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Abstract

A wall-jet electrochemical detector cell with an internal volume of 12 pl bullt and evaluated in the
laboratory. It consists of a vitreous carbon working electrodeand an Ag/Ag’ lon and Pt as the reference
and counter electrodes, respectively. The detector was evaluated In stationary conditions by anodic
linear voltammetry of the aniline. A half-wave potential of +540 mV and maximum faradic current at
+800 mV were found.

In hydrodynamic conditions, voltammetry of 40 ng of standard aniline solution indicated maximum
faradic current values between +600 and 8+800 mV. Reaction of the aniline oxidation by this latter
technique yielded an average current value of 855.5 nA with a standard deviation of +7.5 nA for 40 ng
of aniline solution.

In its evaluation as an electrochemical detector in HPLC, the wall-jet cell succeeded in detecting
catecholamines, such as Norepinefrine (NE), Epinephrine (E), Dophamine (DA) and a metabolite,
3-4-dihydroxyphenyl acetic acid (DOPAC]), with good resolution.
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Deteccion electroquimica de aminas utilizando
una celda wall-jet

Resumen

Se construy6 y evalué un detector electroquimico tipo wall-jet con volumen interno de 12 pl, con
electrodo de trabajo de carbén vitreo, electrodo de referencia Ag / Ag' y electrodo auxiliar de platino. El
detector fue evaluado en condiclones estaclonarias mediante voltametria lineal anédica de la anilina,
observandose un potenclal de medla onda de +540 mV y maxima corriente faradaica a +800 mV.

La voltametria en condicliones hidrodinamicas de 40 ng de anilina Indicé valores maximos de
corriente faradalca entre +600 y +800 mV. Los ensayos de reproducibilidad mostraron una corriente
media de 858.5 £ 7.5 nA.

En la evaluacléon de la celda wall-jet como detector electroquimico en HPLC se logro la deteccion
de las catecolaminas Norepinefrina (NE), Epinefrina (E), Dopamlina (DA) y un metabolito, el acido
3-4-dihidroxifenil acético (DOPAC) con buena resolucion.

Palabras claves: Deteccion electroquimica, catecolaminas.

Introduccién previo a su utllizacién en una técnica mas com-
pleja como la cromatografia liquida de alta reso-
lucion (HPLC).

A la deteccion electroquimica se le atribuye
alta sensibllidad y selectividad, lo cual la hace
competitiva con los sistemas de deteccion tradl-

El analisis mediante flujo con inyeccion
(FIA) y la cromatografia liquida (LC) estan basa-
dos en principlos hidrodinamicos comunes [1].
Esta semejanza permite la evaluacion de detec-
tores cromatograficos medlante FIA como paso
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clonalmente utilizados en FIA y en HPLC; a pesar
de las limitaciones que impone en la composi-

cion de la fase movil. Su alta sensibilidad se le

atribuye a que funclonan amperométricamente
[2-3]. La amperometria es una técnica electro-
quimica donde se registra la corriente generada
(en forma de pico) por una reaccién redox del
anallto a un potencial fijo, previamente seleccio-
nado con base en una voltametria lineal del
mismo. La seleccion aproplada del potencial de

trabajo determina la selectividad y sensibilidad

del ensayo.

En este trabajo se describe el desarrollo de
un modelo de celda electroquimica tipo wall-jet
donde se han mantenido criterios planteados
por algunos autores [4-5] tales como el poseer
un volumen pequeno, trabajar en condiciones de
flujo laminar y, utilizar un electrodo de trabajo
de area pequena. A su vez, se Incorporaron
algunas modificaciones respecto a los detectores
electroquimicos comerciales, tales como las po-
siclones relativas de los electrodos, y la utlliza-
cién de un electrodo de referencia Ag/Ag" en un
medio organico.

La celda wall-fet se utllizé como detector
electroquimico en la oxldacion voltamétrica de
soluclones de anilina y en la deteccion de cate-
colaminas separadas mediante HPLC.

Procedimiento Experimental

Construccitén del detector
electroquimico

Se construyo un detector electroquimico
con geometria wall-jet de volumen Interno 12 u
tomando como referencia las dimenslones y dis-
tribucion de una celda disenada previamente [6].
El cuerpo de la celda esta formado por 2 bloques
de teflon de dimensiones 15.0 x 20.0 x 28.8 (mm)
de altura, profundidad y longitud, respectiva-
mente (ver Figura 1), donde se ubicaron sus
componentes. El electrodo de referencia es del
tipo Ag/Ag” con la sigulente composicién:
Ag/AgNO3 (102 M), KCIO4 (102 M), metanol /
agua (1:1). El comportamiento de este tipo de
electrodo fue estudiado [6] y el mismo mostro
buena reversibilidad y establlidad.

El electrodo de trabajo es un cilindro de
carbon vitreo grado GC-10 (Tokal Electrode Ma-
nufacturing Co., Toklo) de 3.5 mm de altura y

Electrodo de
Referencio

Entroda

Guio de
Ensamblaje

Membrano

Cavidod poresa

Elactrodo
de trabojo

Electrodo
— Auxliliar

Gula de
Ensambloje

- salida

Figura 1. Componentes de la celda
wall-jet.

3.06 mm de diametro con un area geomeétrica
aitil de 7.35 mm % Su superficie fue pulida con
papel de carburo de silicio N® 600 y con alimina
de 1.0, 0.5y 0.3 pm. hasta obtener superficie de
espejo.

El electrodo auxiliar es un alambre de pla-
tino de forma helicoldal y se ubico a la salida del
flujo. Los electrodos se mantienen en contacto
electrolitico mediante el volumen de disolucion
contenido en la celda (12 pl). La proximidad de
los tres electrodos asegura baja resistencia in-
terna en el detector, tal como ha sido demostrado
anteriormente [5].

Evaluacién de la celda en condiciones
estacionarias

Utilizando una jeringa hipodérmica, se lle-
no la celda con disolucion del electrolito inerte
(blanco) constituida por KCIO4 (102 M) en me-
tanol / agua (4:1), electrolito éste apropiado para
la oxidacién de aminas [7]. Se realizdé una volta-
metria lineal anédica (polarografo PAR 174) del
blanco en el intervalo - 0.200 V a + 1.250 V a
una velocidad de polarizacion de 10 mV / s. La
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Figura 2. Sistema de flujo continuo con inyeccién (FIA). A: Solvente; B: Bomba peristaltica;
I: Inyector; M: Minicolumna C 18 ; D: Desague; P: Polarégrafo PAR; R: Registrador XT.
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voltametria se repitié hasta obtener senales re-
producibles, generalmente después del segundo
barrido. Luego la disolucion intemna de la celda
se cambi6 por disoluciéon de anilina de concen-
tracion 100 mg/l, teniendo como solvente la
misma composiciéon del blanco y, se reallzé una
voltametria anodica en las mismas condiclones
fijadas para el blanco.

Evaluacién de la celda en condiciones
hidrodindmicas

La celda se instalé en un sistema de flujo
continuo con inyecclon (Figura 2) donde se uti-
1iz6 como eluente una disolucién de igual com-
posicion que el electrolito inerte (blanco) del
procedimiento anterior. El sistema se oper6 a un
caudal de 1.2 ml/min hasta obtener una linea
base estable a un potencial de + 400 mV vs.
Ag/Ag’". Se hicleron 10 inyecciones de 10 pl ¢/u
de disolucion de anilina de concentractéon 10
mg/l con el solvente de igual composicion que el
eluente. Posterlormente se hicleron inyecclones
manteniendo el potencial a +500, +600, +700,

NH; COOH
CHz' CH2
CH; CH,
Pk T
‘/k/ -\\) l/%'\>
/ %
HON:Z HONZ/
OH OH
(DA) (DOPAC)

+800y +900 mV a fin de obtener un voltamogra-
ma potenclostatico hidrodinamico. Se selecclo-
naron los parametros operacionales y se hicle-
ron 20 inyecclones sucesivas de disolucion de
anllina de concentracion 10 mg/1 observando la
reproducibilidad de la senal.

Evaluacién de la celda en un sistema
cromatogréfico (HPLC)

Se utilizd un equipo cromatografico com-
puesto de una bomba fsocratica (Dupont 8800),
un inyector con loop de carga de 5 pl (Rheodyne
7125), un controlador amperomeétrico (BAS LC -
4B), una estacién de datos Perkin - Elmer 3600
con impresora y la celda electroquimica como
detector. Se seleccloné la técnica de cromatogra-
fia en fase reversa en una columna con fase
estaclonaria Ci1s .

Por su Interés biologico [8-10], se seleccio-
no para su detecclon un grupo de catecolaminas:
epinefrina (E), norepinefrina (NE), dopamina
(DA) y un derivado de la misma, el acido 3-4
dihidroxifenil acético (DOPAC).
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Se prepard una solucion madre de cada
catecolamina a una concentracion 10°°M en HCI

0.5 M y cada dia de trabajo se prepararon las
correspondlentes soluciones patrén diluyendo
30 pul de NE, 40 pl de DA, 45 pl de DOPAC y 35 ul
de E, cada una hasta 10 ml en metanol-agua 7:3.

Como ensayo previo a la separacién croma-
tografica, se realizo un voltamograma hidrodina-
mico para cada solucion patron individualmente
con el detector wall-Jet acoplado al cromatdgrafo,

utilizando como fase mévil metanol-agua 7: 3y
2 g de KNOj3 por litro de solucién como electrolito
Inerte. Se establliz6 el equipo a un caudal de 1.0
ml/min y potencial de +500 mV vs. Ag/Ag" y se
inyectaron las catecolaminas en forma indivi-
dual. El procedimiento se repitié para potencia-
les entre +500 y +800 mV selecclonandose el
potencial apropiado para la detecclon cromato-
graflca.

Se preparé una mezcla de las soluciones
patron utilizando 2.5 ml de cada una para un
volumen total de 10 mil. Como fase movil para la
separacion de las catecolaminas se selecclono
una mezcla de acido monocloroacético 0.15 M,
pH 3.8, acido l-octanosulfénico 0.86 mM, EDTA
0.67 mM, 2% metanol v/v y 3% acetonitrilo v/v.
El potencial de oxldaclion fue +600 mV.

Resultados y Discusion

En condiciones estaclonarias la celda pro-
dujo voltamogramas reproducibles para la oxi-
dacion de la anllina. La Figura 3 muestra un
voltamograma tipico obtenido para la anilina con
un potencial de media onda de +500 mV, com-
parable a los valores reportados en celdas pola-
rograficas convencionales [7]. Sustrayendo Ia
corriente del blanco en el voltamograma, se ob-
tuvo analiticamente la grafica de corriente fara-
dalca vs. potencial (Figura 4), la cual indica que
a valores de potencial cercanos a +800 mV se
registro la maxima corriente faradaica, producto
de la oxidacion de la anilina en las condiciones
operaclonales establecidas.

La voltametria hidrodinamica obtenida po-
tenclostaticamente mostré un valor maximo de
corriente faradalca para un potencial de +700
mV como puede observarse en la Figura 5, sien-
do este el potencial utilizado para estudiar la
reproducibilidad de la respuesta del detector. El

Ey2 = 540 mV.

-0.2 +0.2 +0.6 +1.0 +1.4
POTENCIAL (V)vs Ag/Ag*

Figura 3. Voltamograma de la anilina
(100 mg/1) con solucion 10 M KCIO4 en
metanol/agua (4:1); 10 mV/s.

1 pA / 7/

-0.2 +0.2 +0.6 +1.0 t1.4
POTENCIAL {(V)vs Ag/Ag*

Figura 4. Corriente faradaica de la
solucion de anilina (Fig. 3) vs. Potencial
(curva continua).

ensayo de reproducibilidad (Figura 6) muestra
una corriente media de 858.5 nA con desviacion
estandar de 7.5 nA. La buena precisién de los
resultados demuestra que la superficie del elec-
trodo de trabajo no se pasivé durante la repeti-
cion de las inyeccilones de anilina. La linea base
se recupera rapidamente, lo cual indica ausen-
cla de efectos de memoria y corto tiempo de
respuesta del detector.

La voltametria potenclostitica hidrodina-
mica de catecolaminas (Figura 7) demuestra que
bajo las condiciones operacionales fijadas, el
potencial de control no es un valor critico, puede
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Figura 5. Voltametria potenciostatica
hidrodinamica de 10 pl de solucion
10 mg/1 de anilina. Electrolito inerte y
eluente (1.2 ml/min) 10%M KCIO4 en
metanol agua (4:1).
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Figura 7. Voltametria hidrodinamica de
catecolaminas (individual) en el sistema
HPLC. 1 ml/min.
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Figura 6. Ensayo de reproducibilidad de
la anilina en el sistema FIA. Inyeccion de
10 pl de solucion 10 mg/1 de anilina.
Electrolito inerte y eluente (1.2 ml/min)
similar al de la Fig. 5.

Potencial fijo: 0.700 V.

observarse un Intervalo de potencial entre +550
mV y +650 mV que no compromete la sensibili-
dad del detector para cada catecolamina. Con la
solucion de acido monocloroaceético utilizado en
la fase mévil a pH 3.8 se consiguié completa
separacion de las catecolaminas (Figura 8) con
buena resoluclon y tiempos de retencion de 2.82,
4.32, 6.73 y 9.07 min. para las catecolaminas
NE, E, DOPAC y DA respectivamente.

Conclusiones

La celda gener6 senales reproducibles tan-
to en condiciones estacionarias como en condi-
clones hidrodinamicas.

La superficle del electrodo de trabajo no se
pasivé durante la oxidaciéon de la anilina ni de
las catecolaminas,

En ningiin momento se manifestaron efec-
tos de memoria en la respuesta del sensor.

La celda electroquimica opero como detec-
tor electroquimico en la separacion de cuatro
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Figura 8. Cromatograma de catecolaminas. Fase movil: acido monocloroacético 0.15 M,
pH 3.8, acido l-octanosulfonico 0.86 mM, EDTA 0.67 mM, 2% metanol (v/v),
3% acetonitrilo (v/v). Potencial de oxidacion: +700 mV. 1 ml/min.

catecolaminas mediante HPLC con resultados
satisfactorios.
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