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Separation ami fiuorimetrk determination of adrenaiine and noradrena!ine. Combinatiorr 
of 4 high-pressure liqtiid chomatograpb with an automatic analysis system 

The possiiilities for s high-preswre liquid chromatographic an&&s combined with auto- 
matic fiuorimetric detection of the catecholamines odrenzdine and norsdtenaline are de- 
sctibed. 

The optimal conditions are given for e fast herzara~ion by ion erchznge and reversed- 
pksse chromatography. md for the sensitive fiuorimetric determination of adrenaline by 
the trihydroxyindole technique when a high excess of norrtdrenaline is present. 

- 

EINLEFFUNG 

Fair die Am&se der Kdechotamine Adrendin und Norzdrenalin wird vor 
&em in der klinisch-ckmisciren Am&t& die sehr empfindli&e fiuorimetriwhe 
Bestimmrang als Trihydmsyindof-Deriv&e vemendet &i&e 2-B. Lit. I]. Diese 
iMethude h2t jedoch den NaMeit, dixss beide Amine nicht ohm gfzgens-eitige 
St6rungen be&immt werden k&men. Diese SGntngen w&ken sich bei der Adre- 
naEinbesti.mmu~ besanders dann &us, aenn Nctradren&n in einem hohen &er- 
sctu.m neben s&r geringen A&eengen vortiegt, wie es in biologischem 
M&er&3 der Fall ti. 



W&n in zwei Arbe%sg%gen bestkimmt. 
&fit Kil.fe der Hoehdruck-FlGssigkei6s-Chromatographie (HPLC) so!lte WX- 

sucht we&en, nzh einer vorhergehenden Trennung &se empfindliehe Reak- 
tion der Amine in einem aufmmatisch-fluorimetrischen Analysensystem als 
Detektor anzuwenden. Die Beseitigung der gegenseitigen St%wzgen tmd eine 
schne&re uad rationellere Methode l2.r die Routine sol&en dadurch m&&h 
werden. E&e Versxche vmrden ‘bereits van Mori fZ--5I durchgeftihrt: Ana- 
Igsenzeitm van 2Q-45 min Vera&a&en uns jedoch, sow&l in der KPIX: als 
such Gir das Reaktionssystem nach Mijglichkeiten fii- eine schnePlere Methode 
zu suchen. 

EXPERIMENTELLZR ‘FEZ, 

GerEte 
HPLC. Hochdruckpumpe Modell 6000 A (Waters Assoc., KSnigstein, RR. 

D.). Probeninjektionssyt ModelI U 6 K; Zwelstr~r-~e~re~~gen- 
UV/VIS-Photometer Mod& &IO (Waters); 6-Wege-Ventil ahs frobenaufgaben- 
ve&l tit IOQ-~1 S.chleife (V&x-Frincip, bezogen von Dupont, Bad Mauheim, 
B.R.D.). 

Fig. 1. Fiie.sskema fiir d& Rezkktionssystem. fEinzelkeiten &he Experhenbeller ‘Fe& 
GerZte). 

A~~onadisckes Amdysmsysfem. Gilson Spectro/Glo Filter Fluorheter mit 
Fluoresc&n-Filtrn; Durchfhmkii-jette, 6 mm, LD. 
cat mm; Pumpe, G&on Minipds fp (Gilson, Abimed, DGs4dorf. B.R.D.). 
Retiionseinheit, (a~ Kajoka-Ers&zte&~ deer Fa ELleinfeZd, Mover, 
B.X.D.). &GchspiraJen Rat. Nr. K PC&0084 (IS Schieifen, 3.4 nxxx P.D.) und 
IC 116-0104-05 (28 S&IeEen, tit JIBS&&S in der Mitte, 2.4 mm I.D.), Zwi- 
when- und VerbindwssfScke HO und DB, Entiiff&r C5, PumpenscWche 
aus PolySthylen (I.D. (in.) siehe Fig. I), Verbindmgsxfrfauch 1/X6 in, LD_). 
Die Glasteile sind untmeinander bzw. mit den Schl&chen dwxh Schlach- 
sticke und “Nipples” (El.5 und M6) verbunden. 
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noradrenalin (DE-IsopropyEartereno~ hydrocMorid pha-rn; Se-). 
Lijsungen: freiens Amin, 1 mg pro/& 0.1 NSW&, VerdGrmungen 1:5Q; 

Z-Merapt&thz.noT, reirnst (Serva). AIE ilbrigeeim Chemikalien mit den Retieits- 
grad “zur Analyse” (Merck, Damstadt, B.R.D.). 

Redukfims!&mg. (a) 5% Mercaptoiithurol-Lijsung, (b) 20% Natrium- 
sulfit.Kkung, (c) IO M Nati&auge. GIekhe VoIumirm der Liisungen a-c wer- 
dengemischt. 

FufferEamgen. Falls nicht mders angegeben, 8.5 M BorsZ~LGungen, 
die mit Ameisetiure ader Natronlauge auf den entssrechenden pH-Wert ein- 
gest-ellt werden, tit einem Gehalt von 2*LO’3% Kupferacetat. 

SS&mmzferiir~bn zur EfpLC. Kationenaustauscher (Srrlfonsiiuregruppen) 
Vydac-401 SA (auf tierten Gfasskugeh,Teilchengriisse 30-44pm); Kationen- 
austascher (Sulfonsiiuregrupper, chenisch gebunden an Kieselgeef) Nudeosil 
IO-SA (Teilchengrasse 10 pm); Nucleosil 10-C 1s (Octadecylgruppen chemisch 
gebunden BR Kieselgel, TellchengH%se 10 gm); t&e Mat&alien van Mach-, 
&gel u. Co., Df&en, B.R.D.). 

Mefkodik 
Arr~ der chemkchen Umsetiung e_&bt sich der A&bat des Reaktionssystems 

in die TeiEe fiir die Oxidatiorn, Isomerisierung (Alkalisierung und R.&&ion) 
und AnsZuerung. Das automtische AnaIysensystem besteht aus dem eigent- 
lichen Reaktionssystem, einer Pumpe und einem Fluorimeter tit Durehfiuss- 
hzvette (Fig. I.). 

Als innerer Standard iXr die chromatogmphische Rennung und fluorime- 
trische Bestimnnung made Isopropyl-norabrenalin eingesetzt, das in Urin und 
Bbut nicht vorfimden ist. Die Optimierung des Rez.ktionssystems erfolgte im 
%nbkk auf folgende Anforderungen: Das in biologischen Materialien in der 
niedrigstera Konzentr&lora auftretende Adrenalin sol&-e am empfindlichsten be- 
sG.mmt werden. Die FluoreszenzinknsitGit sol&e unter diesen Bedingungen fiir 
NoradrenAin so niedrig liegen, dass bei MengenverhZk&issen VOR etwa I:5 (wie 
sic z.B. in e&em normalen Urin vorliegen) gfeieh hohe Signale erh&en werden. 
IsopropyLnoradrenalindrenalin sol&e ebenf&s bestimmbar sein. Untersucht und op- 
timiert wurden die ‘Lcher&chen” Einfliisse des Oxid&ious-PEE-We&es, der Art 
des Puffers, dm Konzentration katiytisch wirksamer Kupferionen, der Alkali- 
t& und der Konzentration und Art des ReduktionsmitfxIs fiir die Isomerisie- 
mug, der S&rekonzentr&ion beim A&&em und der “physikalische” Etiuss 
der Fumpengesch&ndigkeit (speed-Z&l) im System. Diese Messungen wurden 
ohne Verbindung tit der HPLC-Siiule durch Ansaugen wibsriger Lijsungen der 
Amine tit einem Frobenscblauch (0.045 in I.D.,15 sec.Saugzeit) durchgeefiihrt. 

Aus den optimalerr Reakticms~gen fiir die fhmrimetrische knalyse 
YOU AWnaEin an& Noradrenalin (siehe Ergebnisse uud Diskussion) ergeben 
si& die hfordemngen an die mobile Phase ff3r die l3PI.C: Mit einem Formi& 
puffer pR 4 wrtrden die ‘EennnG&&kei~ s~wohl d-h Eonmrrstiusch als 
au& c~ve~d-pha&‘-Chrom&ogrq?hie u&ersucht_ Die Def.etion erfOhZb.2 
rnit e&em UV-Detektor bei 280 TLPP. 
D,,, Amg der wM;Ts&& WiIpde fiie die fltaorimetrischen Andy- mit dem 



ERGEBhTSSR UMS ZXSEGJSSKM 

Die &&&&on der Eatechoiamine karm SQWCM nit Jod As ash mit K&K~- 
hexacyanoferrat (ID) (&he zB. Lit. 6) durchgeft2u-t werden. Fiir diese Methe 
den sin& bereits eiue An.&2 eutomatisch-fluorhxetrischer Analysensystenxe be- 
schrieben mxden. Eigene Untersuehtmgen haben gezeigt [71, das.s im beschrie- 
benen Ret&tionssy&m tit K&wnhexacyanoferr& (IR) hijhere Ruoreszen- 
au&e&en aJs mif; Jod erziel~ we-den. Auch fiIr die Reduktion WeEden verschie- 
dene Beduktionsmfttel mgegeben, 223. AsfmrbirGure, l&&r&m&fit, Memzp- 
t&than01 u.a_ [6f. Bei der Verwendrmg van AscorbinsGre oder einem Gem&& 

aus S&it und Mereapt&%ham~ werden efma gleich gmsse FIuoreszenzausbeu- 
ten erhalten, ‘Wegen der gr&xeren Stabi&% -de das Gemisch aus St.&Tit und 
MercaptcGthanal bevcmxq$. Dw.rch das Anstiuern nach der Isomerisiermg im 
Allkzlischen wird die Fiuoreszenzausbeute nochm& erhGht ES]. 

l?Gr diesa Verfehren erf+$e eine Optimi~ der Rf3&tionsbedirqungen. 
Die pH-AbhZngiikeit der Oxidation Elf bd Anwesenheit van Kupferimen und 
9 AbhZngigkeit VOP der Konzentration des Oxidationsmitt& (Fig. 2) ermijg- 
hcht die EinsteEung des Systems ati gleiche Fhmresze~~~mi~te~ fiir Adre- 
nalin und Nozadrenalin bei einem MengenverhZEnis van z.B. 1:5. Im Hi&hick 
ati die AuswebJ der mobilen Phase fiir die HPLC wurde der Eitiuss verschie- 
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Fig. 3. Einflrrss der Fufferionen mf die Fiuoreszenzintensit&en (0.2 .& l?uffd&sungen, pH 
6). IEsungen der Amine in Wasser, 0.4% K, Fe(CN), in Puffer, P = Pkwpk&, AC = Ace- 
tat, F = Farmi~t, C = Citmt. $ = Barat. 

dener PufferlSwngen gleichen pH-We&s auf die FEuoreszenzausbet fGr A&e- 
m&n, Noradrenalin und Isopropyl-nozadrenalin un~rsucht. Fig. 3 zeig$ die er- 
hebliche Verringemng der FhzoreszenzintensitZt flir Adrenalin in anderen Puf- 
fern& Barat. 

In tier TabePe 1 sind die bisker heschriebenen HPLC-Trennungen fi& die 
Kateckohmine 212 sammengestefit: fir die Trennrmg an HonenausfXWChCTR 
vmrdern VQF tiem Pkospkatpuffer vemendet, die jedock EF ans&J.iessende -flu- 
orimetrische Bestimmung wegen der Verringemng an Fl~oreszenzausbeute 
wenig geeignet sin& 

Mit Boratpuffem konnten jedock an Ioonenaustiwchern wie Vydac 401 SA 
und Ntzckosil IO §A keine Remugen erziek werden vemutiick wegen der 
komplesierenden u’irkurig tier Borationen, AmeisensSre- und Formiatpuffer- 
Lijsungeen erwiesen sich dagegen als geeignete mobile Pkasen (opthale EEPLC- 

Bwgen sieke Fig. 4 und 5). Die Trennucg ist sowoki mit fonenaustau- 
scherm als suck tit der “~ve~-pkase”-~~a~o~phie mijglich. Die gCm- 
tigste und sckneU.ste Trenmmg zwiscken Adrenalin u.nd Non&en&n wird mit 
tier “reversedphar;e”-Chmna~aphie erzie& (Fig. S)_ 

Fair die VerbincEung der HPLC Ir;it der fhsorimetrischen De&k&ion in einem 
arztan.atischen Anaiy~nsystem ergibt sich die R-age aach tier Veeemng der 
AtrGijsrtng (It) dwch &IS ReaI&ionsq%Wn. I)ie dire& Verhindung einer chro- 
matograpkischen S&&z mit einem ckemisckez E&&tionssystem filr die phofm- 
metriscke l3e&immrtng is5 bereits beschrieben v~orden [16,X?]. 

Durck die Segmentierung des lXssigkei~~roms mit Luftbken (AutiA.nii- 
Eyzer-Primip der Fa_ ‘seclzrricorr) wird eine i&&Gsige Diffusion und damit 
Verbreitim der Banden verhindeti. Die Veriindenmgen in der AufEsung 
&IS& das xxzx&g&ai&ti E~onssystem zeigen die Fig. 4-6 fGr die ver- 
sckiedenen Tranmiiglickkeifen. 
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digkeiten i& der Verhst an Auf&ung am gerinsteen. Die Erh6kmg der Dupck- 
fkxssgesckwindigkeit hat &dock gleickzeitig e&n Eiafhss auf die Umsetmng 
der &HC.efzhalamine. 

P&t ErGhung der PsmpengesckwiMigkeit we&en (okne Verbindung mm 
EIPLeSZule) bei #eickbEeibender Szugzeit steigende Vofiunina m Kateckol- 
amin-Gsungen in das System m!&enommen. Wie Fig. 8 zeigt, emiedrigt sick 
jedock die Fhxeszenzauskeute fi& Noradrendin md Isopmpyl-noradrendin 
tit .&&gender sgteed-Zahl, fi3r Adrenalin steigt sie dagegen Iinear zm. Die Re- 
aktionszeitetz sind demmck fiir MoradremSin und hpropyfnoradrendin zu 

gering. 
Die besonderen Vorteile eirxer Verbindmg won HPLC unit einem automa- 

tizek-fhorimetriscken A.mlysensyst.em Kegen in der sckneJ.h, getremten und 
empfindlicken Bestirmnung von Adrenalin urxd Noradrenafin. Trotz elder Ver- 
rhgemng der Aufhung ist eine quantitative Analyse beider Amine suck bei 


