eman ta zabal zazu °.® °®. °

. ZTF-FCT

°
¥ XX

o
..:.!:..-..'. .
AN ! '.'.: Zientzia eta Teknologia Fakultatea
";'.'n .o.oo. Facultad de Ciencia y Tecnologia
s . ; ®eo0,40% 80
Universidad  Euskal Herriko SoTontel”

del Pais Vasco Unibertsitatea

Trabajo Fin de Grado/Gradu Amaierako Lana
Grado en Quimica/Kimikako Gradua

Anadlisis de anfetaminas

Egilea/Autor:

Susana Retes
Zuzendaria/Director/a:

Rosa M. Alonso

Julio 2014

Leioa, 2014ko ekainaren 24a /Leioad, 24 de junio de 2014



eman ta zabal zazu

ZTF-FCT

Zientzia eta Teknologia Fakultatea
Facultad de Ciencia y Tecnologia

Universidad Euskal Herriko
del Pais Vasco Unibertsitatea



eman ta zabal zazu

° .”l., °

020 S0 22
n.'.ta....'-:;: ZTF_FCT
ode o%°  Zientzia eta Teknologia Fakultatea
..oo.x oo Facultad de Ciencia v Tecnologi
»°, o0 0 acultad de Ciencia y Tecnologia
®ese °ge ®

0e0% 8,
Universidad  Euskal Herriko XL A
del Pais Vasco Unibertsitatea

TRABAJO FIN DE GRADO
GRADO EN QUIMICA

ANALISIS DE ANFETAMINAS

MEMORIA PRESENTADO POR SUSANA RETES

FECHA DE MATRICULACION Y DEFENSA: JUNIO-JULIO 2014
DIRECTORA: ROSA M. ALONSO

DEPARTAMENTO: QUIMICA ANALITICA



eman ta zabal zazu

ZTF-FCT

Zientzia eta Teknologia Fakultatea
Facultad de Ciencia y Tecnologia

Universidad Euskal Herriko
del Pais Vasco Unibertsitatea



eman ta zabal zazu [

(]
.:.!:..-.....;.
° o,
AN '.".’ Zientzia eta Teknologia Fakultatea
.'x ! Q
'o::. ® soe  Facultad de Ciencia y Tecnologia
L (J o 9 ®
o L]

Universidad
del Pais Vasco

ZTF-FCT

Euskal Herriko eoides
Unibertsitatea

LISTA DE ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

AP: anfetamina

APdS5: anfetamina deuterada

CAPV: Comunidad Autébnoma del Pais Vasco

ELISA: Enzyme Linked Immunosorbent Assay

FI: detector de fluorescencia

GC: cromatografia gaseosa

GC-MS: cromatografia gaseosa acoplada a masas
GC-MS/MS: cromatografia gaseosa acoplada a masas en tdndem
HPLC: cromatografia de liquidos de alta presion

LC: cromatografia de liquidos

LC-MS: cromatografia liquida-espectrometria de masas
LC-MS/MS: cromatografia liguida acoplada a masas en tdndem
LOD: limite de deteccidn

LOQ: limite de cuantificaciéon

MA: metanfetamina

MDA: 3,4-metildioxianfetamina

MDEA: 3,4-metildioxietilanfetamina

MDMA: 3,4-metildioximetanfetamina

MS: detector de masas

MS-MS: detector de masas en tdndem

m/z: relacion masa/carga

RSD: desviacion estandar relativa

So.0: desviacion estandar de la ordenada en el origen



eman ta zabal zazu

. ZTF-FCT
AN %" Zientzia eta Teknologia Fakultatea
00 o ..F‘|ddC"T‘I'
~° x oo Facultad de Ciencia y Tecnologia
%o :

Universidad  Euskal Herriko X O
del Pais Vasco Unibertsitatea

S: desviacion estandar
SCAN: modo de adquisicidon que consiste en barridos entre dos masas
SIM: Monitorizacion Selectiva de lones

TOF: detector de tiempo de vuelo

X - valor medio

Yo.o: Valor de la ordenada en el origen
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1. INTRODUCCION

Las drogas y su entorno constituyen uno de los principales problemas
a los que se enfrenta la sociedad moderna. Las drogas podrian
definirse como sustancias que producen bienestar, estupor o euforia y
que normalmente originan dependencia, con los consiguientes

cambios en el comportamiento.!

En la década de 1975 a 1985 |la problemdtica asociada al consumo
de drogas de abuso se propaga de forma notable en el mundo
occidental, y ya entonces se generan en diferentes paises comisiones
interministeriales para estudiar este fema fras la toma de conciencia
de las autoridades. Del mismo modo, surgen las llamadas
organizaciones no gubernamentales, centradas en la asistencia a los
drogodependientes, y los llamados Programas Libres de Drogas. Pero
ha sido en la Ultima década cuando, impactados por el golpe que
supuso el SIDA vy la mayoria de las enfermedades asociadas al
consumo de drogas, se han considerado, como el atentado mas
grave confra la salud publica que la Humanidad ha experimentado
en los Ultimos tiempos, siendo precisa la elaboracion de forma integral

de modelos de acercamiento a la asistencia del drogodependiente.2

Los efectos de las drogas de abuso dependen en primer lugar de las
caracteristicas farmacoldgicas infrinsecas de cada droga en
particular, pero varia en gran medida con el ambiente que rodea al
consumo vy el perfil de cada individuo. Los factores genéticos son
determinantes en la existencia de una vulnerabilidad muy
heterogénea ante los efectos de las drogas; algunos autores llegan a
estimar hasta un 50 % la conftribucidon de la herencia al riesgo de
padecer un trastorno adictivo. Por ofra parte, los consumidores de

drogas utilizan normalmente varias sustancias psicofropas al mismo
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tiempo y con mucha frecuencia padecen de forma simultnea otra

enfermedad psiquidtrica.3

Las drogas se suelen clasificar en funcidon de sus efectos, como
estimulantes, depresoras, narcéticas y alucindgenas.4 En este trabajo
se han estudiado drogas de tipo anfetaminico pertenecientes al

grupo de los estimulantes.
1.1 ANFETAMINAS

La anfetamina, 1-fenilpropan-2-amina, es un compuesto quimico con
una estructura similar a la del alcaloide vegetal efedrina, sustrato
utilizado inicialmente como reactivo para la obtencion de este nuevo
compuesto. Al igual que la efedring, la anfetamina es un agente que
imita la accién de la hormona adrenalina (andlogo adrenérgico) y
activa el sistema nervioso simpdtico, es decir, se trata de una amina

simpaticomimética.4

La anfetamina tiene diversos andlogos, y todos ellos poseen una
estructura quimica similar, cuya base es la fenilisopropilamina con
modificaciones esfructurales.4 En la Figura 1 se muestran las

anfetaminas mds consumidas, asi como la efedrina.
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Figura 1. Estructura quimica de la anfetamina, algunos de sus

andlogos vy la efedrina.

Las anfetaminas que se estudiardn en este frabajo son la anfetamina
(AP), Metanfetamina (MA), 3,4-metilendioxianfetamina (MDA) y 3,4-
metilendioximetanfetamina (MDMA). La anfetamina deuterada
(APgs) se utilizard como estandar interno en el desarrollo del método

cromatogrdfico.

La anfetamina fue sintetizada por primera vez en 1887 por el quimico
rumano L. Edeleano, pero su actividad psicoestimulante no fue
identificada hasta 1927. Se infrodujo como fadrmaco terapéutico en
1930, principalmente, como descongestionante nasal y para
conftrarrestar los efectos de los sedantes. Durante la Segunda Guerra
Mundial las anfetaminas se administraron de forma indiscriminada a
los soldados de varios ejércitos para aumentar la alerta y la

agresividad y para disminuir el cansancio. También se administraban
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a trabajadores de las fabricas de apoyo al ejército, con el fin de que

realizaran los trabajos mds mondtonos.S

En la actualidad, su uso terapéutico estd muy restringido. Sin
embargo, en la década de los 60 y 70, existian muchos preparados
farmacéuticos que, pese a necesitar receta médica, se podian
conseguir con facilidad. Este hecho condujo a situaciones de
dependencia en enfermos que abusaban de estas sustancias al
consumirlas como anorexigenos (pildoras para adelgazar), como
estimulantes de la atencidn y memoria (para exdmenes), o para
paliar los efectos del esfuerzo (sustancias dopantes en el deporte).é En
definitiva, las anfetaminas son sustancias que se han ufilizado en
diferentes contextos y situaciones que van desde el dmbito

farmacolégico hasta un uso puramente recreativo.

Este tipo de sustancias son adictivas, y por tanto llevan a un uso
compulsivo de las mismas. La tolerancia se desarrolla de forma
rapida, de manera que los consumidores necesitan dosis mayores
para mantener los efectos positivos y euforizantes de la droga.
Cuando se detiene el consumo, la persona suele experimentar un
sindrome de abstinencia que se caracteriza por un aumento de la
tendencia a dormirse y un incremento del apetito. También se debe
mencionar que no existe una clara dependencia fisica, pero si una
caida en picado después de la excitacion, a la que se denomina

depresion de rebote.”

Las anfetaminas actuan liberando catecolaminas (noradrenalina vy
dopamina), que son aminohormonas, que cumplen funciones de
neurofransmisores en el sistema nervioso central. En la actualidad se
utilizan en algunas ocasiones como farmacos, para el fratamiento de
la congestion nasal y del asma, para el aumento de la estimulacion

del sistema nervioso central (como el tratamiento de la narcolepsia),
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para incrementar el rendimiento fisico e intelectual y en el

tratamiento de la hiperactividad (hace que la atencion aumente).¢

Los efectos que producen estos compuestos son excitacion, euforia,
reduccion de la sensacidon de cansancio y sueno, aumento de la
capacidad de frabajo y atenciéon y disminucion del apefito. En caso
de sobredosis se produce una intoxicacion aguda, aparece
tumefaccion facial, palpitaciones, cefaleas y arritmias cardiacas

entre otros sinfomas.é

Hoy en dia se consumen en mayor medida como drogas de abuso y
se podrian clasificar en tres grupos. El primero, donde la ingesta tiene
lugar de forma ocasional, con la finalidad de mejorar el rendimiento
fisico (dopaje), evitar el cansancio y el sueno (conductores y pilotos),
o aumentar la actividad (estudiantes, arfistas). El  segundo,
corresponderia al grupo de consumidores habituales, quienes buscan
euforia, bienestar, actividad, placer sexual, fuerza y estimulaciéon y se
consumen normalmente durante la noche. Y por Ultimo, el tercero se
emplea de forma terapéutica, pero sin confrol médico, por las

razones anteriormente indicadas.é

El consumo de estas drogas estimulantes no es semejante en todo el
mundo. En la Figura 2 se puede observar la diferencia de consumo en
los diferentes continentes. En la Tabla 1 se muestra el niUmero de
consumidores por continente durante el ano 2013, asi como el
porcentaje que supone esos consumidores frente a la poblacion de

cada lugar.8
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Figura 2. Consumo de anfetaminas en los diferentes continentes en el

ano 2013.

Tabla 1. Consumo mundial de anfetaminas durante el ano 2013.

Ly NUmero de % de

Region . .
consumidores consumidores

Africa 5130 0,9

Africa del norte 780 0,6

Africa del sur 400 0,7

América 5930 1,0

Caribe 210 0,8

América cenfral 330 1.3

Norteamérica 3990 1,3

Suramérica 1400 0,5

Asia 19130 0,7

Este/Sureste asidtico 8740 0,6

Este cercano y medio 420 0,2

Europa 3050 0,5

Este/Sureste de Europa 870 0,4

Oeste/Centro de Europa 2180 0,7

Oceania 510 2,1

ESTIMACION GLOBAL 33750 0,7

En lo relativo al consumo de estas drogas en la Comunidad

Autonoma del Pais Vasco (CAPV), lugar donde se tomaron las
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muestras a analizar, es superior al de Espana, Figura 3, pero en los

Ultimos anos ha disminuido notablemente.?

Consumo de anfetaminas
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Figura 3. Evolucion del consumo de anfetaminas en Espana y la
CAPV.

El andlisis de las anfetaminas se lleva a cabo principalmente, en el
campo del andlisis forense y en el dopaje deportivo (Grupo Sé.
Estimulantes, dentro de Sustancias y Métodos Prohibidos en
competiciéon, BOE n°312/30 de diciembre 2013). Su ingesta se verifica
mediante la deteccion de la droga o alguno de sus metabolitos con

ayuda de diferentes metodologias analiticas y en diferentes matrices.

En este trabajo nos centraremos en el andlisis de anfetaminas en el

campo forense.
1.1.1 Andlisis de anfetaminas en matrices biolégicas

La identificacion de las anfetaminas puede realizarse en diferentes
matrices siendo las mdas empleadas la sangre (plasmal), la orina y el
pelo. El contenido de droga en cada una de ellas dependerd de la
forma de ingestion, siendo mayor en el caso de inyectarse por via

infravenosa, menor en administracion oral e intermedia si se inhala.10

ZTF-FCT

Zientzia eta Teknologia Fakultatea
Facultad de Ciencia y Tecnologia
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- Sangre

Las anfetaminas son absorbidas por la sangre, por lo que se puede
utilizar este fluido para detectarlas.’’ El andilisis de las anfetaminas se
lleva a cabo en plasma, liquido claro y ligeramente amarillento que
se obtiene después de sedimentar, mediante centrifugacion
generalmente, los elementos formes de la sangre no coagulada,

como se muestra en la Figura 4.12

Retiro de sangre
= Leucocitos

Elementos Formes
Eritrocitos

Figura 4. Muestra de sangre para el andlisis de anfetaminas.

La vida media de estas drogas en sangre es de aproximadamente 24
horas, por lo que serd necesario realizar su andlisis a la mayor

brevedad posible.!3
- QOrina

Los fdrmacos, al igual que el resto de sustancias pasan a fravés del
rnoén, donde son transformados por las enzimas para poder ser
eliminados del organismo.'' Gracias a este proceso se pueden

identificar sus diferentes metabolitos en la orina.
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En el caso de las anfetaminas o sus metabolitos, su fiempo de
aclaramiento es de uno a tfres dias, tiempo ligeramente superior al de
la matriz sangre. Esto permite detectar el consumo de estas drogas a
pesar de que el periodo de tiempo transcurrido desde su ingesta sea

mayor.!3

- Pelo

El pelo es una extension epidérmica, sintetizada en el foliculo capilar.
Estd compuesto por un 65-95 % de proteinas, enfre 1y 9 % de lipidos,
un 0.1-5 % de pigmentos (melanina) y pequenas cantidades de
compuestos a niveles de trazas como polisacdridos o agua.'# En la

Figura 5 se muestra el esquema de un pelo.

Pelo

Glandula
sebdcea

i Foliculo
Raiz -
Bulbo -
= Musculo
Papila — erector del pelo
Matriz Protuberancia

Figura 5. Esquema de la estructura del pelo.

La velocidad de crecimiento del pelo humano es aproximadamente
de 0.35 mm por dia, tanto en hombres como en mujeres, aunque
puede variar mucho en funcién de las hormonas, la luz, la nutricion, la
temperatura, etcls. El ciclo del pelo, que se muestra en la Figura 6,
consiste en periodos de crecimiento e inactividad, y cada foliculo
capilar tiene su propio ciclo independientemente del resto de sus
vecinos. El ciclo del pelo humano empieza con la fase del andgeno,
o crecimiento, en ella se desarrolla el foliculo y se produce el pelo. La

duracion de esta fase varia mucho, lo normal es que dure entre 7 y 94
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semanas pero puede llegar a durar incluso varios anos, dependiendo
de laregion anatdmica en la que se encuentre. La siguiente fase es la
del catdgeno, en ella el pelo confinba creciendo pero el bulbo se
hace menor. Finalmente el pelo se cae en la Ultima fase denominada

fase telogena, y el ciclo vuelve a reiniciarse.
CATAGENA /7 TELOGENA /7 RETORNO /
,/3/// f//’ ANAGENA
£ A :

ANAGENA /

Ly

Figura 6. Ciclo de crecimiento del pelo.

El foliculo capilar estd en contacto con vasos sanguineos que
intercambian materiales entre la sangre y el interior del pelo, uno de
esos materiales pueden ser los fdrmacos. Cuando el pelo se
queratiniza (se fransforma en un tejido corneo), el intercambio finaliza,
tan solo se producird el desplazamiento de la sustancia que ha sido
absorbida en el foliculo del pelo, y permanecerd alli hasta que el pelo
se corte o se caiga.’® Ademads de esta forma de incorporacion de la
droga al pelo existen otras dos, que serian mediante difusion del sudor
U ofras secreciones que banen la fibra del cabello ya maduro o
mediante vapores o polvos de una droga externa que lleguen

también a la fibra del cabello.14

El pelo es una matriz que cada vez se emplea mas para el andlisis de
drogas, esto se debe a que presenta ventajas importantes respecto al
resto de matrices empleadas con este fin, entre las que se pueden

citar;17-18

e El tiempo de permanencia de la droga en esta matriz es de

semanas e incluso meses.

10
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e Puede obtenerse con mayor facilidad y sin los problemas de
privacidad que se pueden encontrar al fomar muestras de

orina o la agresividad de extraer sangre.

e A pesar de que haya existido un periodo de abstinencia el

resultado no se veria alterado.

e Es facil de manejar e inerte por lo que no requiere unas

condiciones de almacenamiento especiales.

e El riesgo de fransmision de enfermedades es mucho mds bajo

que en el caso de la orina o la sangre.

e La posibilidad de repetir la prueba no supone ningun esfuerzo

debido a la sencillez para recoger muestras.

e La manipulacién del pelo es practicamente imposible, mientras
gue en orina si es factible, por lo que es Util para evitar falsos

positivos.

e Es la Unica matriz disponible para analizar bagjo ciertas
circunstancias como en el caso de investigaciones postmortem

en restos 6seos o fraumatismos.

Hay que tener en cuenta que no todo son ventajas, también tiene
algunos inconvenientes que no se encuenfran en las matrices

anteriormente mencionadas:17-18

e La unidon de la droga dependerd del tipo de pelo, estd demostrado
que la absorcidon de los metabolitos de la droga en pelos africanos
y americanos es entre 10 y 50 veces mayor que en pelos
caucdsicos, lo que aumenta la probabilidad de dar positivo en un

test de droga.

11
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e El pelo puede absorber contaminantes del aire y por tanto una
persona expuesta a una droga fumada puede poseer metabolitos

en su pelo que hagan que de positivo en el andlisis de drogas.

e Los andlisis suponen un coste mayor, al menos el doble que un

andlisis en orina, ya que su tratamiento es mucho mdas complejo.

A pesar de estas desventajas, el gran niumero de ventgjas que
presenta hacen que el pelo sea una matriz muy empleada en el

dmbito forense
1.1.2 Metodologia analitica para el andlisis de anfetaminas en pelo

El andlisis de anfetaminas en pelo precisa llevar a cabo un proceso
que consta de cuatro etapas (Figura 7), previo al tratamiento de
datos. La primera de ellas seria la toma de muestra, que consistiria en
cortar el pelo a analizar. La segunda serd la limpieza de la muestra
obtenida. A continuacidén, en el tercer paso, se llevard a cabo el
tratamiento de la misma para extraer la droga que se va a analizar y
finalmente, la cuarta etapa, que consistird en el andlisis propiamente

dicho, con la técnica analitica elegida.

Figura 7. Etapas del proceso analitico seguido en el andlisis de

anfetaminas en pelo.
A continuacion se describen cada una de estas etapas.

- Toma de muestra

En primer lugar se debe mencionar que es mds adecuado utilizar el
pelo de la cabeza, pero en caso de que no sea posible se puede

emplear el de ofro lugar, como el pelo pubico o el de las axilas.!?
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Cuando se lleve a cabo la toma de muestra es necesario seguir un
protocolo. Inicialmente se debe limpiar con isopropanol las tijeras con
las que se va a cortar el pelo, una vez limpias ya se puede proceder a
realizar el corte. Este debe hacerse en la parte posterior de la cabeza
y lo mds cerca posible al cuero cabelludo. La cantidad de pelo
recogido debe ser de entre 30 y 50 mg de aproximadamente 3.9 cm
de largo (equivalente al grosor de la punta de un cordén de zapato).
Si la longitud del cabello es menor se tomard una muestra de mayor
grosor. La muestra se guarda en papel de aluminio haciendo que
este envuelva la parte por donde se ha cortado, para poder
identificarla a la hora del andlisis. El papel, a su vez, se guarda en un
sobre, donde se escribe un nUmero para poder identificarlo, y se
sella.’ En la Figura 8 se muestra la recogida y almacenaje de la

muestra de cabello.

Figura 8. Toma de muestra y alimacenaje del cabello.

Este protocolo se debe hacer en presencia del donante, previa
identificacion del mismo. El donante ademds debe firmar con sus
iniciales en el sobre para asegurar que contfiene su pelo. A
continuacion la muestra se infroduce en una bolsa donde se
especifican los andlisis que se llevaran a cabo con ella, esta también
debera ser sellada. En esta Ultima bolsa ademds habrd que escribir las
iniciales del donante, y ademds debe ser firmada por quien ha

recogido la muestra.’4

13



eman ta zabal zazu

)

Universidad Euskal Herriko
del Pais Vasco Unibertsitatea

ZTF-FCT

Zientzia eta Teknologia Fakultatea
Facultad de Ciencia y Tecnologia

En los casos en que el andlisis de pelo se lleve a cabo con caddveres
éste debe tomarse al comienzo de la autopsia porque de otra

manera podria mojarse o contaminarse con sangre.'4

- Limpieza de la muestra

Una vez obtenida la muestra de pelo, y antes de proceder al andlisis,
se debe limpiar para eliminar tanto impurezas que puedan existir en
su superficie, como drogas que se hayan podido quedar adheridas
por su presencia en el aire. Si no se lleva a cabo esta etapa la
concentracion que se determine serd mayor que la que realmente
corresponda  a la ingesta. En general, una estrategia de
descontaminacion debe incluir un disolvente orgdnico inicial (siendo
el diclorometano el mdas empleado), para eliminar aceites, seguido
de lavados acuosos. Otro tipo de lavados consisten en lavar
Unicamente con un disolvente orgdnico, siendo también el
diclorometano el mds utilizado, o en el simple uso de un champu
comun. Los lavados, en todos los casos, deben ser aimacenados para

su posterior andlisis, si fuera necesario.!?

Los tratamientos cosméticos del pelo como decoloracion o finte
pueden disminuir las concenfraciones de algunas drogas en esta
maltriz. Estos fratamientos causan porosidad, cambios en la estructura
molecular de los pigmentos del pelo y danos en la cuticula. Esto
puede llevar a la pérdida parcial de la droga por un exceso de
lixiviacion a partir de la matriz del pelo mediante la desfruccion de los
puntos de unidon al pelo. También se ha demostrado que algunas
drogas, entre ellas la metanfetamina, son quimicamente inestables en
presencia de perdoxido de hidrogeno, un componente que se utiliza
tanto para tenir como para decolorar.?20 En el caso de cabellos que
hayan sufrido permanentes, las drogas no se ven degradadas, pero si

diluidas, dando por tanto una concentracién menor de la real. La
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razon por la que no se ven degradadas es que los productos
empleados para este fratamiento no son tan agresivos como los que

se utilizan en los tintes o decoloraciones.’4

En casos de autopsia o de exhumacion, puede ser necesario llevar a
cabo un pre-tratamiento adicional del pelo en el laboratorio,

dependiendo del estado de la muestra.1?

- Tratamiento de muestra

Tras la limpieza se procede a la extraccidén, pero previamente es
necesario cortar el pelo en pequenos fragmentos para que la
extraccion sea mds eficaz. Al igual que para la limpieza, existen
numerosos procedimientos. Tras realizar una revision bibliografica de
los Ultimos 10 anos (2003-2013) se puede verificar que el
procedimiento de extraccidon mds utilizado consiste en el empleo de
dcido clorhidrico al 1 % en metanol. En la Figura 9 se esquematiza este

procedimiento.
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2 0 0 6

Cortar el pelo en trozos menores a 1Imm
Pesar la cantidad necesaria (10 mg aprox)

Adicionar HCI al 1 % en metanol y agitar T23=38 °Cyt=20h

Evaporar a sequedad bajo N,
ad45°C

Reconstituir en el disolvente adecuado

Figura 9. Esquema del fratamiento de muestra con dacido clorhidrico

al 1 % en metanol.

- Andiisis de la muestra

En muchas ocasiones previo al andlisis de anfetaminas se verifica su
presencia en la matriz en la que se estén analizando, mediante el
empleo de inmunoensayos, siendo el mds comun el tipo ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay). Los inmunoensayos son
métodos de andlisis, sensibles y especificos, basados en la formacidn
de complejos entre anticuerpos y antigenos, generando un resultado
medible. Con estos ensayos podremos identificar la presencia de la

droga de forma cualitativa, pero no siempre se podrd cuantificar.16

Otra técnica analitica empleada para la identificacion, que ademdas
permite la cuantificacién, es la cromatografia: cromatografia
gaseosa (GC) y cromatografia de liquidos (LC), utilizando diferentes

tipos de deteccidn. Los detectores mds comunes son el de
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espectrometria de masas (MS) y el de fluorescencia (Fl), dentro del

primero se puede destacar el de tiempo de vuelo (TOF).2!

Hasta el ano 2010, el método mds empleado era la GC acoplada a
un detector de espectrometria de masas (GC-MS). Reciente se ha
infroducido la utilizacion de la GC-espectrometria de masas en

tandem (GC-MS/MS) para este tipo de andlisis.

Se debe mencionar que el uso de la GC como técnica puede
precisar una etapa de derivatizacion del analito. Este procedimiento
consiste en modificar quimicamente el compuesto para producir un
derivado con nuevas propiedades que faciliten o permitan su andlisis,
en este caso hacerlo mds voldtil.22 A su vez también permite reducir la
adsorcion del analito sobre la columna y mejorar la respuesta del
detector, la resolucion de los picos cromatograficos y su simetria. El
agente derivatizante mdas empleado para el andlisis de anfetaminas
es el anhidrido frifluoroacético (TFFA), ya que favorece la acetilacion
del grupo amino haciendo posible la deteccidon de los analitos en

muy bajas concentfraciones.23

-  Cromatografia Gaseosa-Espectrometria de Masas (GC-MS)

La cromatografia de gases es una técnica analitica que permite
separar compuestos voldatiles gracias a una fase movil, que es un gas
relativamente no reactivo (He, N2, Hp), y una fase estacionaria, que es
una columna de normalmente 30 metros. En el cromatograma
obtenido aparecen picos que indican cuando ha sido eluido cada
soluto y las dreas de estos senalan la concentracion del mismo. El
compuesto que ha sido eluido puede identificarse comparando su
tiempo de retencidn con una base de datos, siempre que el
disolvente utilizado coincida. Si a esta técnica se le anade un

detector de espectrometria de masas se puede obtener un espectro
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de masas de cada componente, al igual que su masa y ubicacion en

el cromatograma.24

En la Figura 10 se puede observar un esquema de un GC-MS, la
muestra se infroduce en el sistema a través del puerto de inyeccion
del cromatografo, donde se separa en la columna cromatogrdfica
antes de pasar al espectrometro de masas. En él, los compuestos se
ionizan (mediante impacto electronico o ionizacidon quimica), se
clasifican en funcién de su relacion masa/carga (m/z) y se detectan.
La informacion se fransfiere desde el detector hasta el sistema de
tratamiento de datos para su  almacenamiento y posterior

procesado.2s

& njection Port

He | Capillary Column Tonization
Carrier Gas Ry 3
/ Source

I-m—l <4—— Focusing Lens Detector

Mass Analyzer

GC Oven Mass Spectrometer

Togal loe Chircesa oam

AN

Mas Spoctrum

T
e

Data Analysis

Figura 10. Esquema de un equipo de GC-MS.

La aplicacion de todo método cromatogrdfico precisa llevar a cabo

una validacion, proceso por el cual se establece que un método es

18



eman ta zabal zazu

5. ZTF-FCT
DN %%°  Zientzia eta Teknologia Fakultatea
ot 038 S8 Facuitad de Ciencia y Tecnologi
o°. e  Facultad de Ciencia y Tecnologia
o0 ®
°

Universidad  Euskal Herriko ool
del Pais Vasco Unibertsitatea

adecuado en términos de fiabilidad, exactitud y precisidn para la
aplicacion deseada. La validacion de un método analitico requiere el
cumplimiento de una serie de pardmetros; selectividad, modelo de
calibracion, precision, exactitud y limite de cuantificaciéon, haciendo
uso de guias especificas (Food and Drug Administration, International
Conference of Harmonization) para cada campo de aplicacion. Este
conjunto de pardmetros pueden ser ampliados en funcion de la

matriz o el analito a analizar.2¢
1.2 ESTADO ACTUAL DEL ANALISIS DE ANFETAMINAS

La revisidon bibliogrdfica realizada sobre el tema “andlisis de
anfetaminas” en los Ultimos 10 anos, ha demostrado que es una
problemdtica vigente en la actualidad, con una media de articulos

publicados desde 2003 de 131 articulos por ano, Figura 11.

180 -
160 -
140 -
120 -
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -

Numero de articulos

2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013

Ao de publicacion

Figura 11. Evolucion de las publicaciones sobre andlisis de
anfetaminas en los Ultimos 10 anos. (Fuente: Sciencefinder, Keywords:

amphetamines, analysis).

Si nos centramos en las diferentes matrices en las que se pueden
encontrar estos compuestos podriamos dividirlas en dos grupos. El

primero se podria denominar de fluidos bioldgicos, como puede ser la
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orina o el pelo y el segundo otro tipo de matrices, como por ejemplo
la droga en polvo. En la Figura 12 se compara el niUmero de articulos
encontrados para cada uno de estos grupos y se observa con
claridad que el andlisis en las matrices bioldgicas es una

problemdatica mucho mds estudiada.
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I I I
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1 1

o
|
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Ao de publicacion

Figura 12. Evolucion de las publicaciones sobre andlisis de
anfetaminas en los Ultimos 10 anos. (Fuente: Sciencefinder, Keywords:

amphetamines, analysis, biological matrices).

Por otra parte, se han evaluado las tendencias actuales en el
empleo de las técnicas analiticas para el andlisis de anfetaminas. En
la Figura 13, se puede observar la mayor utilizacion de la GC-MS,
hasta el ano 2010, a partir del cual es notable el incremento

experimentado por el empleo de la LC-MS respecto a GC-MS.
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Figura 13. Evolucion del empleo de la GC-MS y LC-MS en el andlisis de
anfetaminas. (Fuente: Sciencefinder, Keywords: amphetamines, GC-
MS, LC-MS).

Una vez observada la tendencia en el empleo de las dos técnicas
cromatograficas, se procedid a estudiar el impacto bibliografico de la
GC-MS en los andlisis de estas drogas de abuso en la matriz de interés
el, pelo. En la Figura 14 se muestra como, en esa matriz el uso de GC-
MS es mdas habitual que la LC-MS, sin tener en cuenta el Ultimo ano
dado que muchas publicaciones no han sido recogidas ain por

Sciencefinder.
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Figura 14. Evolucion del empleo de GC-MS y LC-MS en el andlisis de
anfetaminas en pelo. (Fuente: Sciencefinder, Keywords:
amphetamines, GC-MS, LC-MS, hair).

Si se realiza una evaluacion de las publicaciones realizadas sobre la
matriz pelo de forma comparativa con ofras matrices bioldgicas
(plasma, orina), se puede observar, Figura 15, como el pelo es la
matriz menos estudiada, a pesar de la potencialidad de ésta para
llevar a cabo estudios del consumo de drogas durante periodos de

tiempo mds largos.
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Figura 15. Evolucion del empleo de pelo, orina y plasma sanguineo
como matrices para el andlisis de anfetaminas. (Fuente:

Sciencefinder, Keywords: amphetamines, urine, hair, plasma).

El trabajo que se presenta forma parte de un proyecto de
investigacion cenfrado en el andlisis de drogas de abuso:
anfetaminas en la matriz pelo mediante GC-MS. Por ello se recogen
en la Tabla 2, como fruto de la revision bibliogrdfica realizada, Ias
metodologias analiticas empleadas para el andlisis de anfetaminas
en esta matriz mediante GC-MS, especificando las etapas de lavado,

extraccion y técnica analitica utilizadas.
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Tabla 2. Determinacion de anfetaminas en pelo mediante GC-MS (Fuente: Sciencefinder, anos: 2003-2013).

) Tratamiento de muestra Técnica )
Anfetaminas — - Referencia
Lavado Extraccion analitica
MA, AP No especificado Micropulverizada con aguay 3- GC-MS/MS 27
amino-1-fenilbutano
MA, AP Jabon |IqUId%éFr>n|;|Z|6,5) o lavado HCl al 1 % en metanol GC-MS 20
MA, AP No especificado HCl al 1 % en metanol GC-MS 28
MA, AP, Digestion con NaOH y i
MDMA, MDA Aguay acetona extraccion en fase sélida GC-MS 29
- HCl al 1 % en metanol (agitado) )
MA, AP No especificado o Metanol:HCI 20:1 (ultrasonidos) GC-MS 30
MA, AP, Dodecil sulfato de sodio, agua Microextraccion en fase sélida GC-MS 3]
MDMA, MDA destilada (3 veces) y etanol con NaOH e IS
Incubacion con NaOH y GC- ES|-
MA, AP Etanol y diclorometano (5 veces) extraccion liquido-liquido con 32
ot ; MS/MS
hexano:etil acetato (2:1)
MA, AP No especificado HCl al 1 % en metanol GC-MS 33
AMP, MAMP, : Microextraccion en fase liquida
MDMA, MDA Diclorometano (2 veces) con fibra hueca con diexil eter CC-MS 34
HCl al 1 % en metanol (agitado)
MA, AP Agua (2 veces) y metanol (2 veces) o Metanol:HCI 20:1 (ultrasonidos) GC-MS 35
MA, AP, Diclorometano en ulfrasonido (2 Liguido-liguido con terbutil metil
MDMA, MDA, veces) eter o en fase solida con GC-MS 36
MDEA metanol/trifluoroacético
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Anfetaminas

Tratamiento de muestra

Técnica analitica

Referencia

Lavado Extraccion
MA, AP, MDMA, metanol y metanol con
MDA, MDEA Agua, acefonay hexano acido clorhidrico GC-MS 37

MA. AP Champd y acetona Metanol (ultrasonidos) o HCI | LC-TOFMS (tiempo de 38

al 1 % en metanol o NaOH vuelo)

MA, AP No especificado HCl al 1 % en metanol GC-MS 39
MA, A&b’jﬁDMA’ Detergente 2-metilbencilamina y NaOH GC-MS 40
MA, AP, MDMA, GC x GC-TOFMS

MDA Metanol (3 veces) HCI (iempo de vuelo] 4]
MA, AP, MDMA, Metanol con ultrasonidos y
MDA, MDEA Metanol cloroformo:isopropanol (9:1) GC-MS 42
MA, AP Diclorometano y agua HCl al 1 % en metanol GC-MS 43
destilada
MA, AP, MDMA, : - GC-EI-MS o GC-NCI-
MDA. MDEA Diclorometano Fase sdlida (metanol-TFA) MS 44
AP, MA, MDA, Diclorometano, agua 1-clorobutano
MDMA, MDEA destilada y metanol (centrifugado) LC-APCEMS 4
MA, AP, MDMA, Qhompu, diclorometano, HC GC-MS 44
MDA isopropanol y acetona
MA, AP, MDMA, | Dodecilsulfato de sodio, agua n-hexano v efilacetato LC-HRMS (alta 47
MDA, MDEA (dos veces) y acetona Y resolucion)
MA, AP Diclorometano Fase solida (efil acetato y GC-MS 48

HCl)
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. Tratamiento de muestra Técnica .
Anfetaminas — e Referencia
Lavado Extraccion analitica
MA, A&b’f\DMA’ No especificado HCl al T % en metanol GC-MS 49
MA, AP, MDMA, T Isopropanol:cloruro de metileno )
MDA, MDEA Jabdn liquido neutro (4:1) GC-MS 50
MA, AP, MDMA, Agua destilada y acetona (dos . . . i
MDA veces) Pulverizado con polipropileno GC-MS 51
MA, AP Sulfato de dodecil sodio n-heptano HPLC 52
MA, AP, MDMA, cloruro de metileno (tres veces) .Fose solida (clpru,rq de me’plgno, GC-MS 53
MDA isopropanol, hidroxido amaonico)
MA, AP Agua destilada y metanol (2 veces) HCl al 1 % en metanol GC-MS 54
MA, AP, MDMA, :
MDA, MDEA Diclorometano (dos veces) HCl al 1 % en metanol GC-MS 55
MA. AP Dodecill §u|fo’ro de sodlp y agua NGOH GC-MS 54
destilada (ultrasonidos)
MA, AP, MDMA, Metanol Microextracciéon en fase sélida GC-MS 57
MDA (metanol)
MA, MDMA | Agua y agua con metanol (2 veces) HCl al 1 % en metanol GC-MS 58
MA, AP, MDMA, Microextraccién en fase sdlida
MDA, MDEA Agua y acetona (HCI) GC-MS 59
MA, AP Metanol, agua destilada y metanol HCl al 1 % en metanol GC-MS 60
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1.3 OBIJETIVO

Una vez establecida la importancia del andlisis de las drogas de
abuso tipo anfetaminico y verificado el empleo de la cromatografia
de gases-espectrometria de masas para su andlisis, el objetivo de este

trabajo se ha centrado en:

“La puesta a punto de un método analitico mediante GC-MS sin
derivatizacion previa para el andlisis de anfetaminas en el ambito

forense”.

2. EXPERIMENTAL

2.1 REACTIVOS Y DISOLUCIONES

Los estGndares de referencia cerfificados de los estimulantes
anfetamina (AP), metanfetamina (MA), 3,4-metilendioxianfetamina
(MDA), y 3,4-metilendioximetanfetamina (MDMA) y el estdndar interno
anfetamina-ds  (APqgs), fueron adquiridos en la casa comercial
Cerilliant (Round Rock, Texas, EEUU) a través de LGC Standards
(Barcelona, Espana), como disoluciones metandlicas a una
concentracion de 1 mg/mL. Todas las disoluciones se conservaron

refrigeradas a -20°C.

El disolvente metanol, de calidad HPLC, se adquirid en la casa

comercial Sigma-Aldrich (Madrid, Espana).
2.2 INSTRUMENTACION

Los andlisis por GC-MS se llevaron a cabo en un cromatografo de
gases 7820A (Agilent Technologies, Santa Clara-California, EEUU)
equipado con una columna capilar HP5-MS (30 m x 0,25 mm x 0,25
um), un inyector automdatico de la misma serie, una fuente de
ionizacion de impacto electronico y un detector de masas 5975C
Triple-Axis Detector (Agilent Technologies, Santa Clara-California,
EEUU).
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2.3 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
2.3.1 Optimizacién del método cromatogrdfico

En primer lugar fue necesario optimizar un método cromatografico
para el andlisis de las anfetaminas de interés. Para ello se tuvo en
cuenta los métodos recogidos en la bibliogrdfia, asi como el

empleado previamente por el grupo investigador.

Se readlizaron los ensayos con una disolucidbn metandlica de
anfetamina deuterada de 5 mg/L. Se inyecté en primer lugar una
disolucion blanco y posteriormente la disolucion de anfetamina
deuterada en el sistema cromatogrdfico (GC-MS) y se aplicaron las

condiciones cromatogrdficas utilizadas en la bibliografia, Tabla 3.

La programacion de la T empleada fue: T inicial de 100 °C, se
mantuvo durante 1T minuto a esa temperatura y para finalizar se
infrodujo una rampa de 20 °C/min hasta alcanzar 270 °C, donde
permanecié 1 minuto, lo que proporciond un cromatograma de 10,5

minutos de duracion.

A continuacion se inyectd la misma disolucion, utilizando el método
previamente empleado por el grupo investigador, Tabla 3, que difiere
del método bibliografico en el modo de inyeccién y la programacion

de temperatura que consistié en:

Programaciéon de T: T inicial de 65 °C durante 1 minuto. Se empezd
con una primera rampa de 40 °C/min hasta alcanzar 150 °C,
temperatura en la que permanecié 1 minuto, después se aplicd una
segunda rampa de 15 °C/min hasta 190°C, donde también se
mantuvo 1 minuto y finalmente una tercera de 50 °C/min hasta 300
°C, donde se mantuvo 1 min, lo que proporciond un cromatograma

de 10,99 min de duracion.
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Tabla 3. Condiciones cromatogrdficas ensayadas en GC-MS.

Método Método grupo
bibliogrdfico investigador
Sistema de inyeccion Splitless Splitless pulsado
Volumen de inyeccion (ul) 2 2
Flujo de gas portador (He)
. 1,9 1.9
(mL/min)
Presion (psi) 10,73 10,73
T del inyector (°C) 260 270
T de la fuente idnica(°C) 230 230
T de la linea g?:)transferencm 305 395
Solvent delay (min) 1,5 1.5
Rango de masas en SCAN 40-500 40-500
(u.m.a.)

2.3.2 Parametros cuantitativos del método cromatografico (GC-MS)

- Intervalo lineal de concentracion

Una vez obtenidos los tiempos de retencidn y los iones caracteristicos
de cada anfetamina a partir de los cromatogramas y espectros de
masas de cada una de ellas, se procedid al cdilculo de los
pardmetros cuantitativos del método. En primer lugar se determind e
intervalo lineal de concentracion del método. Para ello se realizd una
curva de calibrado multicomponente de las cuatro anfetaminas
estudiadas. Se adquirieron los cromatogramas en modo de
(SIM)

siguientes ventanas de tiempo, Tabla 4, monitorizando los iones

monitorizacion selectiva de iones y se establecieron las

caracteristicos de cada anfetamina.

29



eman ta zabal zazu

>

Universidad
del Pais Vasco

Euskal Herriko
Unibertsitatea

°
°
®
..
Se
°

ZTF-FCT

Zientzia eta Teknologia Fakultatea
Facultad de Ciencia y Tecnologia

MY I
)

L[]
:':
i)
( ]
..'. °
XXl
°®

Tabla 4. Ventanas de tiempo establecidas e iones seleccionados

para el andlisis de las anfetaminas mediante GC-MS en modo SIM.

Grupo Drogas Tiempo (min) lones (m/z)
] AP 2,00-3,20 44y 91
] APgs 2,00-3,20 48 'y 92
2 MA 3.20-5,50 58y 91
3 MDA 5.50-6,20 44y 136
4 MDMA 6.20-fin del 58y 135
cromatograma

Se prepararon disoluciones multicomponente con AP. MA, MDA vy
MDMA en un rango de 40 a 400 pg/L (40-112-184-256-328-400),
teniendo en cuenta los niveles de concentracion esperados en la
matriz pelo y se realizd un calibrado para cada una de las
anfetaminas. Se utilizd el método de calibracion con estandar interno,
utilizando la anfetamina deuterada (APgs) como estandar interno,
qgue se adiciond a todas las disoluciones en una concentracion de
256 pg/L.

Los datos de drea/drea del estdndar interno- concentracion se
trataron mediante el método de regresidon lineal de minimos

cuadrados.

- Limite de cuantificacion y limite de deteccion

Se determinaron los limites de cuantificacion y deteccion a partir de
los datos de las curvas de calibrado. Ambos limites se definieron por

las Ecuaciones (1) y (2).
LOQ Y= Yo.o+ 10500 (] )
LOD Y= VYoo T 350,0 (2)

Una vez obtenidas las senales, por interpolacidén en las respectivas

curvas de calibrado se obftienen las concentraciones

correspondientes a ambos limites.
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- Repetitividad

Para el cdlculo de la repetitividad en el dia del método se
prepararon disoluciones multicomponente de las anfetaminas
estudiadas a diferentes niveles de concentracion (100 y 400 ug/L) que
fueron inyectados en el sistema cromatografico. Se realizaron 5
réplicas de cada disolucidon. Este pardmetro se expresa como
desviacion estandar relativa (% RSD), que se defina con la Ecuacion
(3).

% RSD =( * /5)*100 (3)
2.3.3 Aplicaciéon a muestras reales

Para finalizar la parte experimental se inyectd en el cromatégrafo de
gases-espectrometria de masas en las condiciones optimizadas una
muestra conteniendo una composicion. En la Figura 16 se muestra

una imagen de la bolsa conteniendo la droga desconocida.

Figura 16. Bolsa conteniendo una muestra con drogas de abuso

3. RESULTADOS

3.1. OPTIMIZACION DEL METODO CROMATOGRAFICO (GC-MS)

La comparacion de los cromatogramas obtenidos por ambos

métodos demostrd la conveniencia de utilizar el método
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cromatografico previamente utlilizado por el grupo investigador,
debido a la mayor drea de los picos cromotogrdficos. En la Figura 17
se muestra una superposicion de los dos cromatogramas obtenidos,
donde se puede observar con claridad la diferencia entre ambos,
siendo los picos correspondientes a la anfetamina deuterada los que

estdn marcados con un circulo.

[bundance TIC: AD5.DAdatams
600000 TIC: ADE-2.Dhdatams

550000
500000
450000
400000
350000
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250000
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100000
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Figura 17. Superposicion de los cromatogramas obtenidos por los dos
métodos empleados: bibliografico (negro) y del grupo investigador

(azul).

Se estudid la influencia de la temperatura inicial del horno y se
comprobd que una temperatura de 100 °C proporcionaba picos
cromatograficos con mayor drea que la obtenida a la temperatura
de 65°C empleada, lo que suponia un aumento de la sensibilidad del
método. La nueva programacion de la temperatura del horno, daba

lugar a un tiempo de duracién del cromatograma de 10,12 minutos.

En estas condiciones cromatogrdficas se inyectaron disoluciones

metandlicas del resto de las anfetaminas estudiadas (AP, MA, MDA y

32



eman ta zabal zazu °

Universidad
del Pais Vasco

°
°
®
..
Se
°

EI; SIS ZTR-FCT
Euskal Herriko :-’:-',:.:‘E.':' .
Unibertsitatea
MDMA) en una concentraciéon de 5mg/L. A la vista de los

cromatogramas obtfenidos, fue necesario disminuir la T de inyeccion
hasta 240 °C para evitar la descomposicion del MDA, constatada por
la obtencidon de iones (m/z) distintos a los caracteristicos de esta
anfetamina. En la Tabla 5 se recogen las condiciones

cromatograficas optimas.

Tabla 5. Condiciones cromatogrdficas éptimas.

Sistema de inyeccion Splitless pulsado
Volumen de inyeccion (L) 2
Flujo de gas portador (He)
. 1,9
(mL/min)
Presion (psi) 10,73
T del inyector (°C) 240
T de la fuente idnica (°C) 230
T de la linea de transferencia
° 325
(°C)
Solvent delay (min) 1,5
Rango de masas en SCAN 40-500
(u.m.a.)
Tinicial: 100 °C (mantener 1 min)
19 rampa: hasta 150 °C a 40
°C/min (mantener 1 min)
Programa de T 2°rampa: hasta 190°C a 15
°C/min (mantener 1 min)
3° rampa: hasta 300 °C a 50
°C/min (mantener 1 min)

3.1.1 Tiempos de retencion e iones (m/z) caracteristicos

Una vez optimizada la separacion de las anfetaminas, se procedié a
determinar los iones (m/z) caracteristicos de cada anfetaminag,
recogidos en la Tabla é y obtenidos a partir del cromatograma de la
Figura 18, donde se han superpuesto los cromatogramas de las cinco
disoluciones analizadas y se muestran los espectros de masas de

cada una de las anfetaminas.
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Tabla 6. Tiempos de retencion e iones (m/z) caracteristicos para cada

anfetamina.

Droga Tiempo E:Imei:stenaon lones (m/z)
AP 3,117 44y 91
APgs 3,110 48y 92
MA 3,468 58y 91
MDA 5,880 44y 136
MDMA 6,314 58y 135
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Figura 18. Cromatogramas de disoluciones metandlicas de AP (rojo),
APdS (azul), MA (Verde), MDA (negro) y MDMA (amarillo) en una
concentracion de 5mg/L y sus respectivos espectros de masas.

Condiciones cromatogrdaficas recogidas en la Tabla 5.

3.2. PARAMETROS CUANTITATIVOS DEL METODO CROMATOGRAFICO
(GC-MS)

Las rectas de calibrado obtenidas para cada una de las anfetaminas

se muestran en la Figura 19.
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Figura 19. Variacion del drea de pico con la concentracion de las

anfetaminas.

No se pudo redlizar la recta de calibrado en el intervalo propuesto
de 40-400 ug/L para el caso de la MDA, ya que el método no ofrecia
la sensibilidad requerida para este compuesto. En la Tabla 7 se
recogen las ecuaciones de las rectas de regresion para cada
anfetamina analizada, los coeficientes de correlacion y los intervalos

lineales de concentracion establecidos.
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Tabla 7. Ecuaciones de regresion lineal de las rectas de calibrado,
coeficientes de correlacion, intervalos lineales de concenfracion,
limites de deteccidn y cuantificacion obtenidos para cada

anfetamina estudiada.

A MA MDMA
3 y =(0,00211 +
Ecuacion de y = (0,0046 y = (0,0060 +
0,00003)x -(0,165
la recta 0,0004)x -(0,3+ 0,1) | 0,0007)x-(0,4 £+ 0,2)
+ 0,009)
Coeficiente
de 0,9974 0,9959 0,9999
correlacion
Intervalo
81-400 101-400 13-400
lineal (ng/L)
LOQ (ung/L) 81 101 13
LOD (ng/L) 24 30 4

3.2.1 Limites de cuantificacion y deteccion.

Los limites de deteccidon y cuantificacion calculados a partir de la

curva de calibrado para cada anfetamina se recogen en la Tabla 7.
3.2.2 Repetitividad

La repetitividad en el dia obtenida para los dos distintos niveles de
concentracidon ensayados ha sido inferior al 15 % en términos de
%RSD.

3.3 APLICACION DEL METODO GC-MS A UNA MUESTRA REAL

El método cromatografico GC-MS puesto a punto se aplicd a una
muestra desconocida, que supuestamente contenia drogas de abuso

de tipo anfetaminico.

Se prepard una disolucion de la droga desconocida en metanol en
una concentracion de 1100 mg/L, supuesto que el contenido de la

bolsa era una Unica anfetamina y con una pureza del 100%.
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Se inyectd en el cromatografo una alicuota de concentfracion 22
mg/L preparada por dilucion en metanol de la disolucion anterior y se

adquirid el cromatograma en modo SCAN:

En base al cromatograma y el espectro de masas obtenido para la
muestra, Fig. 20, se pudo deducir por comparacion de los tiempos de
retencion y de los iones m/z caracteristicos con los de las anfetaminas
estudiadas, asi como con ayuda de la libreria de espectros, que la

muestra desconocida contenia la droga de abuso anfetamina.
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Figura 20. Cromatograma y espectro de masas de una disolucion
metandlica de la muestra desconocida adquirido en modo SCAN.

Condiciones cromatograficas recogidas en la Tabla 5.

Una vez establecida la existencia de una droga de tipo anfetaminico
en la muestra desconocida, se prepararon dos disoluciones mds
diluidas de la muestra y se inyectaron en el cromatégrafo
adquiriendo los datos en modo SIM, utilizando el mismo método que
para las disoluciones multicomponente con las que se realizaron las

rectas de calibrado.
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Figura 21. Superposicion de los cromatogramas de la muestra
desconocida en modo SIM en concenfracion de 242 (azul) y 352

(negro) ug/L. Condiciones cromatogrdficas recogidas en la Tabla 5.

A partir de los tiempos de retencion a los que aparecen los picos
cromatograficos y en base a las relaciones m/z monitorizadas se pudo
corroborar la composicion de la droga. Por ofra parte, su
concentracion y pureza se puede determinar en base al drea de los
picos cromatogrdficos obtenidos, por interpolacion en la

correspondiente curva de calibrado.

Los espectros de masas adquiridos en modo SIM han permitido
verificar que el Unico tipo de anfetamina presente en la muestra es la
anfetamina. Por ofra parte, en la Tabla 8 se recogen los datos de

concentraciéon y pureza obtenidos.

Tabla 8. Pureza y concentraciéon de la droga de composicion

desconocida.

. Area + 1
Conc teorica (muestra/drea Cone = ' Pureza (%)
(vg/L) APas) (va/L)
242 0,85 244 £ 24
352 1,34 351 + 25 1005
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4. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo se puede concluir:

1. El andlisis de anfetaminas es una problemdatica con un impacto en
la comunidad cientifica relevante en los Ultimos 10 anos (131

arficulos/ano)

2. El andlisis de anfetaminas se lleva a cabo preferentemente en
fluidos biologicos, siendo el plasma la matriz mas utilizada, y la técnica
mds establecida la cromatografia de gases-espectrometria de
mMasas, aunque en los dos Ultimos anos se observa la tendencia hacia

el uso de la cromatografia liquida-espectrometria de masas.

3. El uso del pelo como matriz para el andlisis de anfetaminas posee
especial interés en el campo forense y en todas las metodologias
analiticas recogidas en la bibliografia incluyen una etapa de lavado y

tfratamiento de muestra.

4. Se ha puesto a punto un método cromatografico GC-MS, sin
derivatizacion previa, para el andlisis de anfetaminas que ha
permitido la identificacién y determinacidn de una muestra
desconocida conteniendo anfetamina. Este método servird de base
para el desarrollo y validacion de una metodologia andalitica

aplicada a la matriz pelo.
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