivados — 
HFB (122).En nuestro caso, fue necesario l l e v a r a cabo l a 
reacción de derivatización a 100 20 a l a estufa ya que 
e l rendimiento obtenido a 70 2C -.era muy bajo. Para esto 
fue necesario trabajar con ampollas scelladas ya que e l 
anhídrido trifluoroacético es muy volátil. Con este — 
reactivo no obtuvimos l o s derivados descritos por Weygand 
(179) sino l o s derivados correspondientes a l a h i s t i d i n a 
y l a 4- - m e t i l h i s t i d i n a cuyos pesos moleculares muestran 
una pérdida de 44- unidades de masa en relación a l peso 
molecular teórico . 

A s i -podemos dec i r que para todos estos deriva 
dos a d i a d o s , tiene lugar -un proceso de decarbozilación 
durante l a derivatización '.inicialmente se forma e l anhi 
drido mixto de ácido prev i s t o , con l a entrada de l o s gru­
pos PFP, HFB o TFA, según e l reactivo empleado, seguida 
de una reacción de acilación intramolecular con catálisis 
básica del núcleo imidazol. E l .mecanismo propuesto se r e -

./. 
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presenta en l a f i g u r a 32 , actuando e l anhídrido pentaflu£ 
ropropionico de reactivo para formar e l derivado de l a — 
h i s t i d i n a . 

3.4.6.2.- ACILACIÓN Î E LAS AMPIAS 

Por acilación de l a s aminas con lo s diferentes 
reactivos empleados, obtuvimos l o s derivados correspondien 
tes a l a entrada de un grupo a c i l o a n i v e l de l a amina -
primaria de l a cadena l a t e r a l como estaba previsto y de 
forma s i m i l a r a l a acilación d e l grupo amino de l o s amino­
ácidos d e s c r i t a anteriormente. 

3.5» DISCUSIÓN. 

La reacción de acilación de l o s g r u p o s - — . 
amino y ácido con anhídrido pentafluoropropionico, hepta-
fluorobub.irico y t r i f l u o r o a c e t i c o se ha estudiado desde 
e l punto de v i s t a del disolvente empleado y de l a s condi 
clones de duración y temperatura de l a reacción. Hasta i a 
fecha, e l empleo de estos reactivos como agentes directos 
de acilación para l a h i s t i d i n a y sus derivados, no había 
sido objeto de ningán estudio como e l aquí presentado. Por 
l o que respecta a l empleo de un disolvente, cabe señalar 
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A , E N T R A D A D E D O S G R U P O S P F P 

HM—n O HN ¡1 

CHa-C-NHz * J o — CHa-cXÑH-C-CzFg 
1 C o F c - C 1 

O ^ ' O H 

'2^5 

B. A C I L A C I Ó N I N T R A M O L E C U L A R 

C H 2 Í C - N H C O C 2 F 5 -CO2 CH2CHNHCOC2F5 
^ C ' ^ ^ C O C o F c ' i n r c 

C U C 2 F 5 

RIVl 4 4 7 P.lVl 4 0 3 

g i p i r a 3p..- Mecanismo de acilación de l a h i s t i d i n a . 
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que los resultados mejoran mucho trabajando con e l reac 
t i v o puro. 

Las conclusiones obtenidas del estudio de l o s 
derivados se pueden resumir en los siguientes piintos: 

- En e l caso de l a s aminas j de los amino— 
ácidos, l a s condiciones de derivatización que dan lugar a 
un mayor rendimiento son de 90 minutos a setenta grados 
centígrados con e l anhídrido pentafluoropropionico y — 
heptafluorobutirico, de sesenta minutos a cien grados -
con e l anhídrido t r i f l u o r o a c e t i c o . E l uso de ampollas -
selladas para este último reactivo hace más difícil su 
utilización y aconseja e l empleo de los dos primeros. 
Los diferentes derivados cromatografiaron correctamente 
en una fase 5?á OV-l? y 5?á OV-225, siendo e l tiempo de -
análisis de unos 6-8 minutos. 

En conjunto, l o s resultados anteriores permiten 
l a selección de aquellos parámetros que conducen a: 1) 
máximo rendimiento de l a reacción y por consiguiente — 
límite de detección i n f e r i o r por unidad de peso de cada 
compuesto y 2) mejor grado de separación empleando una 
fase estacionaria determinada. La elección de este último 
punto debe r e a l i z a r s e de acuerdo con los índices de Kovats 
presentado en l a t a b l a 1 o. 

./. 
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La s e n s i b i l i d a d del sistema CG-FID para los d e r i 
vados sintetizados, es buena para todos e l l o s . En e l caso 
de los derivados de l a histamina j de l a metil histamina, 
factores de degradación y/o f a l t a de reacción son lo s re_s 
ponsables de una menor s e n s i b i l i d a d . Este hecho se puso 
de manifiesto también, con los derivados s i l i l a d o s de es­
tas dos aminas y será objeto de estudio más adelante. 

- Estos derivados, de concepción totalmente 
nueva, muestran interés p a r t i c u l a r importante ya que -
por ima parte son sustancias muy estables l o que permite 
su utilización para e l estudio del metabolismo de l a h i s ­
tamina y por otra parte resuelven e l importante problema 
analítico de l a h i s t i d i n a en l a determinación de aminoáci 
dos por cromatografía de gases. Gomo se ha v i s t o a l i n i c i o 
de este capítulo, l a h i s t i d i n a es uno de los aminoácidos 
más difíciles de cromatográfíar y muchas veces forma dobles 
derivados. 

Finalmente, l a elucidación de l a estructura de 
los diferentes derivados de lo s dos aminoácidos ha permi­
t i d o poner en evidencia un mecanismo de reacción o r i g i n a l 
explicando l a pérdida de cuarenta y cuatro imidades de -
masa observada,así como e l porque no u t i l i z a r un disolven 
te polar para l a reacción ya que éste impide de alguna -
forma, e l efecto catalizador d e l núcleo imidazol. 
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Capitulo 4. 
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AITTECEDETTES 

Los espectros de masas de l a histamina j de l a 
metil histamina han sido publicados y estudiados p r i n c i ­
palmente en dos trabaQ0s(44,15^pero, en general, l o s au­
tores que han sintetizado sus derivados no han realizado 
e l estudio espectrométrico correspondiente. Los trabajos 
r e l a t i v o s a los derivados de l a h i s t i d i n a son más numero 
sos, ya que se han publicado múltiples trabajos sobre 
análisis por GC-MS de los aminoácidos(5»7)• Pero, no — 
existe ningún estudio sobre interpretación de los espec­
tros realizadospara comprobar l a estructura de lo s d e r i 
vados sintetizados. Por otra parte, como lo s derivados -
formados en nuestro laboratorio son o r i g i n a l e s , e l estu­
dio espectrométrico se realizó en base a trabajos más — 
generales o a l i b r o s teóricos sobre fragmentografía de -
masas(14,25) . Se comprobó que l a s características espec 
trométricas más sobresalientes de l o s derivados s i l i l a ­
dos son comxmes a l a s observadas por diversos autores ~ 
para otras aminas biogenas ( 29,4-9) • 

Los derivados acilados mostraron un mecanismo 
de fragmentación o r i g i n a l que no había sido descrito — 
hasta ahora para otras sustancias .similares. 

./. 
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4.2.- MÉTODOS 

4.2.1.- Cromatografía de gases-Espectrometría de masas. 

La identificación de los diferentes compuestos 
se llevó a cabo por cromatografía de gases-espectrometría 
de masas (CG-EM). Para e l l o , se utilizó un cromatógrafo de 
gases Perkin-Elmer modelo 3920 acoplado a vea espectrómetro 
de masas H i t a c h i Perkin Elmer RMU-6H a través de \ma i n t e r 
fase de t i p o "Jet". La fase estacionaria empleada en todos 
los casos fue OV-l?. Las cantidades inyectadas fueron del 
orden de 2-5 ^1. que contenían 5-20 ̂ g de l a s sustancias. 

La temperatura del separador molecular se mantu 
vo a 200-250 ̂ C según l a temperatura de l a columna croma 
tográfica. La temperatura de l a fuente de iones del es­
pectrómetro de masas fue de 180 20 y lo s espectros se r ^ 
gistraron generalmente con una corriente de ionización de 
70 eV. Se u t i l i z a r o n energías de ionización d e l orden de 
15 a 20 eV para confirmar picos moleculares e iones metas 
tables. E l v o l t a j e de aceleración se varió entre 1200 y 
2400 v o l t i o s según e l i n t e r v a l o de masas a c u b r i r . 

Se r e a l i z a r o n también espectros de masas de l o s 
compuestos o r i g i n a l e s s i n d e r i v a t i z a r para poder usarlos 
como referencia en l a interpretación de l o s espectros de 
masas de sus derivados. Para e l l o , se introdujeron l a s 

./. 
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muestras sólidas (400 - 800 ̂ g) a través de l a entrada — 
di r e c t a de sólidos. Se realizó a continuación una v o l a t i z a 
ción progresiva del compuesto por medio de los calefactores 
de l a sonda para sólidos.La introducción de l o s vapores en 
l a fuente de iones j en e l espectrómetro se registró a t r a 
vés del monitor de ionización t o t a l (TIM). 

4.2.2.- NORMALIZACIOH DE LOS ESPECTROS 

Los espectros de masas se calcularon normalmente 
a p a r t i r de lo s picos trazados en e l papel registrador. Se 
asignó a l pico base de cada espectro uaa abundancia de — 
cien y se calcularon l a s abundancias de lo s demás iones rje 
l a t i v a s a este valor . Para e l l o se midió l a relación entre 
l a altiu?a de cada ion y l a del ion que dio lugar a l pico 
base. En general no se calculó l a abundancia de l o s iones 
que eran i n f e r i o r e s a l 5-5?̂  del pico base, excepto en — 
aquellos casos en que se consideraron de importancia para 
l a interpretación de l o s espectros, t a l como sucede en a l 
gunos iones que aparecen a masas a l t a s cercanas a l ion mol_e 
cular , o bien con l o s picos isotópicos de éste. 

Se registraron también l o s iones metastables -
que aparecieron como picos anchos y de baja intensidad. En 
l a mayoría de lo s casos se intentó d e s c i f r a r cual era l a 
transición que daba lugar a dichos iones aceptando e l su 

./. 
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puesto de que los iones causantes del i6n metastable eran 
monopositivos. Para e l l o se empleó l a siguiente fórmula: 

2 

suponiendo una transición: 

+ * m — > m + m 
a e 

4.3.- RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.3.1-- ESPECTRO DE MASAS DE LOS COMPUESTOS LIBRES 

Para comprobar l a estructura de l a s sustancias 
patrón (HD, MeHD, HM, Me HM, ImAA, MelmAA), se realizó -
sus espectros de masas introduciendo directamente l a mues_ 
t r a sólida en l a fuente de iones. En l a l i t e r a t u r a se han 
podido encontrar directamente l a descripción de l o s espec 
tros de l a s cuatro primeras sustancias, pero no l o s espec 
tros de masas de los ácidos imidazol acético y met i l i m i ­
dazol acético. En cada caso, para todos l o s compuestos, — 

./ . 
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e l pico base corresponde a una rotura en p con reordena­
miento de un átomo de hidrógeno formándose así e l i6n — 
m/e 96 6 m/e 82, segán s i e l compuesto se encuentra me-
t i l a d o o no a n i v e l del a n i l l o imidazólico. La única 
excepción l a constituye e l ácido imidazol acético que — 
tiene como pico base un i o n de m/e 81 que corresponde a 
una rotura en p pero s i n reordenamiento de un átomo de 
hidrógeno. Se incluyen aquí, únicamente l o s espectros re 
l a t i v o s a l o s dos metabólitos ácidos de l a histamina — 
(fig.. 33), ya que l a descripción de lo s otros se puede -
encontrar en l a l i t e r a t u r a y se han resumido en l a t a b l a 
11. 

A l o largo del trabajo, se v e r i f i c a r o n estas -
estructuras para comprobar l a conservación del stock, y -
obtuvimos siempre l o s mismos espectros l o que nos permite 
afirmar que ninguna de estas sustancias se degradó a l o 
largo de este estudio. 

./. 
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gura 33.-Espectros de masas de l o s derivados ácidos 
de l a Histamina. 
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TABLA 1 1 

FEAGMEÍTOS MAS ABW'DANTES OBSERVADOS LOS ESPECTROS DE 
MASAS DE LA MeHD, HD, Me HM y H 

Me HD HD Me HM HM 
m/ e m/e m/e f¿ m/e 

M 169 2 5 1 5 5 8 1 2 5 5 111 5 9 

M- - H 124 8 110 16 

M - TTĤ  108 6 9 4 8 

M - C O 2 1 2 5 44 111 14 

Rotura en 
P + H 9 6 100 82 100 9 6 100 82 100 

Rotura enp 9 5 88 81 85 9 5 5 0 81 7 9 

Rotura en 
(/? + H ) - a Í 2 

82 3 2 66 15 82 24 68 10 

Rotura en 
P - C H 2 

81 58 81 8 9 67 10 
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4.5.2.- ESPECTRO DE MSAS DE LOS DERIVADOS SILILADOS 

Los espectros de masas de los derivados s i l i l a d o s 
demuestran que en l a histamina entran t r e s grupos s i l i l : 

HM(TMS)j , en l a metilhistamina y e l ácido imidazol ac_é 
t i c o dos grupos s i l i l cada uno:MeHM(TMS)2 J ImAA(TMS)2 -
cuando en e l ácido metil imidazol acético entra un solo 
grupo:MelmAA(Tr-lS) . Las aminas (HM y MeHM) se caracterizan 
por tener un pico base a m/e 174 que corresponde a una ro 
tura en ̂  con retención de l a carga p o s i t i v a sobre e l nd. 
trógeno de l a cadena l a t e r a l , formándose así e l ion b i s — 
( t r i m e t i l s i l i l ) amonio: 

CH2= l'í'*'[ S i(CHj) j ] 2 • Otro i o n característico es 
e l correspondiente a M - 101 formado por r o t i i r a en se­
guida del reordenamiento de un grupo t r i m e t i l s i l i l sobre 
e l resto imidazólico formándose e l i o n M - [ CH2=N-Si(CH^) ̂ ] 

. Esta fragmentación queda representada para l a 
metilhistamina en l a f i g u r a 34. Los espectros de l a s — 
dos aminas se representan en l a s figuras 35 y 36 indicándose 
la s p r i n c i p a l e s fragmentaciones. 

./. 
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(Vi-15t 
254 ¡ 

( C H 3 ) 2 

Í^74 S i f C H a 
C H 2 ^ C H 2 - N < 

¡ ^Si ( C H 3 ) 3 

M - 269 

m/e 96! 

M-173 

C H 2 = N[SÍ ( C H 3 ) 3 ] 2 

m/g 17/̂  

M - 9 5 

• C H 2=NSi ( C H 3 ) 3 

m/e 101 

m/e 168 

M-101 

Figura 34-.-Fragmerxtaciones p r i n c i p a l e s de l a metil 
histamina d i s i l l i a d a . ' 
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Figura 35.-Espectro de masas de l a histamina t r i s i l i l a d a * 
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Figura 36.-Espectro de masas de l a m e t i l histamina d i s i l i l a d a . 
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Los iones moleculares de los dos ácidos son más proeminen 
tes que los de l a s aminas, s i n embargo, e l pico base para 
los dos aparece a un m/e correspondiente a l a pérdida de 
44 unidades de M que corresponde a una eliminación de — 
COg en cada caso. Otros iones abxmdantes corresponden a 
l a eliminación de un grupo metilo del pico base (M—44)-
-15 • Los espectros de lo s ácidos quedan representados 
en l a s figuras 37 j 38 con l a s p r i n c i p a l e s fragmentaciones 
indicadas a n i v e l de sus estructuras y de l o s espectros. 
Un resumen de l a fragmentación de estos cuatro derivados 
se i n d i c a en l a t a b l a 12. 

4.5.5.- ESPECTROS DE MASAS DE LOS COMPUESTOS PEMTA-

>LUQROPRQPÍQNADOS. 

4.5«5«1»- Aminas 

La acilación de l a s dos aminas permite en cada 
caso l a entrada de un solo grupo - C 0 C 2 f | a n i v e l de -
l a amina de l a cadena l a t e r a l como muestran l o s espectros 
de masas de l a histamina y de l a m e t i l histamina represen 
tados en l a s figuras 397 40. Los iones a m/e 69,100,119 y 
147 corresponden respectivamente, a l o s fragmentos CP^, -

./. 
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Figura37--Espectro de masas d e l ácido imidazol acét 
d i s i l i l a d o . 





1 7 4 

Pigura 5 8 .-Espectro de masas d e l ácido m e t i l imidazol acé­
t i c o monosililado. 
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TABLA 12 

Abundancias r e l a t i v a s de ios p r i n c i p a l e s fragmentos de los 
derivados TMS de los metabólitos de l a h i s t i d i n a . 

AME'AS 
. HT(TMS)j Me-RT(TMS)o • 
m/e m/e (fá) 

M 527 2 269 I 
M-I5 512 17 254 20 

CH2=N(TMS)2 174 100 174 100 
M-IOI 226 17 168 17 

Rotura enp+H 154 22 96 9 

AGIDOS 
ImAA(TMS)o MelmAA(TMS) 

m/ e m/e 
M 270 91 212 57 
H-I5 255 67 197 90 

226 100 168 100 
M-45 225 20 167 20 

-(M-44)-I5 211 45 153 55 
Rotura enfi-hH 154 59 96 19 
Rotura en A 155 56 95 66 
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Figura 3 9 .-Espectro de masas de l a histamina pentafluoro-
propionada. 
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Figura 40.-Espectro de masas de l a m e t i l histamina penta-
fluoropropionada. 
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02^/1.5 ^2?^ y 02^^00. Para l a m e t i l histamina monoacilada, 
e l pico base corresponde a una rotura en p de l a molécula 
formándose e l i6n m/e 95» La captación por reordenamiento 
de un átomo de hidrógeno para formar e l i o n m/e 96 es muy 
poco abundante. Otro i o n importante es e l r e l a t i v o a una 
rotura en y con reordenamiento de un átomo de hidrógeno -
para formar e l i o n [ M- ( K H - CQ- <^2^<^) - H]"*" m/e = 108. 

E l espectro de l a histamina monoacilada muestra 
picos similares pero, l a abundancia de estos dos iones se 
encuentra i n v e r t i d a : en este caso, e l pico base es e l i o n 
formado por rotura en y seguida por un reordenamiento de 
un átomo de hidrógeno. E l i o n correspondiente a l a rotura 
en p es así. menos abundante. 

4 . 3 . 3 . 2 . - Aminoácidos 

La acilación de l o s aminoácidos, s i n p r e v i a est_e 
rificación no se u t i l i z a comunmente-, pero de su p e r f l u o r a 
ción d i r e c t a con e l PEPA puro, se puede pensar obtener l a 
incorporación de dos grupos PFP tanto en l a h i s t i d i n a como 
en l a me t i l h i s t i d i n a . . Así. durante l a reacción de deriva 
tización-puede ;acilarse e l grupo 0-1^2 "̂ ^ cadena l a -

/. 
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t e r a l formando un grupo IM - CO - ^2^^ ' -̂-̂  S^upo a car 
boxilo puede formar un anhídrido mixto d e l t i p o R-̂^ - CO -
- O CO (^2^^' capítulo an t e r i o r , se v i 6 que esta 
molécula d i a c i l a d a es inestable debido a l carácter básico 
del a n i l l o imidazol j sufre una descarboxilacién intramo 
l e c u l a r según e l mecanismo de s c r i t o en l a f i g u r a 31 . Los 
espectros de masas de l o s derivados acilados de l a h i s t i 
dina j de l a m e t i l h i s t i d i n a se presentan en l a s f i g u r a s 
4i y 42 . 

De acuerdo con l o s estudios previamente r e a l i z a 
dos sobre l a fragmentación de otros derivados de amino-
ácidos(52,102)los picos mayoritarios en estos espectros 
son l o s que provienen d e l llamado "fragmento de l a amina" 
que aparece a m/e 256 y 270 así como l o s derivados del -
fragmento i m i d a z o l i l - CHg O de "expansión de l a n i l l o " 
a m/e 81 y m/e 95 repectivamente. En relación a l o s — 
últimos fragmentos, se sabe que l a introducción de un -
sistema aromático en e l r a d i c a l de un amino acido favo­
rece l a s p o s i b i l i d a d e s de r o t u r a de otros enlaces, esp^ 
cialmente e l Cq - Gp ya que l a carga p o s i t i v a puede — 
quedar muy bien acomodada sobre e l carbono en p . 

De otra parte e l "fragmento ester" correpon-
diente que se esperaría a una masa equivalente a m/e 
322 en cada caso (i-I-81 y M-95) es sospechosamente ausente 
de estos espectros (ver t a b l a 13). 



igura 41.-Espectro de masas de l a h i s t i d i n a pentafluoro-
propionada. 
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1 6 5 

Figura 42.-Espectro de masas de l a metil h i s t i d i n a penta-
fluoropropionada. 
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De todas formas, se sabe que este fragmento es 
poco abundante en l o s espectros de muchos amino ácidos -
con un grupo cr - K H 2 l i b r e . Esto es debido a que l a carga 
p o s i t i v a d e l carbono a esta e s t a b i l i z a d a en parte por re 
sonancia con e l grupo a amino j a l mismo tiempo desesta 
b i l i z a d a parcialmente por l a proximidad d e l grupo carb_o 
x i l o . 

En este caso, como ocurre también con l o s deriva 
dos t r i f l u o r o a c e t i l butirados (52)T3no de l o s átomos de 
hidrógeno d e l grupo amino ha sido s u s t i t u i d o por un gru 
po pentafluoropropiDnado que d e s e s t a b i l i z a . l a l o c a l i z a ­
ción de l a carga p o s i t i v a sobre e l nitrógeno del grupo 
a amino. Esto se debe sobre todo a l a carga óinducida 
sobre e l grupo carboxilo vecino,por efecto inductivo del 
grupo CpFt- electronegatiw). 

E l resto d e l espectro de masas parece más -
simple ya que lo s otros iones abundantes (m/e 6 9 , 100, 
119 y 147) provienen como en l o s espectros de l a s ami 
ñas discutidos anteriormente d e l grupo p e r f l u o r o - a c i l o . 
Pero, exceptuando l o s i o n e s [ M - : ^ , [ M - P H ] y [ ( M - P ) - P I Í , a l 
f i n a l de l o s espectros, algunos picos m i n o r i t a r i o s son 
interesantes ya que permiten e x p l i c a r l a fragmentación 
de estos dos compuestos: se t r a t a d e l doblete situado a 
m/e 2 8 2 y 2 8 4 , en e l espectro derivado de l a h i s t i d i n a 
y a m/e 2 9 5 y 2 9 8 en e l espectro d e l derivado de l a me­
t i l h i s t i d i n a (ver t a b l a 13), y de l o s picos pequeños a 
m/e 9 6 . 



TABLA 13 188 
ESPECTROS DE M S A DE LOS DERIVADOS PE'TAFLUOROPROPIOrTADOS DE 
L A H I S T I D U I A Y METIL H I S T I D r i A 

MeHD HD MeHD HD 
417 2.79 (M) 82 10.09 4 4 . 3 8 ( 
4 0 3 — 6.05(M) 81 22.92 1 0 0 . 0 0 
398 1 .95(M-19) - 80 2 . 5 8 — 

3 8 4 - 4.71(M-19) 79 1.93 — 

3 4 3 — 5 . 0 4 78 1.55 — 

2 9 8 4 . 0 8 ( V I ) — 77 4.73 6.05 
2 9 6 3 . 6 5 ( V I I ) — 75 7.09 — 

2 8 4 — 9 . 8 2 ( V I ' ) 75 5 . 5 8 1 6 . 8 1 
2 8 2 1.07 7 . 5 5 ( V I I ' ) 59 5.01 26.25 
2 8 1 0 . 8 6 - 6 8 5 . 4 4 3.06 
2 8 0 2 . 3 6 — 67 8 . 8 1 2.35 
2 7 8 2.15 - 66 7.95 3.97 
271 7.52 — 6 5 — 1 . 4 8 
270 6 7 . 4 4(1) -
2 6 6 — 4.37 
2 6 4 4 . 8 4 
257 — . 14.79 
2 5 6 - 85.07(1') 
252 2 . 3 6 ( I V ) — 

2 4 3 1.50 -
2 3 8 — 6.39 ( I V ) 
2 2 4 - 4.51 
207 — 3.43 
175 0 . 6 4 -
169 — 2 1 . 1 2 
1 6 8 — 1 5 . 4 8 
150 3 . 6 5 — 

147 2 . 5 6 -
156 1.29 6.05 
155 1 0 . 0 9 -
154 1.5 — 

1 2 4 1.5 — 

123 13.55 -
1 2 2 5 . 6 5 — 

1 2 1 8.59 14.79 
1 2 0 2 . 5 6 — 

119 53.33 21.45 
109 1.93 3 2 . 2 8 
1 0 8 3 . 6 5 5 . 5 8 
107 5.57 5.72 
1 0 6 5.01 — 

1 0 1 1.93 -
1 0 0 9 . 2 4 9 . 4 1 
97 4.94 — 

96 45.03 (V) — 

9 5 1 0 0 . 0 0 4.71 
94 3 . 6 5 4.71 
95 1.95 6.05 

Los números romanos indican l o s iones s i g n i f i c a t i v o s repre^ 
sentados en l a s figuras 47 y 48. 
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Eñ e l párrafo 4.3.5' se expondrán estos mecailismos 
de fragmentación ya que son comunes a l o s derivados hepta 
fluorobutirados de l a h i s t i d i n a y de l a m e t i l h i s t i d i n a . 

4.3.4.- ESPECTROfCETEIA DE MASAS SE LOS DERIVADOS HEPTA-
FLUORO BUTIRADOS 

4.3.4.1.- Aminas 

La acilación de l a histamina y de l a m e t i l h±s 
tamina con e l anhídrido heptafluorobutirado provoca l a 
entrada de un grupo h e p t a f l u o r o b u t i r i l a n i v e l del grupo 
amino de l a cadena l a t e r a l . Los espectros de masas de l o s 
derivados obtenidos se muestran en l a s f i g u r a s 43 y 44. 
E l pico molecular a m/e 321 y 30? corresponde a l pico 
molecular observado con l o s derivados pentafluoropropi£ 
nados de l a s mismas sustancias con un aumento de masas 
de cincuenta unidades, l o que corresponde a l grupo CFg -
suplementario que contiene e l r a d i c a l h e p t a f l u o r o b u t i r i l . 
Los otros picos son prácticamente idénticos: l o s iones de 
mayor abundancia provienen de una rotura en 0 y y de l a 
cadena l a t e r a l con reordenamiento o no de "un átomo de -
hidrógeno. Otros iones son l o s formados debido a l a fra£ 
mentación d e l r a d i c a l h e p t a f l u o r o b u t i r i l (m/e 69, 100, 
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Figura 43.-Espectro de masas de l a histamina heptafluoro­
but irada. 
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TABLA 14 

HM Me HH 

PT7P HFB PFP IIPB 

521 58 
307 37 
271 53 
257 42 8 
169 42 22 
152 13 8 
150 60' 
138 26 14 
131 50 13 
119 36 54 20 , 
109 9 29 32 42 
108 11 54 87 63 
100 31 69 8 11 
96 8 18 32 28 
95 44 77 100 57 
94 12 94 
82 32 42 
81 87 95 16 18 
69 29 100 18 31 
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119, 169). Los espectros correspondientes a l a s dos clases 
de derivados obtenidos quedan resumidos en l a t a b l a 1 4 — 
donde se puede apreciar que, con excepción d e l pico mol_e 
cu l a r , prácticamente todos l o s otros fragmentos son comu 
nes a l o s dos derivados de cada sustancia j sus abundan­
c i a s .son s i m i l a r e s . 

4.5.4.2.- Aminoácidos 

Los espectros de masas correspondientes a l o s 
derivados heptafluorobutirados de l a h i s t i d i n a y de l a 
me t i l h i s t i d i n a se indican en l a s fi g u r a s 45 y.46 . De 
forma s i m i l a r a l o observado con l o s derivados de l a — 
histamina y m e t i l histamina, e x i s t e una correspondencia 
entre l o s fragmentos existentes en l o s espectros de l o s 
derivados pentafluoropropiíonados e l pico molecular co­
rresponde también a l a entrada de dos grupos -aquí — 
heptaf luorobuU rados- con una pérdida de cuarenta y cua 
t r o unidades de masa. De i g u a l forma se observan l o s — 
diferentes picos de baja abundancia que permiten l a — 
fragmentación de estos derivados sobre l a base de un — 
mismo mecanismo (ver t a b l a 1 5 ) . . 
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Figura 45.-Espectro de masas de l a h i s t i d i n a heptafluoro-
hutirada. 
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Figura 45.-Espectro de masas de l a metil h i s t i d i n a hepta­
fluorobut i r a d a . 
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TABLA 13 199 
ESPECTROS DE MASA DE LOS DERIVADOS HEPTAPLUOROBUTIRADOS DE 
LA HISTIDr.TA Y METILHISTIDIíTA 

503 
502 
501 
500 
484 
485 
463 
442 
362 
348 
346 
334 
333 532 331 
330 
522 
521 
520 
317 
507 
306 
302 
291 
288 
282 
279 
274 
271 
226 
169 
155 
152 
150 
136 
131 
124 
125 
121 
119 
110 
109 
108 
107 
106 

MeHD 
0.43(H 2) 
0.43 (M) 

0.71 
0.71 

2.71 
7.14(VI) 
6.71(VII) 

2.57 
13.14 
17.14 
85.71(1) 
1.43 

2.43(IV) 

2.00 

5.57 
17.14 
2.86 

28.57 
20 
4.71 
18.57 
7.29 
4.71 
4.86 

45.71 
9 

74.29 
94.29 
20 
3.14 

HD 

3.64(M) 
17.64(M-1) 

6.3(M-19) 
30.24(M-1>-1993 
5.46 

13.3 

5.06(VI') 
17.64 
2.25(VII') 

18.62 

MeHD 

100 22.86 
97 4.57 
96 51.43 (V) 
95 100 
94 11.57 , 

3.29 
85 3.14 
83 2.86 
82 17.14 
81 27.14 
80 3.14 
79 2.57 
77 7.14 
69 57.14 
68 27.14 
67 7.71 

7.84 
100(1') 
5.6 

15.12(IV') 
4.9 
14 
3.78 

30.24 

7 
10.36 
9.24 

22.68 
13.16 
31.5 " 
8.96 

13.16 

HD 

14.84 

6.06 
10.08 
11.43 

39.06(V' 
71.82 

42.84 
3.85 

Los números romanos indican l o s iones s i g n i f i c a t i v o s 
cuya estructura se representa en l a s f i g u r a s 4 7 y 4 8 . 
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4.3.5.- ESTUDIO DE LA FRAC-mTACiaT DE LOS DERIVADOS ACI­
LADOS DE LA HISTIDPIA Y METIL HISTIDHTA. 

E l modelo de fragmentación aquí propuesto se 
aparta de l o s conceptos comunmente aceptados sobre l a -
formación de l "fragmento amino" en e l sentido de que, 
en este caso, no tiene lugar una rotura d i r e c t a del en 
lace CQC O . En su lugar l a ionización de l a molécula 
por impacto electrónico, transforma en a c i d i c a uno de -
l o s átomos de nitrógeno d e l núcleo imidazol inicialmente 
básico. Este nitrógeno, a su vez, p a r t i c i p a en una mi­
gración 1,6 de un hidruro capturando e l hidrogeno d e l 
grupo a -amino. 

Esto conduce a l a especie molecular represen 
tada en l a f i g u r a 4 7 con e l número I o I' en función de 
l a naturaleza de R que puede ser o un grupo metilo o un 
hidrógeno, según s i se t r a t a de l o s derivados de l a me 
t i l h i s t i d i n a o de l a h i s t i d i n a respectivamente. La -
f l e x i b i l i d a d de l a estructura del amino acido unida a 
l a r e a c t i v i d a d d e l átomo de nitrógeno ionizado a n i v e l 
d e l núcleo imidazol favorece l a interacción entre estos 
dos lugares alejados. 

T a l proceso puede ser considerado, como l a — 
fuerza desencadenante responsable de l a formación de l a 
mayoría de otras especies iónicas estructuralmente si£ 

./. 



Figura 47.-Fragmentación de l o s derivados ac i lados20I 

de l a h i s t i d i n a y m e t i l h i a t i d i n a a p a r t i r de l a ioniza­
ción del núcleo imidazol. 
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n i f i c a t i v a s . ( 1 3 4 ) . 

E l hidrógeno puede ser seguidamente captado por 
e l grupo carhonilo con transferencia de l a carga p o s i t i v a 
a este s i t i o formándose así l a s especies intermediarias 
I I o I I ' que luego se c i c l a n con localización de l a car 
ga p o s i t i v a de nuevo sobre e l nitrógeno d e l núcleo imida 
z o l ( I I I o I I I ' ) . Por deshidratación intramolecular se 
forman l o s iones aromáticos relativamente estables l Y 
o I V ' . 

E l grupo funcional de l a parte aci l a d a se ha 
representado en esta f i g u r a como C-̂^ Fy siendo. X = 2 • 
7 = 5 , para l o s derivados PFP y X = 5, y = 7 para l o s -
derivados HFB. También, de lo s dos valores dados para e l 
i o n molecular M de l o s derivados de l a m e t i l h i s t i d i n a — 
(R=CHj), e l primero corresponde a l derivado MeHD-PFP — 
(m/e 417) -ver t a b l a 13- y e l segundo corresponde a l deri­
vado HFB (m/e 517) -ver t a b l a 15 Las masas de l o s otros 
fragmentos se dan en e l mismo orden en l a f i g u r a 47. La 
pérdida d e l grupo perfluoro-acilo • del i o n M o M' está -
comprobada por l o s correspondientes iones ..metastablea 
indicados con un a s t e r i s c o y su v a l o r de m/e en l a f i g u r a 
47 . De forma idéntica se indican l o s correspondientes a l a 
pérdida de agua de l o s i o n e s I I I o I I I ' para formar l o s 
iones I V o I V ' . 

Por o t r a parte, l a r o t u r a homolítica d e l enlace 
CQ - de l a s especies moleculares intermedias conduce 
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a l a formación de l o s iones V o V' como se muestra en l a 
f i g u r a 48. Estos pueden, luego, perder un hidrógeno forman 
dose así l o s fragmentos m/e 95 o 81 de mayor abundancia. 
Sin embargo, como no existe una señal apreciable de l a tran 
sición metastable correspondiente a esta pérdida de hidró 
geno, ésto se puede considerar como una indicación de que 
lo s dos fragmentos provienen de l a rotura d i r e c t a homolí 
t i c a del enlace 0^ - Cg del i o n molecular M o M', antes 
del reordenamiento del hidrógeno (f i g u r a 47). Se ha des­
c r i t o que e l i o n m/e 82, que es e l pico base del espectro 
de masas d e l derivado e t i l ester de l a h i s t i d i n a pierde 
hidrógeno, formándose un i o n mucho más pequeño a m/e 81. 
Esta reacción viene acompañada de un i o n metastable a m/e 
80 (44)no detectado en nuestro caso. 

En relación con l o s dobletes que se observan -
en todos estos espectros a veintiocho unidades de masa -
más a r r i b a que l a s masas de l o s iones I o I' ( f i g u r a 47), 
su origen puede provenir, o bien,a través de l a pérdida 
de l o s grupos 02?^ o Ĝ Pr̂  de estos iones. Se forman así 
l o s fragmentos VI o V I ' (ver f i g u r a 48) que sufren luego 
una desaturacíón d e l enlace CQ - Gp formándose lo s iones 
V I I o VII' 

./. 
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p o 
• H C a R 

M R= C H 3 : 417 517 

M' R= H : ^03 503 

4- 212.9 N D 

+ 200.1 ND 

r 
N = C = 0 

C a F n 

VI R = C H 3 : 2 9 8 3A8 

V r R = H :284 334 

- H 2 

r 

„ / N ^ N Í C = 0 

C a F r 

• c h ; 

^ \|_}̂  

V R=CH3 :96 96 

V R = H : 82 82 

Vil RzCHa : 296 346 

Vir R=H : 282 332 

Figura 48.-Fragmentación de l o s derivados acilados de 
h i s t i d i n a j m e t i l h i s t i d i n a a p a r t i r de l a 
tura homolítica del enlace C^-Cji. 
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4 . 4 . CONCLUSIOHES 

E l estudio por espectrometía de masas de l o s 
compuestos de re f e r e n c i a ha podido demostrar que e l nú 
cleo imidazol se fragmenta según unos mecanismos ya des 
c r i t o s como son l a pérdida de l o s grupos HCíl o CN. 
Ál mismo tiempo se han establecido los espectros de l o s 
metabolitos ácidos de l a histamina. 

En cuanto a l o s derivados s i l i l a d o s s i n t e t i z a 
dos, l o s espectros de l a s aminas muestran un pico base 
a m/e 1 7 4 correspondiente a l a rotura en ̂  d e s c r i t a y -
lo s espectros de l o s ácidos tienen como pico base e l i6n 
M-44 formado por pérdida, de C O 2 en cada caso. 

Los derivados pentafluoropropionados y heptafluo 
robutirados alcanzan masas moleculares mucho más a l t a s que 
l o s derivados s i l i l a d o s y, veremos en e l capítulo siguien 
te que esto es una propiedad importante para l a posible uti. 
lizacién de estos derivados para e l análisis de estos — 
compuestos en muestras biológicas. A l mismo tiempo, se ha 
podido a t r i b u i r una estructura' química a estos nuevos de 
rivados a c i l a d o s . E l estudio de l a fragmentación de l o s de 
rivados acilados de l a h i s t i d i n a y m e t i l h i s t i d i n a ha per 
mitido e x p l i c a r l a presencia de l o s diferentes picos d e l 

./ 
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espectro en base para muchos a l carácter básico de l núcleo 
imidazol. Estos mecanismos son similares para los deriva­
dos pentafluoropropionados j heptafluorobutirados. 
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Capítulo 5 
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5-- ESTUDIO CRITICO D E L r'IETODO CP,OMA?OC-RAgICO Y ESPECTRO-
MÉTRICO D E S A R R O L L A D O PARA S U APLICACIOÍ:: AL ESTUDIO D E 

FIÜESTRAS B I O L Ó G I C A S PREVIA ADSORCIOIÍ D E LOS COMPUES­
TOS SOBRE RESINA AMBERLITA X A D-2. 

5.1.- A I I T E C E D E I T T E S 

$.1.1.- Aplicación de l a fragmentografía de — 
masas a l análisis de aminas biógenas en 
muestras biológicas 

La fragmentografía de masas se ha usado para -
determinaciones c u a l i t a t i v a s j c u a n t i t a t i v a s . En l o s años 
1968-1971 se utilizó para l a identificación en plasma de 
metabolitos de clorpromazina j n o r t r i p t i l i n a ( 6 3 , 6 4 ) . Pos­
teriormente, se ha usado para l a determinación de compue_s 
to encógenos, como prostaglandinas ( 20)y neurotransmis© 
res (12,21,32).En l a l i t e r a t u r a existen numerosas referen­
cias r e l a t i v a s a l a s p r i n c i p a l e s técnicas j aplicaciones 
biológicas de l a s técnicas de detección e identificación 
basadas en l a fragmentografía de masas (36,56,74,175)-
(165 ). En cuanto a l estudio de sustancias neurotransmiso 
ra s , l o s p r i n c i p a l e s trabajos se han re a l i z a d o en e l cam 
po de l a s catecolaminas (42, 87 ) de l a a c e t i l c o l i n a en 
varia s partes d e l cerebro de r a t a (67,84) j de l o s ácidos 

./. 
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glutámico j y amino-butxrico (12). Otros trabajos impor 
tantos han sido realizados sobre e l metabolismo de l a 
serotonina, también en t e j i d o cerebral (9,40,50 ), 

Por l o que respecta a l estudio de l a histamina 
y compuestos relacionados con esta técnica, hasta e l m£ 
mentó no se conoce ningún trabajo en este campo. En — 
efecto, como se ha v i s t o en l o s capítulos anteriores, -
solamente unas pocas publicaciones tratan de l a cromat£ 
grafía de gases de l a histamina y de sus metabólitos y 
u t i l i z a n l a espectrometría de masas únicamente para iden 
t i f i c a r l o s derivados formados. 

5«1»2.- Cromatografía de adsorcién u t i l i z a n d o 
r e s i n a Amberlita XAD-2. 

La r e s i n a Amberlita XAD-2 es un polímero de -
estireno y diviíiilbenceno con una s u p e r f i c i e de 350 m /gr 
(seca). E x i s t e en va r i o s tamaños, desde 300-1000 hasta 
0,5-1,5 /̂"̂  ( u l t r a f i n a ) con l a cual pueden prepararse pía 
cas de capa f i n a (2?) . Se ha postulado que l a extraccién de 
compuestos mediante esta r e s i n a presenta ventajas sobre -
l a s extracciones con disolventes orgánicos en cuanto que 
proporciona a l t o s rendimientos y que permite obtener un 
conjunto de va r i a s sustancias que de otra manera no — 
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serían extraídas por l o s métodos convencionales ( 9 9 ) . 

Esta r e s i n a se ha u t i l i z a d o para e l aislamiento 
de d i s t i n t o s grupos de sustancias j dentro de e l l o s , en 
d i s t i n t a s aplicaciones. Así, se ha usado para cromato­
grafía de gases ( 183) estudios bioquímicos (68 , 7 1 ) , 

análisis de prostaglandinas en líquido amniótico o pla_s 
ma (89,) estudios de peptidos en homogenados de t e j i d o s -
( 181 ) análisis de medicamentos ( 11 ,.80 ) cromatografía 
líquida,de a l t a presión.(53)• 

En cuanto a l a utilización de este t i p o de re 
sinas en e l campo de l a s aminas biógenas, existe referen 
cias sobre su utilización para l a s catecolaminas e i n d o l a l 
quilaminas ( 9 , 1 5 5 ) • 

No tenemos n o t i c i a s de que se haya empleado -
esta resina para l a extracción de ninguno de l o s metabo 
l i t o s de l a histamina n i para l a extracción conjunta de 
todos estos compuestos. 

De hecho, l a utilización de esta r e s i n a para e l 
aislamiento de l o s compuestos imidazolicos en material 
biológico sólo tiene sentido s i se posee un método ana 
lítico suficientemente específico como para obviar l a 
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inespecifidad de l a adsorción en e l polimero. S i se cumple 
este supuesto, su utilización ofrece dos grandes ventajas: 
En primer lugar, está e l hecho de que todas l a s sustancias 
de una misma f a m i l i a puedan aparecer en una sola fracción 
permitiendo e l análisis simultáneo de todas e l l a s . S i l a s 
mismas están implicadas en una misma ru t a metabólica, se 
abre l a p o s i b i l i d a d de a n a l i z a r l o que,se denomina un — 
p e r f i l metabólico. Por ot r a parte, l o s procesos de mani­
pulación de l a muestra biológica se reducen a l mínimo ya 
que en general, e l uso de l a r e s i n a XA.D-2 implica tan — 
solo un proceso de adsorción-desorción-. Como además l a s 
condiciones empleadas pueden ser relativamente drásticas 
(pH extremos o calentamiento de l a muestra ya que l a r ^ 
sina puede usarse a temperaturas superiores a I50 ^C), 
debido a l a gran e s t a b i l i d a d de l a s sustancias aquí ana 
l i z a d a s , tiene lugar a l mismo tiempo, una eliminación de 
c i e r t o s componentes de l a muestra. 

Otros autores(98,120) han mencionado que e l proceso 
de adsorción en este t i p o de res i n a s puede ser dependien 
te del pH de l a muestra, de l a cantidad de re s i n a emplea 
da, y del f l u j o de elución cuando l a r e s i n a se emplea en 
una columna. 
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3.2.- r-iETODOS 

5.2.1.- gRAGMEcTTOGRAFIA DE MASAS POR DETEGGIQH ^^JLTI-
PLE DE IONES. 

Los trabajos de fragmentografía de masas se han 
realizado empleando como fase e s t a c i o n a r i a l a s i l i c o n a — 
OV-I7, l a cual se utilizó porque l o s iones más importantes 
de l a misma que aparecen en e l espectrómetro de masas debi 
do a l i n e v i t a b l e sangrado de l a columna sirven de referen 
c i a para l o c a l i z a r son f a c i l i d a d l o s iones seleccionados 
y además no i n t e r f i e r e n con e l l o s . - En l a f i g u r a 49, 
se presenta una parte d e l espectro de -masas del sangrado 
de l a fase OV-I7 7 en e l l a puede verse como se u t i l i z a n 
c i e r t o s de sus iones para l o c a l i z a r l o s iones que queremos 
detectar. 

La xinidad de detección múltiple de iones emplea 
da en este trabajo fue diseñada 7 construida en e l labora 
t o r i o (8) y actúa del siguiente modo: a cada uno de l o s 
cuatro canales, se l e añade a l v o l t a j e de aceleración — 
nominal (V), un incremento de v o l t a j e determinado que va 
ría en función del tiempo/iV(t). Este v o l t a j e se genera 
por medio de l a suma de un v o l t a j e f i j o suministrado por 
una fuente de v o l t a j e programable y una onda de diente de 

./ . 
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Figura 49.-Representación p a r c i a l del espectro de masas 
del sangrado de l a fase OV-I7. 
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siena suministrada por un generador de rampa. 

De esta forma, se obtieneun mini barrido alrededor 
de cada una de l a s masas deseadas. La alternancia de l o s 
cuatro diferentes valores Al(t) y su sincronización con 
e l barrido h o r i z o n t a l de una p a n t a l l a osciloscópica se -
r e a l i z a por medio de un programador d i g i t a l . 

Las cuatro señales son recogidas y amplificadas 
separadamente, apareciendo simultáneamente en l a p a n t a l l a 
d e l osciloscopio y en l o s resgistradores conectados a l 
sistema. E l r e g i s t r o oscilbscópico se u t i l i z a para l a -
búsqueda y focalización i n i c i a l de l o s picos. Debido a l a 
f a l t a de un marcador de masas, l a búsqueda se basa en p i 
eos de l a fase e s t a c i o n a r i a cuyo v a l o r m/e es conocido 
y como se ha indicado en l a f i g u r a 49., A l mismo tiempo, 
e l r e g i s t r o osciloscópico permite obtener una imagen con 
tínua del grado de focalización dentro de cada canal, — 
con l o cual se minimizan errores debidos a d e s f o c a l i z a -
ción. 

5.2.2.- ESTUDIO DE Un MÉTODO DE EXTRACCIOII ET COLUM-
HA GROMATOGRAPICA CON RESETA Af-IBERLITA XAD-2. 

E l proceso general de extracción en columna 
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cromatográf i c a , u t i l i z a n d o l a r e s i n a XAD-2, puede esqu_e 
matizarse d e l siguiente modo: se prepararon columnas de 
v i d r i o de 7 mm. de diámetro i n t e r i o r Rellenas con r e s i 
na XAD-2 hasta una a l t u r a de 13 mm. E l llenado de l a s -
columnas se realizó siempre con l a resina suspendida en 
agua después de considerables lavados acuosos de l a mi_s 
ma, posteriores a un primer mojado con metanol. Después 
de lavar l a columna con agua d e s t i l a d a se pasó e l l i q u i d o 
a extraer a \m f l u j o de 0,3 ml/min. Sin dejar secar l a 
columna, se añadió agua ajustada a l mismo pH que e l — 
líquido an t e r i o r en cantidad s i m i l a r a l a de l a prime 
r a muestra. Se recogieron fraccionadas l a s aguas de 
lavado y se eluyó con 10-15 mi. de metanol. 

Se recogió e l aluato en fracciones de 5 nil. 
Se realizó un estudio de l a i n f l u e n c i a d e l pH analizan 
dose siempre l a s muestras con un contador en centelleo 
ya que se u t i l i z a r o n "̂ Ĉ H i s t i d i n a y "''̂C histamina, 
provenientes de Radiochemical Genter Amersham, para -
esta parte del trabajo. 

./. 
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5.?.- RESULTADOS 

5.5.1.- COMPARACIÔ T DE LOS TRES GRUPOS DE DERIVADOS 
SETTETIZADOS PARA SU DETECCIÓN POR FRAGME:!-
TOGRAEIA DE MASAS. 

Los espectros de masas de lo s derivados s i n t e 
tizados se han estudiado en e l capítulo an t e r i o r . Estos 
espectros en general, presentan iones muy abundantes — 
provenientes de l a r o t u r a d e l enlace en posición a y en 
posición p. Dichas escisiones dan lugar en todos l o s com 
puestos a estructuras características causantes de l o s -
iones m/e 81, 94, 95 y 108 ( f i g u r a 50). Pero, por apare_ 

cer a valores bajos, esos iones no se pueden u t i l i z a r , 
ya que pueden fácilmente ser comunes a otras y, por — 
esto, impiden l a realización de espectrometría de masas 
de grupo funcional ya que l o s otros iones abundantes de 
l o s espectros no son comunes a todos l o s compuestos. 

5.5.1.1.- lOEES SELECCiaUDOS PARA EL AíTÁLISIS 
DE LAS AMINAS. 

Los derivados de l a histamina y de l a m e t i l — 

./. 
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Figura 50.-Iones comunes a todos los derivados s i n t e t i z a d o s . 
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histamina estudiados en este trabajo son de t r e s t i p o s : 
s i l i l a d o s , pentafluoropropionados y heptafluorobutirados. 
En l a t a b l a 16 se han resumido l o s iones más a l t o s y más 
abundantes de cada derivado, basándonos en l o s espectros 
presentados en e l capítulo a n t e r i o r . 

TABLA 11 

Derivado Histamina 
m/e % 

M e t i l Histfimina 
m/e . % 

TMS 174 100 174 100 

PJí'i:' 176 12 
(P.M.) 257 45 271 33 

HFB 
(P.M.) 307 33 521 59 

En base a esta t a b l a , se ponen de manifiesto — 
varios hechos que, unidos a l o s datos correspondientes a 
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l a e s t a b i l i d a d de lo s derivados demuestran que l o s d e r i 
vados heptafluorobutií'.ados son p r e f e r i b l e s para e l aná­
l i s i s por fragmentografia. de masas de estas dos aminas: 
en efecto, los derivados acilados (PFP y HPB) presentan 
picos abundantes en zonas más a l t a s del espectro que l o s 
derivados s i l i l a d o s . Por otra parte, estos derivados -pre 
sentan picos moleculares abundantes (4-3/á y 35/á para l a 
histamina j 53/̂  7 para l a m e t i l histamina) l o que -
hace aconsegable su elección ya que son específicos de 
l a sustancia. 

Los derivados heptafluorobutirados, teniendo 
un peso molecular más a l t o que l o s derivados pentafluoro 
propionados, su utilización es más aconsejable, ya que 
menos compuastos de l a muestra pueden i n t e r f e r i r con e-
l l o s . Es d e c i r , que para e l análisis por fragmentografia 
de masas de estas dos aminas l o s valores seleccionados -
son m/e 30? y m/e 321. 

3»3.1.2.- Iones seleccionados para e l análisis 
de l o s ácidos. 

Los derivados de l o s ácidos imidazol y m e t i l 
imidazol acético son l o s derivados s i l i l a d o s . En l a t a ­
b l a 1 2 de c a p i t u l o a n t e r i o r , se ve que poseen varios iones 
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importantes en l a parte a l t a del espectro y que también 
para e l l o s e l pico molecular es suficientemente abundan 
te como para ser u t i l i z a d o para e l análisis por fragmen 
tografía de masas. Por esto, l o s picos seleccionados pa 
r a estas dos sustancias son para e l ácido imidazol acéti 
co m/e 270 (91/0 J para e l ácido met i l imidazol acético 
m/e 212 (57?á). 

5.3'1«5»-- Iones seleccionados para e l análisis 
de l o s aminoácidos. 

Se han estudiado en este trabajo l o s derivados 
acilados de l a h i s t i d i n a y de l a m e t i l h i s t i d i n a . Como 
se puede ver en l a s tablas 1 3 y 1 5 , los iones más abun­
dantes de l a parte a l t a d e l espectro son l o s que corres^ 
penden a l fragmento I oí'. 

Como para l a s aminas, l o s derivados heptafluor_o 
butirados presentan fragmentos abundantes a valores más 
a l t o s que l o s de l o s derivados pentafluoropropionados y 
por esto, se deben escoger para su análisis por fragmen­
tografía de masas. Tendremos así para l a h i s t i d i n a e l — 
fragmento correspondiente a m/e 506 (100%) y para l a me­
t i l h i s t i d i n a e l correspondiente a m/e 520 (8693). 

/ 
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Se han .representado en l a f i g u r a 51 los iones 
seleccionados para estas 6 sustancias proporcionalmente 
a sus abundancias, así como sus índices de Kovats en 
una fase estacionaria de OV-l? a l 3';a 

FIGURA 51 
Iones seleccionados para l a s seis sustancias en estudio. 
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3.3.2.- RESULTADOS QBTEî TIDOS 00:1 EL MÉTODO DE EXTRAC­
CIÓN CO!I RESPíIA AMBERLITA XÁD-2. 

La re s i n a Amberlita XAD-2 es un polimero de 
p o l i e s t i r e n o y d i v i n i l benceno con una gran a f i n i d a d por 
l o s restos hidrófóbices de l a s moléculas. E l estudio de 
l a extracción en columna cromatográfica se realizó en 
base a l a adición a muestras acuosas de h i s t i d i n a "''̂C y 
de histamina "̂ Ĉ. Se analizó l a posible i n f l u e n c i a d e l 
pH sobre e l rendimiento de extracción. Debido probable­
mente a l a importante polaridad de lo s compuestos a n a l i 
zados, se constató que no quedaban retenidos en l a columna 
y que se recogían en l a s aguas de lavado. E l interés de 
este dato reside en que otras aminas biógenas más sen­
s i b l e s a procesos de degradación quedan retenidas sobre 
l a r e s i n a . Esto nos permite recogerlas por separado y 
no a p l i c a r l e s e l tratamiento de evaporación a l baño de 
arena a 104 2C de l o s compuestos imidazólicos, gracias 
a esto, l o s dos grupos de compuestos se recuperan a par 
t i r de una misma muestra en dos fracciones d i s t i n t a s , -
l o que permite a p l i c a r a cada uno un tratamiento poste 
r i o r específico para su posibl e análisis. 

Así, e l proceso de extracción queda esquemati­
zado de l a siguiente f oripa: (f i g . 52) 

./. 
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Muestra acuosa 

V 

Columna XAD-2 

Lavado con agua 
"~ descartar 7 mi 

Recoger l o s 15 nil siguientes 
^ evaporar a l rotavapor 602C. 

Redisolver en metanol 
'— evaporar "baño de arena 104-2C.He 

üormacion' de un derivado cromatográfiable 
(HFBA,90min.702C.) 

Figura 52.-Esquema d e l proceso de extracción de l a s 2 
aminas y de l o s dos aminoáidos con l a r e s i n a 
XAD-2. 
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Siguiendo este esquema de extracción, los rend_i 
mientes de recuperación para l a h i s t i d i n a fueron de 85,25?^ 
y para l a histamina de 78,91?^, rendimientos que se pueden 
considerar aceptables j que no variaron a l cambiar e l pli. 

5.5.3.- PROBLEMAS AITALITICOS E:TCCT:'TRAPOS 

Los resultados presentados en l o s capítulos an 
t e r i o r e s se obtuvieron después de resolver diferentes — 
problemas analíticos encontrados, en e l estudio de l o s -
derivados s i l i l a d o s j de lo s derivados acilados. Estos 
problemas analíticos se han mencionado en repetidos t r a 
bajos para l a h i s t i d i n a j l a histamina. En nuestra expe 
r i e n c i a , estos problemas han sido comunes a todas l a s -
sustancias estudiadas ya que están ligados principalmen 
te a l a s propiedades d e l núcleo imidazol: En l a i n t r o ­
ducción se ha mencionado e l problema r e l a t i v o a l tauto 
merismo d e l núcleo imidazol y a l a formación de complejos 
de coordinación con v a r i o s iones metálicos (Cu, Zn,Go, Ag, 
etc.) así como de complejos de tran s f e r e n c i a de carga. 

Es d e c i r , que desde un punto de v i s t a analíti 
co, c i e r t o s derivados imidazólicos existirán también en 
dos formas tautomeras y podrán formar complejos de coor 
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dinación con l o s iones metálicos presentes. Por otra parte, 
es interesante l a buena e s t a b i l i d a d de estas sustancias ya 
que, de cara a voaa. extracción biológica, se l e s puede a p l i 
car tratamientos relativamente drásticos (pH extremos, tem 
peraturas altas) para eliminar l o s otros componentes de, l a s 
muestras. 

Los problemas analíticos encontrados, aunque sea 
en grado d i s t i n t o provienen por una parte del sistema ero 
matográfico y por otra parte de l a interfase que conecta 
e l cromatógrafo de gases con e l espectrómetro de masas. 

5.3.3»!»- Sistema cromatográfico 

A . - METODOLOGÍA A P L I C A D A 

Los problemas analíticos r e l a t i v o s a l sistema 
cromatográfico se pusieron de r e l i e v e a través de l a s -
imágenes de adsorción en l o s r e g i s t r o s cromatográficos 
y l a discrepancia de resultados a l inyectar simultánea­
mente una misma muestra en dos sistemas cromatográficos 
análogos. Por todo esto, se tuvo que r e a l i z a r un estudio 
sistemático de este fenómeno con e l f i n de 1) l o c a l i z a r 
l o s puntos activos d e l sistema cromatográfico responsa-

./. 
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bles de esta adsorción y 2) a p l i c a r e l tratamiento adecúa 
do a f i n de anular l a a c t i v i d a d de estos puntos. E l sist_e 
ma cromato,':5ráfico está compuesto de tres partes p r i n c i p a ­
l e s ( f i g . 5 ). 

- bloque de inyección 

- columna cromatográfica 

- detector de llama 

Las modificaciones introducidas fueron comunes á 
l o s diversos elementos y tuvieron como objeto a p l i c a r un 
tratamiento químico a l o s elementos que pudieran provocar 
adsorciones y eliminar así l o s puntos a c t i v o s . Este t r a ­
tamiento se basa en e l bloqueo de l o s diferentes grupos 
activos presentes por agentes de silanización. Por ejem 
pío en e l v i d r i o se eliminan así l o s grupos h i d r o x i l o 
que quedan l i b r e s en l a s u p e r f i c i e interna y podrían r e ­
tener l a s sustancias vaporizadas según l a reacción con e l 
d i m e t i l c l o r o s i l a n o (DMCS). 
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- bloque de inyección.- Se acondicionó l a cámara 
de v i d r i o del bloque de inyección mediante lavado con mez­
c l a crómica durante v e i n t i c u a t r o horas seguido de una s i l a 
mización durante un tiempo s i m i l a r con una solución a l 10?á 
de DMCS en tolueno. 

- l a columna cromatográfica.- A parte de l a s i l a 
mización de l a coliimna antes de su re l l e n o con l a fase cr£ 
matográfica, se cambiaron regularmente sus tapones de lana 
de v i d r i o . Esta lana de v i d r i o fue previamente s i l a n i z a d a 
y secada a l a estufa. También a l o largo d el estudio, se 
inyectaron reptidamente cantidades del orden de 5-5 | i l de 
hexametildisilazano en l a columna con e l mismo objeto 
de bloquear l o s puntos activos posiblemente.presentes. 

- e l detector.- E l detector de llama se limpió 
regularmente. Para esto, se dementó y l a s diferentes par­
tes metálicas se sumergieron en ácido fluorídrico ya que 
cualquier suciedad a n i v e l d el " j e t " o del colector puede 
a l t e r a r l a corriente producida en l a llama. 

B.- RESULTADOS 

Los resultados obtenidos s i n a p l i c a r estos t r a 
tamientes no fueron tan p o s i t i v o s como se podía proveer. 
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Los derivados s i l i l a d o s se forman con más f a c i l i d a d y son 
menos estables (se degradan a l cabo de algunas horas fren 
te a una semana para l o s derivados a c i l a d o s ) . Para traba­
jar- con toda seguridad con estos derivados, fue necesario 
l i m p i a r y s i l a n i z a r cada quince días l a cámara de v i d r i o 
del bloque de inyección e inyectar un t o t a l de unos diez 
^1 de BSTFA antes de empezar e l análisis. Con esto, se -
consiguió bloquear l o s puntos activos de l a columna y e v i 
t a r en parte l a fonaacióri de unos depósitos excesivos de 
s i l i c e en e l co l e c t o r d e l sistema de detección", l a s i l i c e 
proviene de l a s muestras, ya que estas se inyectan disuél 
tas en BSA/TMCS. 

Por todo esto, se puede considerar que de cara 
a un trabajo de análisis por cromatografía de gases, l o s 
derivados acilados presentan l a s ventajas de ser más es 
tables y de adsorberse menos en e l sistema cromatográfi 
co. Solamente e l análisis de l o s metabólitos ácidos se 
tendrá que hacer a través de l a formación de l o s deri_ 
vados s i l i l a d o s ya que no se pueden a c i l a r con l a s reac 
clones estudiadas. 

3.3»3»2.— Sistema de cromatografía de gases-
-espectrometría de masas. 

Los problemas encontrados en e l análisis croma 



250 

tográfico de l o s derivados estudiados fueron similares 
pero de más difícil solución en cuanto fue necesario rea 
l i z a r modificaciones d el sistema CG-EM a parte d e l t r a t a 
miento químico d e l sistema cromatográfico. 

A.- METODOLOGÍA APLICADA 

Los componentes del sistema de cromatografía 
de gases-espectrometría de masas son e l cromatógrafo de 
gases, e l espectrómetro de masas j e l sistema de i n t e r 
fase que vocie ambos instrumentos ( f i g . 7 , 9 ) . 

Los tratamientos aplicados a l cromatógrafo 
fueron s i m i l a r e s a l o s descritos anteriormente para e l 
sistema cromatográfico:silanización de l a camisa de v i ­
d r i o del inyector y de l o s tapones de v i d r i o de l a co­
lumna cromatográfica. También, regularmente, se inyectó 
en l a columna cantidades d e l orden de 10 yl de BSTEA. 

- Interfase.- La conexión que une e l cromató­
grafo a l espectrómetro de masas estaba hecha según e l -
esquema de l a f i g u r a 53: a l a s a l i d a de l a columna croma 
tográfica, un sistema de restricción permitía enviar un 
5?:j de l o s compuestos a l detector de llama y un 95/^ a l 

/. 
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Figura 53.-Esquema de l a conexión que une e l espectrómo' 
tr o de masas a l cromatógrafo de gases. 
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espectrómetro de masasque actúa como segundo detector. -
Una válvula t i p o "aguja" de acero permite cerrar l a entra 
da d e l separador y, después d e l desparador, otra válcula 
mayor, y también de acero, cerraba l a entrada del espectro 
metro. E l separador molecular era de v i d r i o f r i t a d o y su 
esquema se representó en l a f i g u r a 9 del capítulo I . 

Debido a l a porosidad d e l v i d r i o , existe una -
gran s u p e r f i c i e de contacto entre este y l a muestra; en 
general se u t i l i z a un tubo de v i d r i o f r i t a d o de unos 20 
cm. de largo y 0,8 cm. de diámetro contenido dentro de 
una camisa de v i d r i o a l a cual se l e conecta iina bomba -
de vacío. E l rec o r r i d o l i b r e medio de l a s moléculas es d e l 
orden de unos 10 jxm (10 x diámetro del poro). 

Por l a f a c i l i d a d que tiene e l núcleo imidazol 
para adsorberse sobre l o s puntos activos d e l v i d r i o y -
para formar complejos con átomos de metal, se estudió -
especialmente l a s partes de l a i n t e r f a s e que presentan 
v i d r i o y acero. De hecho, toda l a conexión estaba compue_s 
t a por estos dos elementos: unas l i n e a s de acero permi­
tían l a unión cromatográfo-separador-espectrómetro y — 
unas válvulas de acero permitían cerrar en dos puntos es_ 
t a l i n e a . Por otra parte, e l separador de v i d r i o f r i t a d o 
podía e x p l i c a r también l a fuerte adsorción observada. 
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En efecto, a pesar del tratamiento de s i l a n i z a -
ci6n aplicado a l sistema de cromatografía de gases, con -
esta i n t e r f a s e no fue posible en nuestro l a b o r a t o r i o u t i ­
l i z a r e l espectrómetro de masas como detector: e l n i v e l — 
de adsorción era t a l que n i inyectando de ocho a diez mi-
crogramos de histamina en l a columna fue posible obtener 
una respuesta en e l espectrómetro. 

Las modificaciones a r e a l i z a r en l a i n t e r f a s e 
para i n t e n t a r solucionar este problema debían i m p l i c a r l a 
eliminación de l a s partes metálicas y del v i d r i o f r i t a d o . 

La solución era, por una parte, ver s i era po­
s i b l e s i m p l i f i c a r esta conexión y por ot r a parte, recu­
b r i r todas l a s s u p e r f i c i e s de acero de un metal i n e r t e -
como e l oro. E l separador molecular se debía s u s t i t u i r 
por uno con l a s paredes i n t e r i o r e s recubiertas de oro. 

Unas pruebas preliminares se r e a l i z a r o n en e l 
I n s t i t u t o Químico Sarria que dispone de un sisteme GG-EM 
cuya i n t e r f a s e es un separador de difusión de chorro " j e t " 
La p r i n c i p a l ventaja de este separador es que l a i n t e g r i ­
dad de l a muestra se conserva gracias a l reducido número 
de choques con l a s paredes que sufren l a s partículas que 
lle g a n a l espectrómetro. 

Las pruebas que se h i c i e r o n , fueron r e a l i z a ­
das con l o s derivados s i l i l a d o s de l a histamina y de l a 

./ . 
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m e t i l histamina ya que son l o s que presentan mayor n i v e l 
de adsorción. 

Con esta i n t e r f a s e , no se observó ningún prohije 
ma de análisis, obteniéndose e l p e r f i l de l a f i g u r a 54. E l 
p e r f i l de l a parte A corresponde a l p e r f i l obtenido con e l 
detector de llama y e l de l a parte B correspondiente a l 
obtenido con e l espectrómetro de masas. Se observa que e_s 
"tos picos están bien resueltos.y no presentan signos de ad 
sorción. Esta misma muestra inyectada en nuestro sistema 
CG-EM no dio ninguna respuesta con e l espectrómetro. 

En base a estos resultados y a fenómenos de de­
gradación observados en nuestro l a b o r a t o r i o , se decidió -
reducir a l máximo l o s posibles puntos activos del sistema 
de conexión de l cromatógrado a l espectrómetro. Después de 
\m estudio de l o s diversos componentes, se eliminó una de 
l a s dos válvulas y l a restante se cambió por una t i p o — 
"aguja de oro". La l i n e a de b.acero que une l o s dos apara 
tos fue re c u b i e r t a interiormente de un tubo de oro. Con -
estas transformaciones se intentó e v i t a r a l máximo l a pre 
sencia de metales que no sean i n e r t e s . 

En cuanto a l separador molecular, para eliminar 
l o s problemas debidos a l v i d r i o f r i t a d o , se instaló un -

./. 
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P e r f i l ' B 

- r 

P e r f i l A 

Figura 5 4 . - P e r f i l e s obtenidos con l a histamina t r i s i l i l a d a 
y l a m e t i l histamina d i s i l a d a . 
A : p e r f i l cromatográfico; B : p e r f i l obtenido porTIM, 
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modelo t i p o " j e t " . Con este separador, recubierto i n t e r i o r ­
mente de oro, a l mismo tiempo que l a eliminación de l o s -
puntos activos se mejoró e l enriquecimiento de l a muestra 
como se muestra en l a t a b l a 17 donde se resumen l o s parame 
tro s característicos de l o s dos separadores u t i l i z a d o s (138, 
174). 

TABLA 17 

ESTUDIO COMPARATIVO DE LOS SEPAPADORES MOLECUIARES DE WATSOrI 
BIEMAiT Y DE RYHAGE. 

Tipo de Margen de Rendimiento Enriquecimiento 
separador flujo(ml/min.) (Y) 

W.B. . 1-50 30-75 10-40 

Ryhage 30 50-75 50-70 
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E l nuevo esquema CG-EÍI queda representado en l a 
f i g u r a 55 . Después de estas modificaciones se r e a l i z a r o n 
nuevas pruebas para medir l a s e n s i b i l i d a d d e l sistema. Pa 
r a esto, se inyectaron cantidades v a r i a b l e s de l o s deriva 
dos s i l i l a d o s y acilados y l a s respuestas obtenidas v a r i a 
ron según e l t i p o de derivados, siendo l o s n i v e l e s de detec 
ción compeendidos entre medio y dos microgramos. 

Estos n i v e l e s son más bajos que l o s obtenidos an 
teriormente pero, son i n s u f i c i e n t e s para p e r m i t i r e l análi 
s i s de histamina de muestras biológicas. Permiten unicamen 
te r e a l i z a r los espectros de masas de l o s derivados sinte_ 
tizados. 

5.4.- DISCUSIÓN 

En este capítulo se han evaluado l o s diferentes 
derivados s i n t e t i z a d o s , poniéndose en evidencia l a s venta 
ja s de l o s derivados acilados y entre e l l o s , de l o s d e r i 
vados heptafluorobutinados, por ser lo s más estables y 
l o s que presentan en su espectro de masas iones abundan­
tes a valores de m/e más a l t o s . Se deberán estudiar l o s 
metabólitos ácidos en su forma s i l i l a d a ya que son l o s 
únicos que no se pudieron a c i l a r . 

E l proceso de extracción, muy simple debido a 

./. 
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Figura 55.-Conexión modificada entre e l cromatógrafo y e l 
espectrómetro de masas. 
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l a a l t a e s p e c i f i c i d a d ' d e l sistema analítico permite \ina 
buena recuperación de l o s diversos metabolitos. 

Los numerosos problemas analíticos encontrados 
fueron si m i l a r e s en gran parte a lo s observados con l a s 
prostaglandinas que se estudian también en nuestro labo 
r a t o r i o : son también muy sensibles a l a presencia de — 
cualquier punto activo presente a n i v e l de l a conexión 
cromatográfo-espectrómetro de masas. Por l o c o n t r a r i o , 
con otra línea de t r a b a j o , r e l a t i v a a l metabolismo cerebral 
del t r i p t o f a n o , no se han observado estos fenómenos tan 
importantes de adsorción. Los límites de detección obt_e 
nidos para estas sustancias indólicas son del orden de 
30 a 100 ng y permiten a p l i c a r l a s técnicas de cromato­
grafía de gases-espectrometría de masas a l análisis de 
t e j i d o c e r e b r a l . Esta variación en l a respuesta obtenida 
con compuestos derivados del imidazol o del ácido presta 
noico y con otros derivados d e l núcleo i n d o l pone de — 
r e l i e v e l a problemática inherente a l análisis de muestras 
biológicas complejas como puede ser e l t e j i d o c e r e b r a l . 

Se va afirmando cada vez más l a d i f i c u l t a d — 
analítica representada por l a s bajas concentraciones de 
l a s sustancias a c t i v a s en e l cerebro que o b l i g a a pasar 
de un n i v e l de trabajo d e l microgramo o nanogramo a un 
n i v e l de picogramo l o que o b l i g a a l a "utilización de un ma 
t e r i a l de análisis cada vez más s o f i s t i c a d o . 
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Conclusiones. 
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12.- E l presente trabajo ha permitido abordar l a problemáti 
ca presentada por l a valoración conjunta de l a histamina y 
sus p r i n c i p a l e s metabolitos, mediante técnicas de cromato­
grafía de gases y espectrometría de masas. E l objetivo p r i n 
c i p a l ha sido e l de s a r r o l l o de un método de análisis sensi 
ble y específico para obtener un p e r f i l metabólico de estas 
sustancias relacionadas. 

22.- La f a l t a de v o l a t i l i d a d de l a s sustancias estudiadas 
implica l a síntesis de derivados de la s mismas para su po­
s i b l e análisis por cromatografía de gases, resultando nece 
sario bloquear l o s grupos carboxilo y amino presentes en 
estas moléculas. Para esto se ha estudiado l a evolución de 
l a reacción de metilación con e l t r i c l o r u r o de boro metano 
a l IQP/o (peso/volumen) . A l mismo tiempo se ha analizado l a 
i n f l u e n c i a de diversos factores sobre e l rendimiento de l a 
reacción t a l e s como: relación reactivo/solvente, uso de — 
un antioxidante o de un agente desecante, silanización de 
todo e l material de v i d r i o u t i l i z a d o . 

En condiciones óptimas, e l rendimiento de esta reac­
ción r e s u l t a i n s u f i c i e n t e como para p e r m i t i r e l análisis 
por cromatografía de gases de l o s compuestos estudiados. 

52,- A l a v i s t a de estos resultados, se estudió l a reacción 
de sililación utilizándose l a mezcla de reacción BSA/TMCS 
a l La reacción tiene lugar una hora a 60 2C y l o s deri. 
vados sintetizados se tienen que a n a l i z a r inmediatamente -
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debido a l o s efectos de degradación que aumentan con e l — 
'tiempo.' En estas condiciones^ l o s resultados fueron s a t i s - - " 
f a c t o r i o s para l a histamina, m e t i l histamina, ácidos imida­
z o l acético j metil imidazol acético j se ha podido e v i t a r 
l a formación de dobles derivados, problema descr i t o anterior 
mente en l a l i t e r a t u r a . 

Se han calculado l o s Índices de Kovats de l o s deriva­
dos en l a fase OV-l?. 

Las condiciones r e l a t i v a s a l mecanismo de l a reacción 
permiten poner de r e l i e v e e l papel jugado por e l núcleo — 
imidazol debido a su a l t a r e a c t i v i d a d . 

i^o^^ La reacción de perfluoroacilación d i r e c t a de l o s grupos 
carboxilo j amino de l a s s e i s sustancias en estudio se rea­
lizó u t i l i z a n d o t r e s reactivos d i f e r e n t e s : PEPA, HPBA y TEA 
considerándose los factores de: tiempo de reacción, tempera 
t u r a j disolvente empleado. E l l o fue necesario debido a l a 
novedad de l a reacción de acilación d i r e c t a de un ácido car 
b o x i l i c o : en efecto, hasta l a fecha estos grupos carboxilo 
se bloqueaban por acción de un agente metilante o s i l i l a n t e . 

Los derivados acilados de l o s aminoácidos j aminas se 
obtienen después de 90 minutos a l a estufa a 70 2C u t i l i z a n 
dose preferencialmente e l FPPA o HPBA. 

5 2 . - E l análisis de l o s derivados acilados formados mediante 
un sistema de cromatografía de gases j detección por i o n i z a ­
ción por llama ha permitido a n a l i z a r cantidades del orden de 
10 a 30 ng, para l o s aminoácidos j l a s aminas. Asimismo,se 
han calculado l o s Índices de retención cromatográficos de to 
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dos los derivados formados en dos fases de d i s t i n t a polaridad 
(OV-17 y'0V-225J.' Estos'derivados,' totalmente nuevos presen-' 
tan e l interés p a r t i c u l a r de resolver e l problema cromatográ 
f l e o ligado a l a h i s t i d i n a y m e t i l h i s t i d i n a . 

6 2 . - Mediante l a técnica combinada de cromatografía de gases 
j espectrometría de masas, se ha podido e l u c i d a r l a estruc­
t u r a de l o s derivados pentafluoropropionados, heptafluorobu 
t i r a d o s j t r i f l u o r o a c e t l i a d o s . Esto nos ha permitido poner 
en evidencia un mecanismo de reacción para l a acilación de 
l a HD y MeHD, común a estos t r e s t i p o s de derivados, que — 
consite en l a entrada de dos grupos PPP, HEB o TPA seguida 
de una descarboxilación intramolecular c a t a l i z a d a por e l — 
mismo núcleo imidazol. Este proceso de catálisis e x p l i c a l a 
disminución de rendimiento de l a reacción observada a l aña­
d i r un disolvente p o l a r . Para l a histamina y l a m e t i l h i s t a 
mina, l a reacción de acilación provoca en cada caso l a entra 
da de un solo grupo sobre l a función amino primaria de l a -
cadena l a t e r a l . 

72.- Con este mismo método se han establecido l a s estructu­
ras químicas de l o s derivados formados a p a r t i r de lá reac­
ción de sililación. 

Esta reacción ha permitido e l bloqueo de todos l o s gru 
pos funcionales existentes en cada sustancia; así se obtiene 
l a histamina t r i s i l i l a d a por entrada de dos grupos s i l i l o a 
n i v e l d e l grupo amino de l a cadena l a t e r a l y de un tercero 
en e l grupo amino d e l a n i l l o amidazol. De forma s i m i l a r se 
s i n t e t i z a n así m e t i l histamina d i s i l i l a d a , ácido imidazol 
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acético d i s i l i l a d o y ácido raetil imidazol acético mo n o s i l i l a 
do. 

E l estudio de l o s espectros de masas de estos compues­
tos ha permitido conocer sus p r i n c i p a l e s vías de fragmenta­
ción por impacto electrónico. Para l a s aminas e l proceso — 
más destacable corresponde a un rotura en P formándose e l -
pico base m/e 174 j para l o s ácidos tiene lugar una pérdida 
intramolecular de COg siendo e l pico base para cada uno — 

8. - E l estudio de l o s espectros de masas de lo s derivados pen 
tafluoropropinados y heptafluorobutirados de l a s aminas y de 
los aminoácidos ha puesto de r e l i e v e iina s i m i l i t u d de mecanis_ 
mos de fragmentación. Estos se han estudiado más en d e t a l l e 
para l a h i s t i d i n a y l a m e t i l h i s t i d i n a debido â l a novedad 
de l a reacción. La f l e x i b i l i d a d de l a estructura d e l deriva 
do formado, iinida a l a r e a c t i v i d a d d e l átomo de nitrógeno 
ionizado del núcleo imidazol se pueden considerar como l a -
fuerza desencadenante de l o s p r i n c i p a l e s procesos de f r a g ­
mentación. Para cada t i p o de derivados l o s iones más abun­
dantes son l o s formados a) por una rotura del enlace en cr 
(iones a m/e 81 para l o s derivados de l a h i s t i d i n a y a m/e 
95 para l o s de l a m e t i l h i s t i d i n a ) y b) l o s iones d e l — • 
"fragmento amino"a m/e 255, 306, 270, 320 respectivamente. 

9. - La determinación de l o s mecanismos de fragmentación de 
los compuestos o r i g i n a l e s por introducción d i r e c t a a través 
de l a sonda para sólidos ha sido necesaria a l estudio previo 
de l o s procesos de fragmentación•de l o s derivados s i l i l a d o s ^ 
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y acilados. Para todas estas sustancias patrón,el fragmento 
p r i n c i p a l corresponde a una r o t u r a en p de l a molécula con 
reordenamiento de un átomo de hidrógeno, formándose así e l 
i o n m/e 96 para l o s compuestos motilados y e l i o n m/e 82 
para l o s compuestos no motilados. La única excepción l a p r ^ 
senta e l ácido imidazol acético que no presenta este mecanis 
mo de reordenamiento y por esto tiene un i o n mayoritario a 
m/e 81. 

10. - Para obtener una mayor espedficidad y s e n s i b i l i d a d de 
respuesta, se ha realizado un estudio comparativo de l o s — 
diferentes derivados s i n t e t i z a d o s para su utilización con un 
detector múltiple de iones. Los derivados heptafluorobutira 
dos se revelaron l o s más adecuados para esta clase de detec 
t o r que permite a n a l i z a r simultáneamente l a h i s t i d i n a , m e t i l 
h i s t i d n a , histamina y m e t i l histamina siendo l o s iones m/e 
306, 520, 507 y 521 l o s valores escogidos para su valoración 
respectiva. Se escogieron estos fragmentos por ser caracte­
rísticos de l a s sustancias en estudio, ser abundantes y t e ­
ner valores m/e relativamente a l t o s . 

11. - La extracción de estas mismas sustancias por medio de 
elución sobre Amberlita XAD-2 y su recuperación en fase acuo 
sa en combinación con l a reacción de acilación debería per­
m i t i r a p l i c a r e l método de análisis por fragmentografía de 
masas por detección simultánea de cuatro iones a l estudio de 
l a s cantidades presentes de estos compuestos en líquidos — 
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biológicos especialmente en t e j i d o c erebral. íTo se ha podido 
r e a l i z a r esta aplicación por l o s problemas analíticos encon 
trados (problemas analíticos lo c a l i z a d o s a n i v e l de l a i n t e r 
fase del sistema CG-EM) a pesar de l a s múltiples pruebas que 
se r e a l i z a r o n . Este punto negativo, de gran importancia para 
nosotros, sigue todavía en estudio en nuestro l a b o r a t o r i o . 
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