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SUMMARY

Separatior and fluorimetric determination of adreraline and noradrenaline. Combination
of e high-pressure liguid chromatograph with an autometic analysis system

The possibilities for & high-pressure liquid chromatographic analysis combined with auto-
matic fluorimetric detection of the catecholamines adrensline and noradrenaline are de-
scribed.

The optimal conditions are given for a fast separation by ion exchange and reversed-
phase chromatography, and for the sensitive fiuorimetric determination of adrenaline by
the trihydroxyindole technique when 2 high excess of noradrenaline is present.

EINLEITUNG

Fiir die Analyse der Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin wird vor
allem in der klinisch-chemischen Analytik die sehr empfindliche fluorimetrische
Bestimmung als Tribvdroxyindol-Derivate verwendet {siche z.B. Lit. 1). Diese
Methode hat jedoch den Nachteil, dass beide Amine nicht cohne gegenseitige
Stdrungen bestimmt werden kénnen. Diese Stdrungen wirken sich bet der Adre-
nalinbestimmung besonders dann aus, wenn Noradrenalin in einem hohen Uber-
schuss neben sehr geringen Adrenalinmengen vorliegt, wie es in biologischem
Materizt der Fali ist.

Die Bestimmung beider Amine erfolgt in der zur Zeit verbreitet angewende-
ten Routineanalytik nach der Abtrennung sus Urin oder Serum an Aluminium-
oxid ader Ionenaustauschern{l}.In den Eluaten werden Adrenalin und Nor-
adrenslin dann nebeneinander durch die Oxidation bei unterschiedlichen pH-

* Teile dieser Arheit vm:den un Rahmen eines Referates wihrend der. “K&nigstéiner Chre-
matographie-Tege fiir HPLC", 13—15. Gktober }975, vorgetragen.
- %kNsue Adresse: Gmthochmhule Sxegen. Fachbereichk 8, Adolf- Rexchweuz—Strasse 2, D-

52 Sxegen 21, B.RD.
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Werten in zwei Arbeifsgingen bestimmt.

Mit Hilfe der Hochdrueck-Fliissigkeits-Chromatographie (HPLC) solite ver-
sucht werden, nach einer vorhergehenden Trennung diese empfindliche Reak-
tion der Amine in einem automatisch-fluorimetrischen Analysensystem als
Detektor anzuwenden. Die Beseitigung der gegenseitigen Stdrungen und eine
schnellere und rationellere Methode fur die Routine sollten dadurch mdglich
werden. Erste Versuche wurden bereits von Mori [2—5] durchgefiibrt: Ana-
lysenzeiten von 20—45 min veranlassten uns jedoch, sowahl in der HPLC als
auch fiir das Rezktionssystem nach Moglichkeiten fiir eine schnellere Methode
zu suchen.

EXPERIMENTELLER TEIL

Gergte

HPLC. Hochdruckpumpe Modell 8000 A (Waters Assoc., Konigstein, B.R.
D.). Probeninjekticnssytem Model U 6 K; Zweistrahl-MehrwelleniZngen-
UV/VIS-Photometer Modell 440 (Waters); 6-Wege-Ventil als Probenaufgaben-
ventil mit 100-ul Schieife (Valco-Princip, bezogen von Dupont, Bad Nauheim,
B.R.D.).

Oxid. M. /Puffer QOS5 in
HPLC —Scule HO

- — ] :}—1
Red M. : Q040 in o1

Essigsiura | go¢gin

ns-0104-05

Cesamtschicuch | R30S0 in!

]_Flu orimeter

cs
Fumpe

Fig. 1. Fliessschema fiir das Reszktionssystem. (Einzelheiten siche Experimenteller Teil,
Geridte).

Automatisches Analysensystem. Gilson Spectro/Glo Filter Fluorimeter mit
Fluorescamin-Filtern; Durchflusskiivette, Pyrex-Glasrohr, O.B. 6 mm, [.D.
ca. 4 mm; Pumpe, Gilson Minipuls I (Gilson, Abimed, Diisseldorf, B.R.D.}.
Reaktionseinheit, (aus Hajoka-Ersatzteilen der Fa. Kleinfeld, Hannover,
B.R.D.). Mischspiralen Kat. Nr. K 105-0084 (14 Schileifen, 3.4 mm ED.} und
K 116-0104-05 (28 Schleifen, mit Anschluss in der Mitte, 2.4 mm LDP.), Zwi-
schen- und Verbindungsstiicke HO und D31, Entliifter C5, Pumpenschliuche
aus Polyithylen (L.D. (in.} siche Fig. 1), Verbindungsschlauch 1/16 in. L.D.).
Die Glasteile sind untereinander bzw. mit den Schlduchen durch Schlauch-
stiicke und “Nipples” (N5 und N6) verbunden. ‘

Chem:‘ka.’ienuné&é‘sungen" : o LT
~ Chemikelien. Adrenalin (L-Adrenalin-bi t pharm. (Serva), Heidelberg,
.-‘_>1$:R.D.); Noradrenalin {L-Noradrenalin-bitartrat pharm; Servs); Isopropyl-
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noradrenalin (DI -Isopropyi-arterengl hydrochiorid pharm; Serva).

LSdsungen: freiens Amin, 1 mg pro/mi 0.1 N Salzsaiire, Verdlinnungen 1:50;
2-Mercaptodthanol, reinst (Serva). Al Gbrigen Chemikalien mit den Reinheits-
grad “zur Analvse’ (Merck, Darmstadt, B.R.D.).

Reduktionsldsung. (zg) 5% Mercaptoithanol-Ldsung, (b) 20% Natrium-
sulfitlssung, (e} 180 N Natronlauge. Gleiche Volumina der Ldsungen a—c wer-
den gemischt.

Pufferldsungen. Falls nicht anders angegeben, ¢.5 & Borsiure-Losungen,
die mit Ameisensiure oder Natronlauge auf den entsprechenden pH-Wert ein-
gestellt werden, mit einem Gehalt von 2-107°% Kupferacetat.

Saqulenmateriglien zur HPLEC. Kationenaustauscher (Sulfonsduregruppen)
Vydac-401 SA (auf inerten Glasskugeln, TeilchengrSsse 38—44 um); Kationen-
austauscher (SulfonsZuregruppen, chemisch gebunden an Kieselgel) Nucleosil
10-SA (Teilchengrosse 10 pm); Nueleosil 10-C,s (Octadecylgruppen chemisch
gebunden an Kieseigel, Teilchengrosse 10 gum}; alle Materialien von Machery,
Nagel u. Co., Diéren, BR.D.).

Methodik

Aus der chemischen Umsetzung ergibt sich der Aufbau des Reaktionssystems
in die Teile fitir die Oxidation, Isomerisierung (Alkalisierung und Reduktion)
und Ansduerung. Das automatische Analysensystem besteht aus dem eigent-
lichen Reaktionssystem, einer Pumpe und einem Fluorimeter mit Durchfluss-
kiivette (Fig. 1).

Als innerer Standard fiir die chromatographische Trennung und fluorime-
trische Bestimmung wurde Isopropyl-noradrenalin eingesetzt, das in Urin und
Blut nicht vorhanden ist. Die Optimierung des Reaktionssystems erfolgte im
Hinblick auf folgende Anforderungen: Das in biologischen Materialien in der
niedrigsten Konzentration suftretende Adrenalin sollte am empfindlichsten be-
stimmt werden. Die Fluoreszenzintensitit sollte unter diesen Bedingungen fiir
Noradrenalin so niedrig liegen, dass bei Mengenverhdltnissen von etwa 1:5 (wie
sie z.B. in einem normalen Urin vorliegen) gleich hohe Signale erhalten werden.
Isopropyl-noradrenalin sollte ebenfalls bestimmbar sein. Untersueht und op-
timiert wurden die “chemischen’’ Einfliisse des Oxidations-pH-Wertes, der Art
des Puffers, der Konzentration katalytisch wirksamer Kupferionen, der Alkali-
tit und der Konzentration und Art des Reduktionsmittels fiir die Isomerisie-
rung, der Siurekonzentration beim Ansiuern und der “physikalische” Einfluss
der Pumpengeschwindigkeit (speed-Zah!) im System. Diese Messungen wurden
ohne Verbindung mit der HPLC-Siule durch Ansaugen wissriger Ldsungen der
Amine mit einem Probenschiauch (0.045 in [.D.,15 sec.Saugzeit) durchgefiihrt.

Aus den optimsalen Reaktionsbedingungen fiir die fluorimetrische Analyse
von Adrenalin und Noradrenalin (siche Ergebnisse und Diskussion) ergeben
sich die Anforderungen an die mobile Phase fir die HPLC: Mit einem Formiat-
puffer pH 4 wurden die Trennmdglichkeiten sowoh! durch Ionenaustausch als
auch “reversed-phase”-Chromatographie untersucht- Die Detektion erfolgte
mit einem UV-Detektor bei 280 nm.

Der kusgang de. HPLGSauIe wuzde fur die ﬂuonmetnschen Analysen mit dem
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automatischen Ansalysensystem direkt tiber eine Kapillare mit dem Verbin-
dungsstiick HO des Reaktionssystems verbunden. -

Fir die Messungen mit dem UV-Detektor erfolgte die Probenaufgabe durch
das Probeninjektionssystem. Bei der Verbindung der Hochdruckpumpe mit
dem ““Reaktionsdetektor’” wurde das 6-Wege-Ventil mit 100 uzl-Schieife einge-
setzt.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Die Oxidation der Katecholamine kann sowoh! mit Jod als auch mit Kalium-
hexacyanoferrat (Eil} (siche z.B. Lit. 6) durchgefiihrt werden. Fiir diese Metho-
den sind bereits eine Anzahl automatisch-fluorimetrischer Anatysensysteme be-
schrieben worden. Eigene Untersuchungen haben gezeigi { 7], dass im beschrie-
benen Reaktionssystem mit Kaliumhexacyanoferzat (IIl} hdhere Fluoreszen-
aucheuten als mit Jod erzielt werden. Auch fiir die Reduktion werden verschie-
dene Reduktionsmitiel angegeben, z.B. Ascorbinsiure, Natriumsulfit, Mercap-
toZthanol u.a. [6].Bei der Verwendung von Ascorbinsiure oder einem Gemisch
aus Sulfit und Mercaptodthanol werden etwa gleich grosse Fluoreszenzausheu-
ten erhalten. Wegen der grisseren Stabilitdt wurde das Gemisch aus Sulfit und
Mercaptoédthancol bevorzugi. Durch das Ansiuern nach der Isomerisierung im
Allzlischen wird die Fluoreszenzausheute nochmals erhdht [8].

Fir dieses Verfahren erfolgte eine Optimierung der Reaktionsbedingungen.
Die pH-Abhéangigkeit der Oxidation [1] bei Anwesenheit von Kupferionen und
die Abhangigkeif von der Konzentration des Oxidationsmittels (Fig. 2) ermdg-
licht die Einstellung des Systems auf gleiche Fluoreszenzintensititen fiir Adre-
nalin und Noradrenzlin bei einem Mengenverhiltnis von z.B. 1:5. Im Hinblick
auf die Auswah! der mobilen Phase fiir die HPLC wurde der Einfluss verschie-
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Fig. 2. Abhanggkexten der Fluorezenxmtensztat«w fir Adrenalin (A}, chsdtenzlm (&A)
und Isopropyl-noradrenelin (IPNA}.

(2) vom pH-Wert der Gdd&tkﬁﬂ, (b} von der Konzesntration des Oxxdatmmmx*te!s (pI-I 6} .
. Losungen der Amine (200 ng/ml) in Puffer, Probenschiauch 0.045 in. LD, Pumpeage- i
g schwmdzgkext i.8 mEhmn., Spélen zwischen den Proten uut Puffet—lnaang. )
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Fig. 3. Einfluss der Pufferionen suf die Fluoreszenzintensitiéten (0.2 5 Pufferldsungen, pki
6). Lisungen der Amine in Wasser, 0.4% K, Fe(CN), in Puffer, P = Phosphat, Ac = Ace-
tat, F = Formiat, C = Citrat, B = Borat.

dener Pufferlésungen gleichen pH-Wertes auf die Fluoreszenzausheute fiir Adre-
nalin, Noradrenalin und Isopropyl-noradrenalin untersucht. Fi, 3 zeigt die er-
hebliche Verringerung der Flugreszenzintensitit fiir Adrenalin in anzieren Puf-
fern als Borat.

In der Tabelle I sind die bisher heschriebenen HPLC-Trennungen fiir die
Katecholamine zusammengestellt: Fir die Trennung an [onensustauschern
wurden vor allem Phosphatpuffer verwendet, die jedoch fiir anschliessende flu-
orimetrische Bestimmung wegen der Verringerung an Fluoreszenzausbeute
wenig geeignet sind.

Mit Borstpuffern konnten jedoch an Ionenaustauschern wie Vydac 401 SA
und Nucleosil 10 SA keine Trennungen erzielt werden vermutlich wegen der
komplexierenden Wirkung der Borationen. Ameicensiure- und Formiatpuffer-
Ldsungen erwiesen sich dagegen als geeignete mobile Phasen (optimale HPLC-
Bedingungen siehe Fig. 4 und 5). Die Trennung ist sowohl mit Ionenaustau-
schern als auch mit der ‘“‘reversed-phase”-Chromatographie moglich. Die giins-
tigste und schnellste Trennung zwischen Adrenalin und Noradrenalin wird mit
der “reversed-phase”-Chromatoagraphie erziglt {(Fig. 6}.

Fiir die Verbindung der HPLC mit der fluorimetrischen Detektion in einem
automatischen Analysensystem ergibt sich die Frage nach der Verringerung der
Auflésung (R} durch das Reaktionssystem. Die direkte Verbindung einer chro-
matographischen Sule mit einem chemischen Reaktionssystem fir die photo-
metrische Bestimmung ist bereits beschriebenr worden [16,17].

Durch die Segmentierung des Filiissigkeitsstroms mit Luftblasen {(AutoAna-
Iyzer-Prinzip der Fa. Technicon} wird eine {iberméssige Diffusion und damit
Verbreiterung der Banden verhindert. Die Verinderungen in der Auflésung
durch das nachgeschaltete Reaktionssystem zeigen die Fig. 4—6 fiir die ver-
schiedenen Trennmoglichkeiten.

" Verdndert man die Pumpengemhwmdzg&ext und damit die lineare Geschwin-
digkeit im Analysensystem, so wird eine Abhingigkeit der Auflésung von der
Durchﬂussgwchwmdxgkext erkennbax {Beispiel Fig. 7). Bai hohen Geschwin-
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digkeiten ist der Verlust an AuflSsung am gerinsten. Die Erhéhung der Durch-
flussgeschwindigkeit hat jedoch gleichzeilig einen Einfluss auf die Umsetzung
der Katechalamine. :

Mit ErhOhung der Pumpengeschwindigkeit werden (chne Verbindung zur
HPLC—S3&ule) bei gleichbleibender Saugzeit steigende Volumina an Katechol-
amin-Ldsungen in das System aufgenommen. Wie Fig. 8 zeigt, erniedrigt sich
jedoch die Fluoreszenzausbeute fiir Noradrenalin und Isopropyl-noradrenalin
mit steigender speed-Zahl, fiir Adrenalin steigt sie dagegen linear an. Die Re-
aktionszeiten sind demnach fiir Noradrenilin und Isopropylnoradrenalin zu
gering. ‘

Bie besonderen Vorteile einer Verbindung von HPLC mit einem automa-
tisch-fluorimetrischen Analysensystem liegen in der schnellen, getrennten und
empfindlichen Bestimmung von Adrenalin und Noradrenalin. Trotz einer Ver-
ringerung der AuflGsung ist eine quantitative Analyse beider Amine auch bei
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Fig. 4. HPLC-Trennung von Adrenzlir (4) und Noradrenzlin (NA), Ionenaustausch (IPNA =
Isopropyl-noradrenalin}. Sfule, 506 X 2.1 mm E.I.; Packungsmaterial; Yydac 481-S4&, Trok-
ken gepackt; Mokile Phase, 0.5 & AmeisensZure: Durchfluss; 0.6 m!/min; Bruck, 35 bar;
Tempersgtur, 22°; Dosiecvolumen 100 il (100 ng A, 590 ng NA, 500 ng IPNA fur ).

{E) UV-Datektor: 280 nm; (II)} automatisches Analvsensystem: Fiuorimetar 1/100 der maxi-
maler Empfindlichkeit; Pumpe, sneed (7.2 mb/min}); 0.1% K; Fe{CN), —2-10°% Cu-Ace-
tat—0Q.5 & Formimat—Q.2 &f Borat-Puffer (pH £)}—6 N Essigsdure.

Fig. 5. HPLC-Trennung von Adrenalin (A) und Noradrenatin (NA}, [onenaustausch (IPNA =
Isopropyi-noradrenslin). SEule, Fertizgsfule (MMacherey, Nagel & Co), 30¢ X 4 mm ED;
Pzckungematerisl: Nucleosil 10-SA: mobile Phasa: TAf Natriumformiat-Puffer pH 4; Durch-
flussrate, 1.8 mi/min; Druck, 140 bar; Temperatur, 22%; Dosiervolumen, 100 1 ( = 200 ng
A, 500 ng N2, 200 ng IPNA fUr Iy, o S )
(I} UV-Detektor: 280 nm, (I} zutomstisches Anslysensystem: Fluorimeter 1/106 dor maxi-
males Empfindiickkeit, Pumpe; speed (3.6 ml/min}; 0.04% K; Fe(CN), —0.2 X Boratpuffer
(pH £)~2-107%% Cu-Acetat—6 N Esi@iuze. Y



