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ABSTRACT

This work presents advances in the development of a capillary electrophoresis method with UV detection (CE-
DAD) for the identification and quantification of neurotransmitters in brain tissues from rats, fish, and insects of
the Rhodnius genus [/, The detection of these compounds in such matrices is typically challenged by the low-
sensitivity limits and high complexity of the matrix /34, Capillary Electrophoresis coupled to Diode Array
Detection with extended light path represents an attractive alternative for such analytes, considering their
chemical structure and low availability /7.

The analytical method was developed through a systematic evaluation of different background electrolytes
(phosphates, tris, acetates) and instrumental parameters such as voltage, temperature, and capillary type. The final
methodology employs a 25 mM phosphate buffer (H;POs/NaH-PO4) at pH 2.5, with a running temperature of
30°C, a positive voltage of 25kV, and an extended light path capillary (56 cm effective length). This
configuration enables efficient and reproducible separation and identification of compounds such as dopamine,
tyrosine, and tryptophan in under 20 minutes. The possibility of including other neurotransmitters in the analysis
is currently under investigation. Calibration curves were constructed for the available standards with good
linearity, reaching detection and quantification limits of 100 ppb and 500 ppb of dopamine.

Regarding sample preparation, different extraction methods were tested (bead-assisted vortexing, ultrasound, and
cryomaceration) using 0.1% formic acid. Although polar metabolites were successfully recovered, the significant
presence of interfering compounds highlighted the need for more rigorous preparation and clean-up. Protocols
like protein precipitation with acetonitrile and solid-phase extraction (SPE) were evaluated to remove unwanted
compounds such as proteins, lipids, and degradation products commonly present in the final electropherogram.
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This method represents a relevant technical advance; if fully developed, it would enable the identification and
future quantification of neurotransmitters in complex biological matrices through an accessible, efficient
technique with low instrumental requirements, without any derivatization process included.
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RESUMEN

Este trabajo presenta avances en el desarrollo de un método de electroforesis capilar con deteccion UV (CE-DAD)
para la identificacion y cuantificacién de neurotransmisores en tejidos cerebrales de ratas, peces e insectos del
género Rhodnius ["?/. La deteccion de estos compuestos en dichas matrices suele ser un desafio debido a los bajos
niveles de concentracion y a la alta complejidad de la muestra 5%/, La electroforesis capilar acoplada a deteccion
por arreglo de diodos (DAD) con capilar de trayectoria dptica extendida representa una alternativa atractiva para
este tipo de analitos, considerando su estructura quimica y la limitada disponibilidad /.

El método analitico se desarrolldo mediante una evaluacion sistematica de distintos electrolitos de fondo (fosfatos,
tris, acetatos) y parametros instrumentales como voltaje, temperatura y tipo de capilar. La metodologia final utiliza
un buffer de fosfato (H:PO4+/NaH2PO4) a 25 mM y pH 2.5, una temperatura de corrida de 30 °C, un voltaje positivo
de 25 kV, y un capilar de trayectoria Optica extendida (56 cm de longitud efectiva). Esta configuracion permite la
separacion e identificacion eficiente y reproducible de compuestos como dopamina, tirosina y triptéfano en menos
de 20 minutos. La posibilidad de incluir otros neurotransmisores en el analisis se encuentra actualmente en
evaluacion. Para los estandares disponibles, se construyeron curvas de calibracion con buena linealidad,
alcanzando limites de deteccion y cuantificacion de 100 ppb y 500 ppb para la dopamina, respectivamente.

En cuanto a la preparacion de muestras, se ensayaron diferentes métodos de extraccion (vortex con perlas,
ultrasonido y criomaceracion), utilizando acido formico al 0.1%. Aunque se logrd recuperar metabolitos polares,
la presencia significativa de compuestos interferentes evidencio la necesidad de una preparacion y limpieza mas
rigurosas. Se evaluaron protocolos como la precipitacion de proteinas con acetonitrilo y la extraccion en fase
solida (SPE) para eliminar compuestos no deseados como proteinas, lipidos y productos de degradacion presentes
comunmente en el electroferograma final.

Este método representa un avance técnico relevante; de consolidarse, permitiria la identificacion y futura
cuantificacion de neurotransmisores en matrices biologicas complejas mediante una técnica accesible, eficiente y
con bajos requerimientos instrumentales, sin necesidad de procesos de derivatizacion.
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