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1 ANTECEDENTES






1.1 AMINAS ESTIMULANTES

No es facil clasificar los estimulantes en funcién de su accién farmacoldgica. La
bibliografia presenta en este sentido diversos agrupamientos, segin se de prioridad a unas
acciones frente a otras, 0 mejor aun, segliin que mecanismo de las mismas se realce. Desde
el punto de vista del dopaje, los estimulantes constituyen el grupo farmacolégico de
sustancias que, segin el Comité Olimpico Internacional, "aumentan la atencién, reducen la

fatiga y pueden incrementar la competitividad y la agresividad”.

Una de las posibilidades de clasificacion, es seguir las pautas establecidas en las
primeras listas de sustancias dopantes. En ellas, se distribuian en tres grupos diferentes,
interconexionados y sélo parcialmente delimitados entre si, que recibieron la denominacién
de: estimulantes psicomotores, aminas simpaticomiméticas y diversos estimulantes del sistema

nervioso central. Actualmente integran una clase tnica denominada estimulantes.

Desde el punto de vista quimico, se podrian agrupar por sus funciones representativas
(aminas, amidas, imidas, cetonas, ésteres, etc.) pero resultaria una clasificacion compleja e
insuficientemente aclaratoria. De todas formas cabe resefiar que todos poseen en su estructura
nitrogeno, ademés de carbono e hidrégeno, aunque también pueden contener azufre
(amifenazol), oxigeno (anfepramona, cafeina, clorprenalina, cocaina, cropropamidaefedrina,
estricnina, etafedrina, etamivan, fendimetrazina, fenitilina, fenilpropanolamina, fenmetrazina,
furfenorex, metilefedrina, metilfenidato, metoxifenamina, morazona,niketamida, pemolina,
pipradrol, pirovalerona) o cloro (clobenzorex,clorfentermina, clorprenalina, meclofenoxato,

mefonorex).

El conocimiento del papel de la adrenalina en la transmision sindptica y el avance en
los métodos de sintesis han constituido las bases del desarrollo de estos firmacos, a través
de la potenciacién de sus efectos estimulantes centrales. Se demostr6 que sus andlogos podian
ver modificadas cualitativa y cuantitativamente sus propiedades farmacolégicas. Se observé
que la variacion estructural permitia la obtencion de compuestos que conservando su accién
central, presentaban atenuadas o anuladas otras acciones no necesarias (hipertensora,
cardioléptica, broncodilatadora). Con ello se conseguia que la primera fuera practicamente
selectiva. Un andlisis critico de los compuestos ensayados en principio puso de manifiesto

que el esqueleto estructural mas sencillo del cual es posible obtener derivados activos es el



de la feniletilamina. Aunque en los estimulantes también aparecen otros grupos funcionales
quimicos, la mayor parte de los estimulantes psicomotores responden a estructuras quimicas
derivadas de las fenilaminas, es decir, aminas con un radical fenilo unido al nitrégeno, bien
directamente o bien a través de una cadena alquilica. El esqueleto estructural mas sencillo

a partir del cual es posible obtener derivados activos se da en la Figura 1:

@—CH—CH—NH

FIGURA 1. Estructura general de las feniletilaminas.

Las fenilisopropilaminas, con tres 4tomos de carbono en su cadena aminica(Figura 2),

constituyen un grupo de gran importancia.

FIGURA 2. Estructura isopropilaminica.

La anfetamina (Tabla 1) es la fenilisopropilamina, su molécula posee un 4tomo de
carbono asimétrico que da lugar a isémeros d, 1 y dl (racémico); el esterioisémero d posee
una potencia vasopresora (simpaticomimética periférica) algo menor que el 1, pero es 10
veces mds activo como estimulante del sistema nervioso central. La dextroanfetamina,
dexanfetamina o d-anfetamina, usada como sulfato, resulta alrededor de dos veces mads
potente en este sentido que la dl-anfetamina (forma utilizada en la préctica clinica y
domiciliaria) y constituye el estimulante central mas poderoso del grupo, aunque posee
acciones cardiovasculares de igual potencia. La metanfetamina (Tabla 1) fue el primer
compuesto introducido en terapia, pero no presenta ventajas apreciables respecto a la

anfetamina, aparte de su accién mas prolongada, que persiste durante 8-12 h.



TABLA 1. Estructura de algunos estimulantes

Nombre Férmula
— | molecular Estructura
Quimico Quimico abstracto principal
genérico
Anfetamina a-Metilbencenoetanamina CH;N @—CH,?HCH,
NH,
OH
Efedrina a-(1-(metilamino)etil)bencenometanol | C,,H,;NO l HCHNHCH,
|
CH,
Metanfetamina | N,a-dimetilbencenoetanamina CoHsN @_ CH,CHCH,
l
NHCH,

Se han disefiado muchos compuestos farmacéuticos con el fin de reducir el caracter
estimulante de la anfetamina y metanfetamina. Sus derivados, son relativamente numerosos
(anfepramona, benzfetamina, clobenzorex, clorfentermina, dimetanfetamina, etilanfetamina,
fenetilina, fenproporex, furfenorex, mefenorex), y se forman al sustituir los hidrégenos
unidos a los dtomo de nitrégeno o de carbono (de la cadena lateral o del anillo bencénico),
por diversos grupos, como por ejemplo, radicales alquilicos, funciones cetona, funciones
nitrilo, halégenos, etc.; incluso el grupo amino puede quedar englobado en un anillo

heterociclico. No obstante, la mayor parte de estos compuestos se metabolizan en anfetamina
(Tabla 2).

La efedrina (Tabla 1) es una feniletilamina que tiene dos carbonos asimétricos, lo que
origina isdmeros Opticos, enantiémeros (formas dextro y levo), pero también diasteroiséme-
ros, con compuestos en forma eritro (l-efedrina, d-efedrina, dl-efedrina), y en forma treo (I-

pseudoefedrina, d-pseudoefedrina, dl-pseudoefedrina).



TABLA 2. Ejemplos de sustancias estimulantes de las que anfetamina es uno de los metabolitos

Anfetamina (CH N (M=135.20) C,H,CH,CH(CH,)NH,
Anfetaminil (CHsN, (M=250.33) | CH,CH,CH(CH)NHCH(N)CH,
Benzfetamina (C,HyN (M=239.35) | C,H,CH,CH(CH,)CH,CH,
Clobenzorex (C,eHsCIN (M=259.78) | C,H.CH,CH(CH,NHCH,CH,CI

Dimetanfetamina | (C,,H;;N (M=163.27) C:HCH,CH(CH,)N(CH,),
Etilanfetamina (C,H-N (M =163.25) CH,CH,CH(CH,)C,H;

Fenetilina (CsHxN,0, M =341.40) | C(H,CH,CH(CH,)NHCH,CH,C,H;N,0,
Fenpropores (C,;H,,N, M =188.27) C,H,CH,CH(CH,)NCH,CH,CN
Mefenorex (C,;H;,CIN (M=211.74) | C,H,CH,CH(CH,;)NH(CH,);Cl

Metanfetamina (CicHisN (M=149.24) CH,CH,CH(CH,)NHCH,

Las aminas simpaticomiméticas son sustancias que tienen la propiedad de reproducir
los efectos fisiolégicos obtenidos mediante la estimulacién de las fibras nerviosas del sistema
adrenérgico. La mayor parte de las aminas que se consideran estimulantes poseen un
mecanismo de accién mixta, actuando sobre los receptores y sobre las terminaciones nervioso
adrenérgicas. Su comiin estructura quimica es la responsable de la fuerte accién estimulante
que ejercen sobre el sistema nervioso central, més importante en las anfetaminas que en las
efedrinas. Facilitan el esfuerzo y potencian la actividad motora, a la vez que disminuyen la
sensacion de hambre, suefio, fatiga y malestar. Por su utilizacién como sustancias dopantes,
se debe destacar que esta estimulacion aminora o suprime la sensacion de fatiga, la
enmascara, pero no evita la necesidad de reposo del organismo, lo que ocasiona agotamiento

y una depresién posterior.

Esta estructura también es la responsable de las acciones periféricas, tanto de las que
se ejercen sobre el sistema cardiovascular, que provocan una estimulacién cardiaca y una
vasoconstriccién periférica con elevacién de la presién sanguinea, como de las que actian
sobre el aparato respiratorio, con estimulos sobre los centros bulbares de la respiracién y
consecuentemente aumento de su amplitud y frecuencia. La importancia de estas acciones es
mayor en las efedrinas que en las anfetaminas. La actividad farmacolégica de estas aminas
se modifica en funcién de pequefias variaciones estructurales en la molécula de la
feniletilamina. Por ejemplo: una N-metilacién en la anfetamina (metanfetamina) aumenta

ligeramente la accién estimulante del sistema nervioso central, mientas que la sustitucién de
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un hidrégeno del carbono beta por un hidréxilo (efedrina) disminuye sus efectos centrales,

a la vez que aumenta la accidn adrenérgica directa sobre los receptores alfa y beta.

Estas aminas se absorben bien en el tracto digestivo, por lo que son activas por via
bucal y rectal. También se absorben ficilmente por las vias subcutdnea e intramuscular. Sin
embargo actualmente sélo se administran por via oral. Se distribuyen con gran rapidez en los

tejidos bien irrigados y el firmaco atraviesa con facilidad la barrera hematoencefélica.

Los estimulantes experimentan reacciones metabdlicas diversas, con problemas
“especificos en cada caso o cada grupo de sustancias similares. La anfetamina se hidroliza
parcialmente en el higado por enzimas microsomales hepaticas y el 30-50% se elimina en
orina en forma activa durante las 48 horas siguientes a la administracién, siendo la totalidad
de la dosis (90%) excretada en 3 o 4 dias. La orina también contiene p-hidroxianfetamina
conjugada, benzilmetilcetona conjugada, icido benzoico y trazas de 1-fenil propan-2-ol. En
el proceso de biotransformacion y excrecién la anfetamina se transforma en fenilpropanona
y p-hidroxianfetamina, esta tltima se conjuga con el acido glucurdnico. Asi, la mitad de la
dosis administrada de la anfetamina se excreta en orina y el resto en forma de metabolitos
(1). El esquema de biotransformacién de la anfetamina podria ser, sin considerar pautas
metabdlicas muy minoritarias el que se muestra en la Figura 3. En cuanto a la metanfetamina
sufre una N-desmetilacién (Figura 3), generando anfetamina (que sigue su propio proceso
metabdlico. El 70% de la metanfetamina se excreta en 24 horas, tal que en condiciones
normales el 43% se excreta sin modificar, un 15% como 4-hidroximetanfetamina y entre un

6-10% como anfetamina.

Aunque existen diversos Organos excretores, la excrecién renal es el proceso mas
importante de eliminacion de dichas sustancias. En general, los anfetaminicos se eliminan en
parte inalterados por el rifion y en parte en forma de metabolitos. Sin embargo, la cuantia
de ambos procesos estd en estrecha relacion con el pH urinario, de manera que, cuando la
orina es 4cida, la ionizacién de estos compuestos en el filtrado glomerular es practicamente
total, no se produce reabsorcién en los tibulos distales en proporcion significativa y, en
consecuencia, se excreta una elevada fraccion de firmaco en la orina en forma inalterada.
Por el contrario, cuando la orina es alcalina aumenta la fraccién de firmaco no ionizada en
el filtrado y se produce su reabsorcion en los tibulos, tanto mds importante cuanto mas

elevado es el pH urinario; esta fraccion retorna al plasma y se biotransforma, para eliminarse



en forma de metabolitos més polares, menos lipoSolubles, por lo que disminuye su
reabsorcion en los tibulos renales y consecuentemente se facilita su excrecién. Sin embargo
no hay que olvidar que la velocidad de este proceso depende de la concentracién en el plasma
sanguineo y del mecanismo de su excrecion renal, por tanto al reabsorberse el agua en mayor
proporcién que las otras sustancias, estas se concentran en la orina, obteniéndose un nivel
superior al existente en sangre; este ultimo motivo es uno de los factores por los que la

analitica de control se realiza en muestras fisiolégicas de orina y no de sangre.
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FIGURA 3. Principales vias metab6licas de anfetamina y metanfetamina.

Beckett y col.(2) observaron que tras la administracién de dosis de 10 mg, la orina
en condiciones 4cidas (pH 5.0+0.2) por la administracién de cloruro aménico contenia un
60 % de anfetamina sin modificar tras un periodo de 48 h. Por el contrario, si la orina habia

sido alcalinizada con la administracién de bicarbonato sédico, sélo el 5% habia sido



eliminado como tal en el mismo periodo de tiempo. Por lo tanto, la ingestiéon de diuréticos
(especialmente los inhibidores de la anhidrasa carbdnica como la acetazolamida y algunas
tiazidas) y bicarbonato producen orinas alcalinas, lo cual lleva a una reabsorcidn tubular de

anfetamina y produce una accién prolongada mas potente de esta droga.

Estas aminas simpaticomiméticas se introdujeron a nivel terapéutico como analépticos,
estimulantes, anorexigenos, asociados a los antipiréticos en preparados antigripales, asi como
en los vasoconstrictores nasales etc.. Puede decirse que hoy los anfetaminicos sélo poseen

“cuatro indicaciones fundamentales, algunas de ellas muy circunscritas:.

a) En el tratamiento de los estados de narcolepsia.

b) En algunas neurosis depresivas que cursan sin ansiedad, especialmente en los estados de
apatia senil.

c) En el tratamiento de los estados caracterizados por un déficit de atencién en los nifios
(sindrome hipercinético infantil).

d) Como anorexigénicos en el tratamiento de la obesidad exdgena o alimentaria.

Estas drogas, son capaces de provocar reacciones adversas que pueden llegar hasta
una intoxicacion aguda, e incluso provocar la muerte cuando se administran en dosis
excesivas. Debe sefialarse que aunque la dosis téxica de anfetamina es variable, en general
puede establecerse que para un adulto 30 mg de droga es peligroso y 20 mg por Kg de peso
es seguramente mortal. Ademds dichas drogas son capaces de provocar farmacodependencia,
sobre todo psiquica, no causando generalmente dependencia fisica, ni tampoco sindrome de
abstinencia, lo que permite la supresién brusca del téxico en las curas de deshabituacién. No

obstante en los adictos a su uso inyectado via intravenosa también puede provocar

dependencia fisica.

En el caso de anfetamina los efectos descritos comienzan alrededor de una hora
después de la ingestion oral, llegan al méximo de 2 a 4 horas y duran de 6 a 8 horas. La
vida media de la anfetamina es de 20 horas. En relacién a la metanfetamina presenta una vida
de 9 horas. Un 20 % de la efedrina se excreta como tal en la orina y el resto en forma de

metabolitos (norefedrina y p-hidroxinorefedrina). Su vida media es de aproximadamente 3.5

horas.



1.2- METODOS DE DERIVATIZACION DE ANFETAMINAS Y COMPUESTOS
AFINES

Son varias las metodologias usadas para el andlisis de estos farmacos, asi Rasmussen
y col.(3) en un articulo de revision sobre técnicas analiticas para la deteccion e identificacion
de anfetaminas y sustancias afines en muestras no bioldégicas, muestran una amplia gama de
métodos disponibles, desde procedimientos tipo test hasta la utilizacién de técnicas analiticas
altamente sofisticadas, concluyendo que los méds empleados son la espectrofotometria UV e
IR y cromatografia plana y gaseosa (CG) como métodos de separacién, sefialando que la
cromatografia liquida (CLAR) también tiene mucho que ofrecer por su alto poder de
separacion, selectividad y reproducibilidad. Robert D.Budd (4) realiz6 un estudio
comparativo entre CG y los métodos enzimdticos EMIT (Técnicas de inmunoensayo
enzimético) y RIA (Radioinmunoensayo), en él atiende a mostrar las ventajas y desventajas
de estos tres métodos, con el objeto de que se seleccione el mas apropiado segin las
necesidades. A la vista de los resultados que obtuvo concluye que el método mds ventajoso
corresponde a CG con el inconveniente de que el nimero de muestras que se analizan es
menor. Por otra parte Deyl y col.(5) realizaron una revisién desde 1978-1984, para un
amplio grupo de drogas, entre las que se encuentra la anfetamina y metanfetamina, llegando

a conclusiones similares.

En la Figura 4 podemos ver el nimero de publicaciones sobre determinacion de
anfetamina durante los Gltimos catorce afios, observandose que las técnicas mds utilizadas
corresponden a CG, CG-MS, EMIT, RIA y CLAR.

Una tendencia similar manifiesta la metanfetamina, dado que la mayor parte de las
publicaciones contemplan varias drogas basicas como anfetamina, metanfetamina, efedrina,
pemolina...etc. Para su andlisis en fluidos biolégicos, las técnicas analiticas méds empleadas
continuan siendo las mismas aunque el porcentaje de publicaciones es bastante menor,

correspondiendo a CG el maximo niimero de ellas.
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FIGURA 4. Evolucion bibliografica en base a las publicaciones correspondientes a la determinacion de
anfetamina y metanfetamina durante la ultima década en funcion de la técnica empleada.

Durante los ultimos anos se han désarroilado nuevos procedimientos CLAR para la
determinacién de anfetaminicos, observandose un aumento en el numéro de publicaciones.
Se esta intentando alcanzar una sensibilidad similar a la proporcionada por CG-MS, puesto
que esta técnica présenta el inconveniente de estar limitada por la necesidad de que los
compuestos de la muestra sean suficientemente volatiles y en el caso de los compuestos
polares se requiere un proceso de derivatizacion tedioso y complicado previo al analisis

cromatogréafico.

A pesar de la gran cantidad de publicaciones en que se apiica CLAR al analisis de
anfetamina y compuestos afines, sélo el 25% de las mismas han sido realizadas en fluidos
bioldgicos (orina, suero, plasma,etc.), de las que un 92% corresponden a determinaciones

en orina.

Las anfetaminas en las concentraciones a las que a menudo se encuentran en los
fluidos biolégicos presentan una absorcién ultravioleta y fluoresceneia muy baja, no siendo
posible su determinacién directa por estas técnicas. Por lo que la mayor parte de los trabajos
existentes en la bibliografia utilizan la derivatizacién con el propésito de disminuir los limites

de detecciébn de estas drogas.



Son muy pocos los trabajos dedicados a la determinacidn espectrofotométrica de estas
sustancias en fluidos bioldgicos. La matriz mas estudiada ha sido orina. Wallace y col. (6)
también determinan anfetamina en muestras bioldgicas (sangre, suero, orina o en muestras
de tejido homogeneizado) oxidindola con sulfato de cerio (IV) y midiendo la absorbancia de
los productos formados. Los reactivos mds utilizados son fundamentalmente colorantes,
dando lugar a la formacién de pares iénicos con las aminas que absorben en la regién visible.
Entre los reactivos mas utilizados destacan Tropaeolin (7,8,17), Negro de eriocromo T,
Cianuro de eriocromo R, pirpura de bromocresol, verde erio B, Zincon (8), Crom azurol
S (8,11), Tetrabromofenolaftalein etil ester (10,13,15), Rosa bengala (14), rojo de metilo,
Azul de bromotimol (17) propuestos la mayoria para anélisis de screening. Efedrina y
metanfetamina también han sido determinadas en orina utilizando la formacién de complejos
con el ditiocarbamato de cobre (16). En la Tabla 3 se resumen los distintos procedimientos

utilizados, asi como algunas de sus caracteristicas analiticas.

Tal como se ha mencionado anteriormente, el nimero de trabajos que han utilizado
CLAR para la determinacién de anfetaminas ha aumentado considerablemente durante los
Gltimos afios. Al igual que sucede con la espectrofotometria UV-V en la mayoria de los casos
se ha recurrido a la derivatizacién quimica de los analitos pre o post columna. Ademds, de
la baja sensibilidad que presentan las anfetaminas, muchas aminas primarias y secundarias
presentan baja resolucién cromatogréfica, lo que hace que el anélisis de trazas sea bastante
dificil (18-19). La derivatizacion ha sido aceptada como una técnica de modificacion en
CLAR, mejorando la especificidad, resolucién cromatogréfica y la sensibilidad para trazas
de analito (20-24).

Kinberger (25) utilizé o-ftaldehido como agente de derivatizacién de anfetamina en
muestras de orina y deteccién fluorimétrica. De forma andloga, Leroy y col.(26) emplearon
este reactivo en presencia de diferentes tioles (2-mecaptoetanol, etanetiol y ter-butilmercapta-
no), siendo en este caso detectados los productos de reaccién electroquimicamente debido a

las propiedades de los productos isoinddlicos sustituidos formados.

La deteccién quimioluminiscente en CLAR ofrece una alta sensibilidad y selectividad
para compuestos fluorescentes (27), permitiendo incrementar la primera variable analitica de

10 a 100 veces respecto a la obtenida con deteccion fluorimétrica.
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Para la determinacién de trazas de anfetamina y compuestos analogos, Hayakawa y
col.(28) realizaron un estudio de comparacion entre distintos reactivos fluorescentes.
Utilizaron Bis(2,4,6,-triclorofenil)oxalato y peréxido de hidrégeno en medio acetonitrilo
como agente de derivatizacién post-columna quimioluminiscente. Como reactivos precolumna
compararon cloruro de dansilo (Dns-Cl), 4-fluoro-7-nitrobenzoxadiazol (NBD-F) y naftaleno-

2,3-dicarbaldehido (NDA) que reacciona sélo con aminas primarias en presencia de cianuro.

El reactivo NBD-F reacciona rdpidamente con aminas primarias y secundarias,
- constituyendo una ventaja sobre el reactivo NBD-CI (29-30). Los derivados NBD proporcio-
nan una sensibilidad con detecciéon quimioluminiscente menor a la presentada por deteccién
fluorescente. Los derivados NDA pueden ser detectados con una sensibilidad del orden de
10 veces mayor que la presentada por los derivados dansilados y del orden de 50 veces a la
obtenida para los derivados NBD-F. El cloruro de dansilo fue el mejor reactivo para la
determinacién simultanea de aminas primarias y secundarias, requiriéndose tnicamente la
extraccion en dietil eter de los analitos previamente a la derivatizacién. Los limites de
deteccion obtenidos con deteccién quimioluminiscente utilizando Dns-Cl fueron 3x10'%-4x
10"* moles para todos los analitos ensayados (28). La CG-MS se considera la técnica mas
sensible para la determinacion de anfetaminas, el limite de deteccién para los derivados
heptafluorobuturil de anfetamina y metanfetamina por CG-MS es de 1.5x10™ y 1.4x10™
moles, respectivamente. Sin embargo el método propuesto por estos autores (29-30) ofrece
una mejora en la sensibilidad respecto a la CG-MS, del orden de 70 veces superior para los
derivados CBI y de 3.5 para los dansilados. En este caso la metanfetamina fue determinada
en muestras de orina en concentraciones de 1.0x107 M. En otro trabajo (31), estos mismos
autores identificaron los derivados dansilados utilizando la espectrometria de masa y
determinaron las concentraciones de anfetamina, metanfetamina y piperidina en muestras de
orina de 6 individuos, detectando concentraciones en el intervalo 3.5x10%-3.3x10° M,
1.3x107- 3.6x108 M y 7.3x10%-2.4x10°M, respeétivamente. El limite de deteccién obtenido
para la metanfetamina fue de 2x10°M (Tabla 4). Posteriormente (32), utilizando este mismo
reactivo y también con detecciébn quimioluminiscente, han detectado metanfetamina en
muestras de orina en niveles de 0.2 nM, indicando que la sensibilidad obtenida en este caso

es mejor que la obtenida en CG con deteccién FID.
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Nakashima y col.(33) determinaron metanfetamina en muestras de suero utilizando
N-(4-aminobutil)-N-etilisoluminol (ABEI) como reactivo precolumna quimioluminiscente, las
condiciones Optimas de reaccién son temperatura de 80 °C y calefaccion durante 30-60
minutos. Este método permite detectar cantidades de metanfetamina en suero del orden de
20 fmol cuando se emplean 100 uL de muestra. Utilizando este procedimiento, se determiné
la concentracién de metanfetamina en una muestra (de concentracion 3.6 ug/mL previamente
determinada por CG.), obteniéndose un valor de 5.05+0.07 ug/mL. La sensibilidad obtenida
fue comparable con la obtenida por CG-MS (34) y por CLAR (28) con deteccion
fluorimétrica, pero fue ligeramente inferior a la obtenida por CLAR con deteccion
quimioluminiscente con peroxioxalato. Recientemente, estos mismos autores (35) han
determinado anfetamina y metanfetamina en muestras de orina. Los limites de deteccion se

muestran en la Tabla 4, siendo mayor el obtenido para la anfetamina.

Reactivos tales como naftaleno-2,3-dialdehido (NDA) y antraceno-2,3-dialdehido
(ADA) han sido utilizados como derivatizantes precolumna para la determinacién de aminas
primarias usando deteccién quimioluminiscente con peroxioxalato en cromatografia liquida
en fase normal y reversa (36). El proceso de derivatizacion se realizé a temperatura ambiente
durante 20 minutos, siendo los derivados NDA estables y los ADA inestables probablemente
debido, apuntan los autores, a la oxidacién de uno de los anillos aromaticos. Una desventaja -
de este procedimiento fue la formacién de productos, que presentaban interferencia en la
separacién cromatogréfica en fase reversa. Por lo que la determinacién por CLAR en fase

reversa de estas drogas a nivel de trazas no puede realizarse con estos reactivos.

Koning y col.(37), han propuesto un sistema automdtico de derivatizacion de
aminoacidos, pequefios péptidos, drogas con grupos amina primarios (anfetamina en muestras
de orina o plasma) utilizando naftalenodialdehido (NDA) como reactivo fluorigénico y
cromatografia en fase reversa. La combinacion NDA-cianuro no produce interferencia
utilizando detector fluorescente, de modo que el método no requiere una etapa de eliminacién
del exceso de reactivo tras la derivatizacion. Otro tipo de reactivo fluorescente empleado ha
sido el 4-(N,N-dimetilamino-sulfonil)-7-fluoro-2,1,3-benzoxadiazole (DBD-F) utilizando
peroxido de hidrégeno y bis(4-nitro-2-(3,6,9-trioxadeciloxi-carbonil) fenil) oxalato en medio

acetonitrilo como reactivo postcolumna para la deteccién quimioluminiscente. Los limites de
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deteccién obtenidos fueron de 27 y 100 fmoles para metanfetamina y anfetamina,

respectivamente (38).

Los reactivos con base de poliestireno-divinilbenceno, o-nitrobenzofenona conteniendo
marcas de o-acetilsalicil o fluorenil han sido propuestos para la determinacién de aminas
primarias y secundarias, mediante sistemas operando o no en linea en CLAR y deteccién
fluorescente (39). Estos reactivos poliméricos presentan buena estabilidad térmica y acuosa,
alto porceritaje de derivatizacion, bajoé limites de deteccién paré aminas (estando en el orden
* de concentraciones de ppb), y pocas interferencias por parte de los reactivos. El método ha -
sido aplicado a muestras de orina, realizando Unicamente la filtracién de la muestra

previamente a la inyeccién en el sistema cromatografico de derivatizacion en linea.

Maeder y col.(40) han propuesto también un sistema de derivatizacién precolumna
en linea utilizando 9-fluorenilmetil coloroformato (FMOC-Cl) como reactivo para la
derivatizacién de aminas, pudiéndose determinar concentraciones de anfetamina del orden de
2x10® mol/L (Tabla 4) usando este sistema en linea y con preconcentracién. La sensibilidad
de la técnica es alrededor de 50 veces mayor que la obtenida funcionando el sistema fuera

de linea. Este método ha sido aplicado a disoluciones patrén.

La inmovilizacién del reactivo 9-ﬂuoreneéceti1 (FA) sobre un soporte, ha sido
utilizado por Zhou y col.(41), para la determinacién directa de anfetamina en muestras de
plasma. Los derivados de 9-fluoreneacetil-anfetamina fueron separados por CLAR en fase
reversa usando gradiente y deteccion fluorescente. El empleo de este reactivo en fase sélida
en presencia de un tensioactivo en la fase mévil es un procedimiento simple y sensible para
la derivatizacién en linea inyectando directamente el fluido biolégico en el sistema. En este
mismo sentido, Szulc y Krull (42) han utilizado sistemas en linea con reactivos de o-
nitrobenzofenona unidos a soportes poliméricos, aplicados a la determinacion de anfetamina
y metanfetamina en muestras de orina. Fisher y col.(43), también han determinado
anfetamina en muestras de orina, basandose en el trabajo de Bourque y Krull (44), que
implica la inyeccién directa de las muestras de orina, con derivatizacién en linea, utilizando
4-(1-(3,5-dinitrobenzoiloxi)benzotriazol-6-il)) como reactivo. Los resultados obtenidos han

sido comparables a los obtenidos en CG-MS.
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En los ultimos afios se ha observado un avance en la resolucién de enantiémeros

utilizando técnicas de cromatografia, especialmente la cromatografia gaseosa (45).

Es importante la separacién enantiomérica dado que por ejemplo en el caso de la
metanfetamina, mientras que la forma D-metanfetamina es una droga de comin abuso, la
forma I-metanfetamina es usada en preparados farmacéuticos como sprays nasales. Sin
embargo, los métodos tradicionales para la determinacién de enantiémeros, tales como la
resolucion quimica o la polarimetria, no son adecuados dado que los analitos en estudio se

encuentran en los fluidos bioldgicos en cantidades muy pequeiias.

Los métodos para la resolucién cromatogréfica de enantiomeros pueden agruparse en
tres categorias. La primera de ellas implica la conversion de los enantiémeros a diasterioiso-
meros mediante la utilizacion de un agente de derivatizacién quiral. El segundo grupo
engloba la separacion de los enantiomeros en funcién de su interaccién con una fase
estacionaria quiral. Y por dltimo el tercer grupo, el menos empleado, usa una fase

estacionaria quiral y una fase mévil que contiene un eluyente quiral.

En este sentido, se han desarrollado sistemas de derivatizacion en linea utilizando el
reactivo polimérico quiral 9-fluorenilmetil cloroformato-L-proline (FMOC-L-proline) en
~ CLAR con deteccion fluorimétrica. El limite de deteccion para DI-anfetamina ha sido de 50
ng/mL (46). Recientemente (47), utilizando este mismo sistema han realizado la determina-
cion de anfetaminas en muestras de plasma, obteniendo un rango de linealidad entre 0.15 y
10 pug/mL.

Miller y col.(48) separaron enantiémeros de anfetamina utilizando cuatro reactivos
quirales diferentes:(R)-(+)-1-pheniletil isocianato (PEIC), (-) a-metoxi-a-trifluorometil)
fenilacetil cloruro (MTPA.CI), 2,3,4,6-tetra-O-acetil-3-D-gluropiranosil isotiocinato (GITC)
y 2,3,4-tri-O-acetil-a-D-arabinopiranosil isotiocianato (AITC). Un tiempo de 60 minutos fue
suficiente para completar la reaccion con todos los sustratos, variando la temperatura entre
25y 70 °C. Los derivados fueron separados por CLAR operando en fase reversa utilizando
como fase mévil metanol y agua. En general la separacion de los diasterioisomeros
correspondientes a los productos de reacciéon de GITC o AITC y MTPA.Cl con aminas fue

més completa que los productos de reacciéon de PEIC.
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Noggle y col.(49) han propuesto fenilisotiocianato como agente derivatizante
precolumna para la determinacién de anfetamina y metanfetamina. Los productos de tiourea
formados presentan buenas propiedades para la separacion cromatografica utilizando CLAR
en fase reversa y alta absortividad molar. Mediante este procedimiento, se pueden separar
enantibmeros para aminas que contienen un centro quiral. La separacion de los productos
diasterioisoméricos obtenidos de la derivatizacion quiral pueden ser separados utilizando una

columna aquiral C18 como fase estacionaria.

- Los enantiémeros de efedrina, pseudoefedrina, anfetamina y metanfetamina han sido -
separados utilizando isotiocianato 2,3,4,6-tetra-o-acetil-3-glucopiranosil isotiocianato como
agente de derivatizacion quiral. La separacion de los enantiomeros de anfetamina no es total
con este reactivo (49-50), ocurriendo lo mismo si se usa 4-nitrofenylsulfonil-1-propil-cloride
(NPSP) (51).

Los enantidmeros de aminas primarias, secundarias y terciarias se han resuelto como
carbamatos derivados formados al reaccionar con B-naftil cloroformato sobre una fase
estacionaria quiral de (R)-N-(3,5-dinitrobenzoil) fenilglicina que esta unida covalentemente

a una fase de silica y empleando una fase mévil de isopropanol en hexano (52).

Los diasterioisémeros de los productos de reaccién de d-anfetamina, l-anfetamina,
utilizando N-(trifluoroacetil)-l-propil-(N-TFA-l-propil-) han sido separados por CLAR
empleando una columna quiral de N-3,5-(dinitrobenzolil)fenilglicina (53). El uso de una
columna quiral y un reactivo de derivatizacion quiral ha permitido obtener una mejor
resolucion de las formas d- y l-anfetamina en comparacién con los datos existentes en la

literatura.

Otros reactivos de derivatizacién quiral tales como S-a-metoxibencilisocianato (54),
N-Naftaleno-2-sulfonil) propil isocianato y N-Naftaleno-2-sulfonil) propil azida (55) también
han sido propuestos para la separacién de enantiomeros de anfetamina, utilizando en ambos

casos fases estacionarias de gel de silica y petroleo refinado: 2-propanol como fase mévil.

Nagai y Kamiyama (56), también han ensayado la separacién de isémeros Opticos de
anfetamina y metanfetamina en muestras de orina de ratas, utilizando columnas quirales con
base de celulosa. Los isémeros de metanfetamina existentes en las muestras de orina fueron

analizados mediante la combinacién de las columnas Chiralcel OB y OJ, ofreciendo alta
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resolucion de picos, buena relacion quiral d/I y tiempos de retencién relativamente cortos.
Las mezclas de anfetamina y metanfetamina pueden resolverse simultineamente, obteniéndose
un tiempo de anélisis menor de 25 minutos, y el limite de deteccién fue de 25 ng por cada
20 pl de orina (1.7 ug/mL).

El desplazamiento del grupo sulfonato en un anillo aromatico puede también utilizarse
para la determinacién de bajas concentraciones de aminas, tal es el caso del reactivo (-
naftoquinona sulfonato sédico (NQS). Los grupos amino reaccionan con el reactivo NQS en
medio alcalino formando compuestos coloreados. Este reactivo fue empleando por primera
vez por Endo y col.(57) en el afio 1980 para la determinaci6n de anfetamina y metanfetamina
en muestras de orina utilizando CLAR en fase normal. Farrell y col.(58), compararon este
reactivo con otros tales como o-ftaldehido (OPA), 4-cloro-7-nitrobeceno-2,1,3-oxadiazole
(NBD-Cl) y dos reactivos formadores de pares i6nicos naftaleno-2-sulfonato (NS) y
dodecilsulfato sédico (SDDS). Se determiné la concentracion de anfetamina en una muestra
real de un individuo que habia ingerido una dosis de 55 mg. La orina fue obtenida 8 horas
después de la ingestion, siendo la concentracién de 8.5 ug/mL (pH de la orina normal). Si
se ingieren de 10-15 mg de sulfato de anfetamina, la concentracién en orina es de 40-50
ng/mL después de 1-2 horas, disminuyendo la concentracién a alrededor de 2 ng/mL tras 8-
10 horas. Segun sefialan los autores, la sensibilidad requerida para estas determinaciones en.
muestras de orina o plasma solamente se pudo alcanzar mediante la utilizacién del reactivo
NQS. El método no es valido para la determinacién de los metabolitos hidroxilados, no
obstante este tipo de sustancias son minoritarias en el porcentaje correspondiente a las formas

excretadas y no discrimina las formas isoméricas.

En el siguiente apartado se realiza una revision mds exhaustiva de esta reaccién que

constituye el centro de la presente memoria.

16



TABLA 3. Propiedades aiialilicas de los diferentes métodos propuestos para el anilisis de anfetamina y metanfetamina por espectrofbtometrfa UV-V.

(*) hxtraccion posieriormenle a la derivatizacion

Muestra 1Jmpteza de Derivatizacion Detector limite de Nuta Kef
muestra deteccion
Anfetamina Orina, sangre, n hexano Oxidacion con sulfato de Ce (IV) UV. 287 nm 0.5 Mg/tnU tomando 10 ml. de orina 6

suero o tejido
Metanfetamina Orina nici,- Tropaeolin uv-v 3 f,g/ml. Screening Formacion de un producto de color rojo o violeta rojizo 7

cuando se anade MeOll en medio &cido suifttrico

Metanfetamina Orina Negro de eriocromo T.Eriocromo de uv-v Screening 8
cianuro R, Purpura de Bromocresol
Verde de Erio B, Zincon, Tropaeolin 0.0

Metanfetamina Orina cnn; Azul de Chrom S ITV-V Screening 1J1 presencia de color rojo violeta en la fase oiganica 9
Anfetamina indican la exisiencia de mas de 1 Mg de metanfetamina
Anfetamina Orina Tetrabromofcnoinaftaleno ctil ester uv-v Screening 10

Metanfetamina

Metanfetamina Orina ni,n; Verde de bromocresol. Cromo Azurol S. uv-v Screenig I
1,2-diclorometano Negro de eriocromo T. Naranja de metilo
cnn, Zincon
Metanfetamina Sangre Celite 545 con uv-v l.a deter 6n se ha realizad pectrofotométri tc y por C(i- 12
posterior 230 nm MS
extraccion del
analito en n
hexano
Metanfetamina Orina 1,2-dicloroetano Tetrabronmofenoinaftaleno etil ester uv-v Screening. 13
tifedrina 570 nm(Met)
Metilefedrina 555nm(Efe)
550nm(Mefe)
Metanfetamina Orina Diclorometano* Solucion de Rosa Bengala en tampon uv-v 1J1 coloracién roja o naranja amarillento indica la existcncia de 14
BriUon Robinson (pli =7 3). en presencia f ina en i 5 0 0.6 Mglirtl-
de 0.05% de azul de bromofenol
Metanfetamina Orina 1.2 dicloroetano Tcuabromofenoinafuleno etil ester uv.-v 0 16 Hg/ml. (TBPE-H) reacciona en medio CH,CI, para la formacion de pares 15
idnicos
Metanfetamina Orina Complejacién con Cu-ditiocarbamato uv-v 20 ~g 16
Hfcdrina (Colorimetri
camente)
4 Mg (f'I-U)
Anfetamina Orina cnn; Complejos coloreados con Tropaeolin, uv-v Intervalo de linealidad entre 17
Azul de bromotimol.Rojo de metilo. 530.590.530. 2 Mg- 100 Mg de anfetamina en la muestra

Negro de eriocromo T 530 nm



TABLA 4. Propiedades aiialiticas de los diferentes métodos propuestos

DroKa

Anfelamma (Anf)

Anfetamina.
Metanfetamina
(Met)

Anfetamina,
Metanfetamina y
piperidina

Anfetamina.
Metanfetamina

Metanfetamina

Anfetamina

Fcnilalquilaminas
(Anfetamina.
Metanfetamina
etc...)

Metanfetamina

Muestra

Orina

Orina

Orina

Orina

Suero

Orina y
plasma

Matrices
biologicas
(Orina y
exlractos
de
plantas)

Orina

Umpieza
muestra
Liquido liquide
™)

A

IVL

Et,0. alk pli

IVL EtjO, alk pH

IVL

A0

Precipitacion con
acetona

Fase soélida:
XAD 2

Fase soélida:
Adsorbex
SCX(I00Omg)
intercambio

catiénico

Derivatizacion

o-ftaldialdchido (OFA)

diferentes reactivos.

cloruro de dansilo (Dns-Cl),

4 liuoro 7 nitrobenzoxadiazole,
naftaleno-2,3-dicarbaldehido

Cloruro de dansilo

ABEI N (4 amino bulil) N-ethyl
isoluminol méas N.N’-
disuccinimidil carbonate en
presencia de metanol y
trimetilamina

ABEI N (4 aminobutil) N
etilsoluminol mas N.N’-
disucinimidil carbonato en
presencia de metanol y
trimetilamina. Calentando 80°
30"

OPA. NBD-CI, NQS. NS.
SDDS

Fase
estacionaria

RI' IRdOAm)

Inertsil ODS-2

Inertsil ODS-2

RPC,

Shimpack
('Lc-c,.

Partisil 5,

1 i( hrospher
Si 100.
Partisil ODS
2.

3>un

Spherisorb
oDs |

Asahipak GS-
320M

para el anélisis de anfetamina y metanfetamina por CLAR.

Fase maovil

MeOIMIjO
(75:25)

1.0x10 * M imidazol
en acetonitrilo agua

Acetonitrilo agua(7:3).
ImM imidazol pH 7

MeOH agua (54:64)
conteniendo 30mM
Na-octanosulfonato

MeOIl agua (54:64)
conteniendo 30mM
Na octanosulfonato

Varias

Acetonitrilo: agua
(72.928 vlv), 5mL
acido ortofosforico
(85%). 0.28 ml, hexil
amina por 1000 mL

0 02M NallCO,
0.02M Na,CO,(8:2)
40°C

1.0 mIVmin

Detector

I luorcscencia
450/350nm

Fluorescencia
Quimioluminiscencia tras
reaccion con oxalato
Bis(2.4.6 thclorofenil) y
peroxido de hidrégeno en
acetonitrilo.
Quimioluminiscencia tras
reaccion con oxalato
bis(2.4.6 mchirophenyl) y
peroxido de hidrégeno

Quimioluminiscencia tras

reaccién con K ferrieianuro,

NaOH, H,0, y (3-
ciclodexu-iiu

Quimioluminiscencia tras

reaccién con K ferrieianuro,

NaOll. 11,0, y (i-
ciclodextrina

UV/ Fluorescencia

Fila de diodes UV 198 y
205 nm

UV 207 nm

limite de deteccion

Limite de deteccion
0.2/ig/ml.

Para los Dns
derivados 3x10
4x10 “ mol

2x10"“M (MA) en
Orina

Limite de deteccion 20

fmol(Met) y 100
ImoKANO

(Anf)

Limite de deteccion 20
fmol (tomando 100 ftL

de suero)

Orina 4 ng/ml.
Plasma 20 ng/ml.

I0’'M en
muestras de orina para

Nota

Intervalo de linearidad 0.25-3/ig/mL
Muestras de orina anadida

Dns ( | fue el mas adecuado. Recuperacion
con derivatizacion Dns 99.3+0.7% para
(Metanfetamina)

Muestras de orina anadida

Sensibilidad mayor que con el test del
reactivo de Simon's y CG.

Orina de individuos sospechosos

Met; 1 3x10’ to 3 6xI()*M;

Anf: 3.5x10’ to 3.3xI0‘M

Intervalo lineal hasta 5 pmol (Met) y 10
pmol(Zknf) Muestras de orina anadida.

Intervalo de linearidad 0.05-5 pmol
Sensibilidad comparable con CG-MS y con
Fluorescencia HPLC Recuperacion para Met
99%. Suero de individuo adicto. Met: 3.8

Mg/tnl

Muestra de orina de adicto, Anf: 8.5 fig/ml.
derivatizacion con SDDS l,0s mejores
r Itados fueron ok idos con NQS.

Separacion isocralica.

Intervalo de linearidad 1-10 >ig/ml.

Réf.

25

28

31

35

76

77

82



UriiKu

DI Anfetamina

Anfetamina

Anfetamina

Anfetamina,
Metanfetamina

Anfetamina

Anfetamina

Anfetamina,
Metanfetamina

Muesim Umpieza Derivatizacion
inueslra
Orina Filtracion a Reactivos poliméricos
pli= 10 conteniendo un ester activado
unido al gntpo 9-fluororenil
(FMOf’ -Cl).
Orina Filtracion a FAIOC’-L prolina
pH =10
Plasma Diluciéon 9 fluorenoacetil tagged (FA)
Orina (’oncentraciéon en

humana y precolumnas.
de Vélvulas de

caballos conmutacién
Orina ( on vélvulas de
conmutacion
y dus precolumnas
I’airones Naftaicno-2,3-dialdehido,
Antraccno 2.3 dialdehido.
Plasma Diluida como Naftaicnodialdehido
mueho 200- veces
Patrones 9-fluorenil metil cloroformato

(FTM<X"-ri)

Fase
estacionaria

LichroSpher

(,!” 5m

Supelcosil LC
AfIZ, 5 fun

Spherisorb
ODS-2, 5tan

C, y silice

Lichrosorb
RP 18 5 *

oDs 2
Chromospher
C,, 5fm

Nucl ilc,,

Fase niovU Detector limite de deteccion
50/50. 80/20, irv. 254 nm 0 1/ig/imL
acctonitrilo/agua Fluorescencia (265/320nm)

(40-48%) acetonitrilo iIV, Fluorescencia 50 ng/ml.

agua
Gradiente desde | mM Fluorescencia (254/313 nm) 0.2 //g/mL en plasma
SDS en ACN agua
(10:90 v/iv) a | mM
SDS en ACN agua
(55:45 v/v) para la
separacion analitica
G OOIM acido
perclorico-0. IM
perclorato sédico en
agua/MeOH

UV 210 nm 20 ng/mL

Tampoén pH=6.5 y UV 210 y 235 nm 0.2 yig/ml.

acetonitrilo
Acetonitrilo >1()*M
agua(70:30)

conteniendo 2 5mM

Fluorescencia,
Quimioluminiscencia con
peroxioxalato

imidazol

Fluorescencia

Gradiente 50 fmol de Anf. (50

Nota R:f

% de derivatizacion son 90%-70% para 39
aminas I*™‘y 2""" Muestras de orina

anadida.

Muestras de orina anadida 46

Derivatizacion en linea en ACN agua (10:90 41
viv).

Intervalo de linealidad 2-40 ~g/ml. con |

mM SDS a 75C durante 8 min Muestras de
plasma anadida.

Microboro HPLC gradiente. Limite de 83
determinacién 0 | ~*g/ml. Muestras de orina
aAadida.

Intervalo de linealidad 0.3-10 mg/L 84
Muestras de orina de individuos adictos Met:

8.2 mg/L; /Vnf: 1.8 mg/L.

I*s derivados fueron extraidos con 36

tolueno:hexano (1:1) y diluidos con
diclorometano

Derivatizacion precolumna automati/ada l,a 37

A- TUF tampén
fosfato de

fiL inyectados)

potasio(pH =6.8
0.05M) (5:95)

B acetonitrilo MeOl -
tampén fosfato de
potasio

(pli=6.8 0 05M)
(55:10:35)

itrilo agua UV, 265 nm

(NM) 5=<m

(58:42, viv)

r ion es llevada a cabo en medio acuoso a
pH 9.3 en 15 min. Intervalo de linearidad
10 fmol-100 pmol inyecudos

Pr acién y deri én en linea 40

Intervalo de linearidad 2x10* - IxIO ' M



1.3. - REACCION DE AMINAS CON 1,2-NAFTOQUINONA 4-SULFONATO

En 1922 Folin (59) describi6 un método para la determinacién de aminodcidos
mediante la combinacién de los grupos amino con 1,2-naftoquinona 4-sulfonato (NQS) en
medio alcalino, formando compuestos coloreados que podian determinarse colorimétricamen-
te. En el libro de Fiegl (60), también se habla de la identificacion de compuestos que
contienen dtomos de hidrégeno removibles ligados a un 4tomo de carbono o de nitrégeno
mediante la reaccién con NQS en medio neutro o ligeramente alcalino, formando productos
de condensacién para-quinoides de coloracién intensa. La prueba descrita segun sefiala el
autor sélo puede ser aplicada con fines orientativos, ya que la reactividad de los grupos -CH,
y -NH, estd influenciada por el resto de grupos de la molécula. Otros autores, tales como
Howell y col.(61), y Pratt (62) también han utilizado el reactivo NQS para la determinacién

de aminoacidos y 4cido hidrazida isonicotinico, respectivamente.

El trabajo de Rosenblatt y col.(63) es una de las primeras publicaciones en cuanto a
la determinaci6n de aminas primarias usando NQS como reactivo de derivatizacién. Mientras
que algunos autores proponen la utilizacién de agentes reductores tales como tiosulfato sédico
(64-65) o acetona (66) para eliminar la coloracion del exceso de reactivo, estos autores
~ proponen el empleo de un disolvente orgénico, preferiblemente cloroformo, para extraer el

producto de reaccién formado, aumentando ademds la sensibilidad del método.

Girkan (67) utilizé este reactivo en la investigacién de aminas simpatomiméticas
(anfetamina, ciclopentamina, triaminoheptano y metilhexaneamina). Condensé los productos
de reacciéon NQS-amina encontrando que aquellas que contenian grupos -OH en posicion o«
(efedrina, mefetermina, fenilpropanolamina, foledrina y oxidrina) no daban reaccién
cuantitativa con NQS. Este trabajo propone un procedimiento espectrofotométrico basado en
la medida de la absorbancia de los productos de condensacién para-quinoideos extraidos en
cloroformo y un procedimiento fluorimétrico basado en la medida de la sefial analitica
proporcionada por productos de condensacion reducidos con borohidruro sédico. Ambos
procedimientos han sido aplicados a muestras sintéticas (67), asi como a la determinacion de

anfetamina en preparados farmacéuticos (68).

En 1978 Hashimoto y col.(69) describieron la reaccién entre derivados de (-

feniletilamina y el reactivo 1,2-naftoquinona 4-sulfonato. Estos autores elucidaron el
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mecanismo de reaccién examinando las estructuras de los productos de reaccion recristaliza-

dos. Los resultados obtenidos mediante el andlisis elemental sugirieron que los productos de

reaccién formados tenian una estructura general como la que se muestra en la Figura 5.

o o}
O o)
.N.HRIRz.‘*’., e A O‘ o
SO;Na ‘ NR,R,

FIGURA 5. Estructura del reactivo NQS y del producto de reaccién amina-NQS.

El andlisis instrumental (IR, NRM y MS) corroboré la férmula propuesta. Estos
autores establecieron como condiciones éptimas de reaccion calefaccion a 70 °C durante 30
minutos para la mezcla de volimenes iguales de amina, medio bicarbonato (8 %) y reactivo
(0.5%), y extraccién del producto de reaccién con cloroformo. La cantidad de reactivo en
exceso necesaria para completar la reaccion fue de alrededor de 6 veces para las aminas
primarias y de 8 veces para las secundarias. Sefialando que, la reaccién de los derivados
fenetilaminicos con un grupo -OH no llegaba a completarse bajo las condiciones estudiadas.
Los resultados obtenidos por cromatografia plana para los productos de reaccion, sugirieron
que el método es valido para la deteccién de estas drogas principalmente para anélisis de

screening.

Posteriormente, Endo y col.(57) aplicaron esta reaccién coloreada a la microdetermi-
nacién de drogas estimulantes en muestras de orina (anfetamina y metanfetamina) mediante
cromatografia liquida de alta resolucién CLAR en fase normal. Las sefales analiticas fueron

medidas a 450 y 464 nm, respectivamente.

En 1983, Farrell y col.(58) realizaron un estudio de la determinacién de anfetaminas
en muestras de plasma y orina por CLAR utilizando distintos reactivos de derivatizacién
precolumna, entre ellos NQS. De todos los reactivos ensayados el método de derivatizacién
con NQS fue el més selectivo y el tnico suficientemente sensible para la determinacion de

estas drogas en muestras de orina y plasma en cantidades del orden de ng/mL, tal como se
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ha mencionado en el apartado anterior. Obtuvieron calibrados lineales para NQS-metanfeta-
mina y NQS-anfetamina en agua, orina y plasma entre 0.5-5 pg/mL y limites de deteccion
de alrededor de 2 ng que confirmaban los resultados obtenidos por Endo y col.(50), siendo
este el metodo de CLAR recomendado por The Pharmaceutical Society of Great Britain (70).
Recientemente, Nakahara y col.(71) han descrito la aplicacién de este reactivo como agente
de derivatizacién de aminas empleando CLAR en fase reversa y deteccidn electroquimica.
En este caso, el disolvente de extraccion propuesto fue n-hexano:acetato de etilo (1:1 v/v)
en lugar de cloroformo. Este procedimiento ha sido aplicado a la determinacién de aminas

en muestras de orina (72) y de saliva (73).

Lindsay y col.(74) estan de acuerdo con los fundamentos metodolégicos de la reaccién
(Figura 5). Sin embargo, han encontrado algunos ejemplos en los que el procedimiento de
derivatizacién no funciona correctamente. Segiin estos autores, los efectos estéricos pueden
ser una causa importante en el retraso de la derivatizacién, sin embargo apuntan que el

mayor problema reside en la extraccion de los derivados hidrofilicos.

Como ha podido observarse en.la bibliografia, el NQS ha sido usado como agente de
derivatizacién precolumna de anfetaminas y compuestos afines en muestras bioldgicas para
la determinacién cromatogréfica utilizando deteccién UV-V, electroquimica y fluorimétrica,
no estando descrita su aplicabilidad a procedimientos estéticos. Del estudio de la bibliografia
se deriva que aunque todos los autores indican que la reaccién transcurre en medio bésico,
manteniendo [a muestra durante un periodo de tiempo determinado a temperatura ambiente
o superior, no existe unanimidad al respecto, tal es el desacuerdo en cuanto a las condiciones
de reaccion que incluso los mismos autores, en trabajos diferentes, proponen distintas
condiciones (Tabla SA, 5B). En la Tabla 5A se muestran los diferentes métodos espectrofoto-
métricos descritos en la bibliografia. Como se puede observar, de todos los procedimientos
propuestos no hay ninguno aplicado a muestras bioldgicas, y s6lo uno a preparados
farmacéuticos (68). Aunque no todos los autores indican la existencia de interferencia
introducida por el blanco reactivo, en la mayoria de los trabajos si se ha contemplado dicha
posibilidad. Los primeros trabajos se realizaron en disolucién acuosa, en uno de ellos para
la eliminaci6n de interferencias se adiciona tiosulfato sédico en medio acido acético (62). Los
articulos mas recientes utilizan la extraccién de los productos de reaccién con un disolvente

organico, siendo el mas empleado el cloroformo, la mezcla n-hexano:acetato de etilo (1:1)
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también ha sido ensayada (72-73). La aplicacién de esta reacci6n para la determinacién de
anfetamina en muestras biolégicas emplea CLAR como técnica de separacion de los
productos de reaccion y posterior detecciéon UV-V o electroquimica. En estos trabajos aunque
todos emplean medio bicarbonato, las temperaturas y tiempos de reaccidon son diferentes

como se observa en la Tabla 5B.
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TABLA 5. Propiedades analiticas de los diferentes procedimientos que han empleado el reactivo NQS como agente de derivatizacion de aminas. A) utilizando
espectrofotometria UV-V, B) haciendo uso de la cromatografia liquida de alta resolucion CLAR.

TABLA 5A

Iteterminaciones especlrorotiimétricas en las que se utUiza el reactivo NQS

Condiciones de reaccién

Analitos y tipo de muestra Temperatura (”C) pH y tampoén Tiempo de reaccion Eliminaciéon del exceso de Ref
reactivo
aminoéacidos 59
pmeba de indeniificacion de ambiente neutro o ligeramente alcalino 60
compuestos que contienen utilzando NaOH

grupos (‘Hj o NH,

aminoéacidos ambiente pH basico. medio bicarbonato 2.5 horas acido aceiato sodico y tiosulfato 61
sédico
Hidra/ida acido isonicético ambiente basico utilizando NaOll 15 min. 62
Ktilenimina. butilamina ambiente 10 3 utilizando medio fosfato extraccion en cloroformo 63
Isoxizo! aminas ambiente 10.3 utilizando medio fosfato 20 min adicion de acido clorhidrico y 64
extraccion con tctracloruro de
carbono
Aminas simpatomiméticas 50 entre 4 y 7 con carbonato 10 min extraccién en cloroformo 67
sédico
Anfetamina en preparados 60 entre 8-8.5 con carbonato 30 min extraccién en cloroformo 68

farmacéuticos sédico



TABLA 58

REF Muestra
57 Orina
58 Orina y

plasma
! fluidos
biolégicos
72

Volumen de
muestra
tornado

(mJ.)

50

20

0.05

0.5

limpieza de
muestra

L/l, con
n hexano

S/L
con résinas
XAD 2

L/L con
hexano eter
(2:1.vlv)

Medio

bicarbonato
2.7%

bicarbonato
4%

bicarbonato
0.7%

1%

Derivatizacion

TCO

70

70

60

60

t(min)

20

20

40

30

fase
organica

cloroformo
(2 ml,)

cloroformo
(2 mL)

n hexano
etil ether
(2:1.vlv)
(1 ml)
n hexano
acetalo de
etilo (1:1)

Volumeu
inyeccion

(f)

20

Separacion
fase fase movil
estacionaria
| ichrosorb Si cloroformo
100 10/im acetato de etilo
(25 cmx2 eianol n hexano
mmIiD) (25:10 1:50)
Partisil cloroformo
(15 cmx 5mm acetalo de etilo-
ID) etanol n hexano
(25:35:1:50)
ABondasph tonitrilo/
C,, 5/im metanol/
150x3 9 mm ID 0.01 M H,SO,
(40°C) (20:20:60)

velocidad

de fluj»
(ml/min)

1.2

2.5

08

Deteccion

1IV-vis
4f)4 nm
280 nm

UV vis
248 nm

Hlectroquimica*

limite de
deteccion

5 ng
2ng

KM) ng/ml.
(orina)

50 ng/ml.
suero.plasma
saliva)

10 20 ng/ml.
suero. plasma
saliva)



1.4.- METODOS DE TRATAMIENTO PRELIMINAR DE MUESTRAS BIOLOGICAS

Generalmente las matrices bioldgicas no permiten el andlisis directo del analito en la
muestra, siendo necesario el empleo de procedimientos de limpieza con el fin de eliminar

interferencias.

En relacion a los procedimientos de andlisis de anfetaminas mediante espectrofotome-
tria UV-V, en la mayor parte de los trabajos existentes en la bibliografia, que en realidad son
muy pocos y van dirigidos fundamentalmente al andlisis cualitativo, se han utilizado
disolventes orgénicos, generalmente cloroformo, con el objeto de extraer los pares iOnicos
que forman con los colorantes propuestos y evitar el exceso de colorante (Tabla 3). También
existen algunos trabajos en los que se incluye una etapa previa de extraccion del analito en
un disolvente orgénico, tal es el caso descrito por Sakai y col.(15), quienes separan los
analitos (metanfetamina, efedrina y metilefedrina) de la matriz de orina fuertementé
alcalinizada utilizando 1,2-dicloroetano. Los analitos extraidos reaccionan en este medio con
tetrabromofenolnaftaleno etil ester formando pares idnicos coloreados. Dado que los
compuestos formados presentan caracteristicas y estequiometria que dependen de la
temperatura, propusieron la determinacién simultanea de efedrina y metanfetamina en
muestras de orina.

Los procedimientos descritos en la bibliografia que utilizan la técnica CLAR ofrecen
mas posibilidades de tratamiento preliminar de muestra.

El andlisis de firmacos en muestras de orina, suero o plasma mediante CLAR,
requiere de esta etapa para separar proteinas, pigmentos, etc. de la matriz antes de ser
inyectadas en la columna. La imposibilidad de una inyeccién directa radica en el consiguiente
deterioro de la columna debido a una adsorcién irreversible de las proteinas en la fase
estacionaria con lo que mermaria progresivamente la capacidad regeneradora de ésta, a la vez
que se incrementaria progresivamente la presién del sistema. El tratamiento previo de
muestra mas generalizado es la extraccidn liquido-liquido, que permite recuperar y concentrar

los analitos y separarlos de los compuestos interferentes de la matriz.

En la Tabla 4, se revisan los distintos trabajos en los que se ha utilizado la extraccién

liquido-liquido. Se han usado disolventes tales como dietileter (EtO,) (25,28,31,35) y pH
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fuertemente alcalino. La extraccidn se ha realizado generalmente en medio basico dado los
valores de las constantes de acidez (log K alrededor de 9.9) que presentan este tipo de
analitos. Kinberger (25) utiliz6 la extraccién liquido-liquido con dietileter para la extraccion
de anfetamina desde muestras de orina previamente alcalinizadas con NaOH. A los extractos
orgénicos se afiadié acido clorhidrico, quedando los analitos en la fase acuosa. Separadas
ambas fases, a la acuosa se afiadid6 NaOH y el reactivo OPA para realizar la derivatizacion.
Transcurrido el tiempo de reaccién (5 minutos) se procedié a la inyeccion directa de la
muestra en el cromatégrafo. Hayakawa y col.(28), también utilizan este mismo disolvente
de extraccion pueS permite una extraccion cuantitativa de metanfetamina desde muestras de
orina fuertemente alcalinizadas siendo los porcentajes de recuperacion obtenidos de 99.3 +
0.7%. Estos mismos autores (31) usando dietileter como disolvente de extraccion
determinaron anfetamina, metanfetamina y piperidina en muestras de orina empleando en este
caso cloruro de dansilo como agente derivatizante. El n-hexano también ha sido utilizado
como disolvente de extraccién por Endo y col.(57) para la determinacién de anfetamina y

metanfetamina con 1,2-naftoquinona-4-sulfonato.

La extraccién de pares i6nicos fue propuesta por Hoogewijs y col. (75) para analizar
drogas bésicas inyectando directamente los extractos en la columna cromatogréfica. Las
eficacias de extraccion de los reactivos n-octilsulfato sédico y fosfato bis(2-etilhexil)

formadores de pares iénicos fueron comparadas por estos autores.

Otro procedimiento descrito en la bibliografia (76), consiste en la limpieza de la
muestra mediante precipitacién con acetona de las proteinas, filtracién y posterior extraccion

de la droga con un disolvente orgéanico (Tabla 4).

Durante los ultimos afios se ha observado una tendencia a la utilizacién de
procedimientos de extraccién en fase sélida. Sekine y col.(77), han extraido cuantitativamente
anfetamina, metanfetamina, metilefedrina, y p-hidroxianfetamina en muestras de orina,
utilizando cartuchos Sep-pack C18. Estas drogas pueden ser extraidas casi cuantitativamente
a valores de pH=8 y con velocidades de flujo entre 2.5 y 5.0 mL/min. Estos mismos autores
(78) han propuesto un sistema de extraccién automatico utilizando una minicolumna ODS (25
mm x 9 mm d.i) para el andlisis de drogas de abuso en fluidos biolégicos. Patel y col. (79),

han aislado anfetamina y metanfetamina de muestras de orina utilizando cartuchos de
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extraccion C18, inyectando directamente los eluatos en la columna para la realizacién de!
analisis. En este caso el principio de extraccidn implica la interaccidon hidrofébica usamdo
pares idnicos con acido hexanosulfénico. La extraccion fue lineal en el intervalo de

concentraciones 5.0 y 25 pg/mL.

Mishra y col.(80) han propuesto un procedimiento de extraccién en columma,
empleando un soporte de silice, para el screening y confirmacién de drogas en muestras de
orina de caballos, mediante la utilizacién de cromatografia plana TLC y cromatografia de
gases acoplada a un espectrometro de masas (CG-MS), respectivamente. Estos autoires
indican que la extraccion liquido-liquido usando como disolvente una mezcla diclorometano
(DCM)-isopropanol (1:3 v/v) proporciond porcentajes de recuperacion para anfetamina y
metanfetamina menores al 25 %, mientras que con el procedimiento en columna de siliica

DAU se obtuvieron porcentajes del 85 %.

Farrell y Jefferies (58) también han utilizado columnas de extraccion en fase sélida
(XAD-2) y como eluyente una mezcla de cloroformo:isopropanol (3:1), para la determinaciién

de aminas en muestras de orina.

Recientemente, Helmlin y Brenneisen (81), han extraido derivados de feniletilamima,
tales como metilenedioximetilanfetamina(MDMA) y metilenedioxianfetamina(MDA) de
muestras de orina, usando una columna de extraccidn en fase sélida de intercambio catiéniico

Adsorbex SCX(100 mg), siendo los porcentajes de recuperacion mayores del 98% (Tabla 4).

En algunos procedimientos descritos en la bibliografia, la muestra se somete a wna
dnica extraccion liquido-liquido, con el fin de aislar los productos de reaccion y a la wez
eliminar el exceso de reactivo y compuestos enddgenos de la muestra que puedan interferir
(72-73).

Durante los Gltimos afios se ha observado una tendencia a la utilizacion de sistermas
en linea que permitan la inyeccioén directa de muestra. En este sentido, Hoiso (82), ha

propuesto la determinacion de metanfetamina en muestras de orina sin derivatizacién ni

tratamiento previo de la muestra.

28



Se han descrito otros procedimientos (39,41,43) en los que se realiza la determinacion
de anfetamina en fluidos biolégicos utilizando derivatizacion en linea y separacién por CLAR
y fase reversa. En estos casos, la muestra simplemente se filtra (39,43) o diluye (41)
previamente a la inyeccion en el sistema. Koning y col.(37), en este sentido han propuesto

naftalenodialdehido como agente de derivatizacién en linea y deteccion fluorimétrica.

Slais y col.(83) proponen un anélisis de screenig de anfetaminas en muestras de orina
humana y de caballos. Combinan dos columnas en serie que permiten la limpieza de la
muestra y la concentracion de la misma.  Los resultados obtenidos muestran buena
reproducibilidad, permitiendo la determinacidn de anfetamina en concentraciones inferiores

a1l pug/mL, (el limite de deteccion en muestras de orina fue de 20 ng/mL) (Tabla 4).

Binder y col.(84) han propuesto otro esquema de valvulas de conmutacion que utiliza
dos precolumnas poliméricas para aislar las drogas, y una columna de fase normal acoplada
a una de silice para la separacién cromatografica. Se analizaron muestras de orina que habian
dado positivo mediante el andlisis por cromatografia plana, las concentraciones obtenidas por
comparacién con disoluciones patrén de concentracién conocida fueron de 1.8 ug/mL y 8.2

pg/mL para anfetamina y metanfetamina, respectivamente.

Recientemente, se ha introducido la electroforesis de zona para el tratamiento

preliminar de muestras, incorporandose en linea con CLAR (85-86).
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2. DISCUSION SOBRE EL ESTADO ACTUAL DEL TEMA Y OBJETIVOS

Debido a que en la actualidad y también a lo largo de la historia reciente las
anfetaminas son un grupo de estimulantes de consumo fundamentalmente prohibido y
suficiiemtemente extendido en diferentes ambitos de la sociedad, el poder disponer de métodos

validadios para su determinaciéon que utilicen técnicas de gran difusion como es la

especitrofotometria, reviste un interés inmediato.

' Del estudio de la biblibgfafia se deriva que son en realidad pocos los métodos
espectrofotométricos propuestos para la determinacion de anfetaminas y compuestos afines.
La mayor parte son procedimientos cualitativos basados en la formacion de pares iénicos con
coloramtes (Tabla 3). La necesidad de utilizar una reaccién quimica parece evidente, dadas
las comcentraciones de estas drogas en orina (fluido biolégico en el que generalmente se

- practtica el andlisis) y la baja absortividad nativa que presentan. El nimero de reactivos
propuestos tampoco es elevado y en principio del examen de la literatura parece desprenderse
que el 1,2-naftoquinona sulfonato sédico es uno de los pocos reactivos espectrofotométricos,

sino el Gnico, que pueda proporcionar una sensibilidad suficiente considerando el contenido
presente en las muestras bioldgicas.

En cuanto al estado de conocimiento que se tiene de la reaccion sefialar que tampoco
es mucho, Unicamente se han aislado los productos de reaccién y las condiciones 6ptimas
propuestas varian en un intervalo bastante amplio (Tabla 5), estando descrita Gnicamente su
eplicaciéon CLAR como agente de derivatizacién pre-columna. Consecuentemente y a la vista
del gran nimero de variables que pueden influir en la determinacion y que por supuesto
marcaran la exactitud y precision del resultado analitico, se plante6 su estudio que incluird
varios apartados, eligiendo para ello aminas primarias tales como (-feniletilamina y
infetamina y secundarias como metanfetamina y efedrina. La efedrina se introduce dada la

controversia existente entre los diversos autores sobre su reactividad.

Una primera parte se dedicard al estudio de variables propiamente experimentales tales
como pH, temperatura, tiempo de calefaccién e influencia de la concentracién de reactivo
que van a incidir fundamentalmente en el grado de desplazamiento de la reaccion. En este
grupo también se puede incluir la influencia del disolvente orginico de extraccion que

marcard el porcentaje de recuperacion de los productos formados. Un segundo tipo de
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variables van a influir directamente en la exactitud de la determinacién y se las puede
calificar mejor de variables analiticas, tales como el blanco que plantea el problema de su
propia reaccion y de los errores sisteméticos a los que puede conducir y el efecto matriz que
puede inducir a plantearse la necesidad de un tratamiento preliminar de la muestra o en su
caso de una etapa de calibracién que puede considerar la presencia de errores sistematicos
corregibles ya sean constantes y/o proporcionales o ambos tipos de error. Para evidenciar y
corregir, estos tipos de error se pueden aplicar los métodos de adicion estandar (87-88),
Youden (89) y el método de adicién estindar del punto H propuesto por este grupo de
investigacion (90-95). |

Una vez cumplidos estos objetivos, el conocimiento de la reaccién en la direccion
planteada permitird establecer las aplicaciones analiticas que se pueden derivar y que
responderian a la determinacién de anfetamina y/o metanfetamina y efedrina mediante
procedimientos extractivo-colorimétricos, o directamente en disolucion acuosa aprovechando
la cinética de la reaccién o bien utilizando la técnica CLAR acoplada a la deteccion UV-V,

procedimiento para el que esta descrita su aplicacion.

La literatura muestra que las técnicas de deteccién en CLAR de uso mas frecuente en
este tipo de determinaciones son la fluorescencia, la quimioluminiscencia y la espectrofoto-
metria. Los trabajos dedicados a este tltimo tipo de deteccion coinciden en sefialar que sélo
el NQS permite alcanzar los limites de deteccion necesarios para el andlisis de estas drogas
en fluidos bioldgicos. Por otra parte, todos coinciden en la necesidad de utilizar un
tratamiento preliminar de la muestra que generalmente consiste en una extraccion liquido-
liquido. Sin embargo en la literatura se observa una evolucién hacia el uso de la extraccién
solido-liquido, si bien propuesta para otro tipo de reactivos, etapa previa para el disefio de
sistemas de extraccién de muestras en linea mediante valvulas de conmutacién y que por si
misma ya supone un ahorro de tiempo considerable en la etapa de tratamiento preliminar de
la muestra. Teniendo presente estas consideraciones se planted el estudio de la determinacion
CLAR en fase normal derivatizando con NQS y utilizando un tratamiento preliminar de la
muestra consistente en la extraccion sélido-liquido. Método que en principio presentara
menores limites de deteccion que la espectrofotometria convencional entre otras razones

porque el incluir una etapa de separacidn la absorbancia podra medirse en la regién UV.
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Una vez justificado el interés cientifico del ‘tema que podria resumirse en una
profundizacién en el estudio de los errores sistemdticos de esta determinacion en particular
y de la forma de corregirlos, pero que podria extenderse a otro tipo de procedimientos,
indiciendo por tanto en la validacién analitica de estos y que también se reflejaria en un
conocimiento de la reaccién para anfetaminas, pero aplicable a otras aminas, y por tanto de
sus prestaciones analiticas y justificado también su interés social dado su consumo, los
objetivos de la presente memoria se podrian resumir esquematicamente en los siguientes
puntos:

1. Estudio de las variables experimentales que afectan a la reaccién entre aminas y el reactivo
NQS, partiendo de las condiciones establecidas en la literatura. El objeto de este apartado
es establecer los valores Optimos de estas variables para la determinacién de las distintas
aminas ensayadas.

2. Estudio quimiométrico de la determinacién extracto-espectrofotométrica. Influencia del
blanco y efecto matriz. Caracterizacion de errores sistemdticos. Estudio de diferentes
tratamientos preliminares de limpieza de muestras de orina, previos a la derivatizacién con
NQS. Aplicacién de los métodos de Youden y de adicién estindar. Estudio de la capacidad
del método de adicién estindar del punto H para evidenciar y corregir los errores
introducidos por un blanco absorbente.

3. Determinacién extracto-colorimétrica de anfetamina y metanfetamina en muestras de orina
independientemente o conjuntamente mediante el método de adicién estandar del punto H,
cuya aplicacion en presencia de TYB (blanco total de Youden) se demostrara. Determinacion
de efedrina en preparados farmacéuticos.

4. Dadas las caracteristicas cinéticas de la reaccién, se propone un procedimiento cinético
espectrofotométrico para la determinacién de aminas en disolucién acuosa. Como aplicacion
prictica del método se ha desarrollado la determinacién de anfetamina y efedrina en
preparados farmacéuticos.

5. Finalmente se ha adaptado la extraccion sélido-liquido como tratamiento previo de
muestras al procedimiento CLAR en fase normal propuesto para el andlisis de anfetaminas
en muestras de orina. Comparacién de los resultados obtenidos con los proporcionados por

la extraccién liquido-liquido.
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La presente Memoria se ha desarrollado en base a un proyecto que fue el objeto de
la concesién de una beca a Dofia Carmen Molins Legua, del Plan de Formacion de Personal
Investigador en Espafia (AP91-25393355).

Este trabajo se ha reflejado en principio en los siguientes articulos publicados o

enviados a revistas de carécter internacional:

TITULO: Extractive-spectrophotometric determination of amphetamine in urine samples
with sodium 1,2-naphthoquinone 4-sulphonate.
REVISTA: Anal. Chim. Acta, 283, 635-644 (1993), Holanda.

TITULO: Amphetamine and methamphetamine determinations in biological samples by
high performance liquid chromatography. A review.
REVISTA: J. Liq. Chromatog.,17, 731-747 (1994), USA.

TITULO: Extréctive-spectrophotometric determination of ephedrine with sodium 1,2-
Naphthoquinone-4-sulphonate in pharmaceutical formulations.
REVISTA: Analytical Letters , 27, 531-547 (1994), USA.

TITULO: Determination of amphetamine and methanphetamine determination in urine with
sodium 1,2-Naphthoquinone sulphonate using the H-point standard additions methiod.
REVISTA: Anal. Chim. Acta, 287,41-48 (1994), Holanda.

TITULO: Study of the behaviour of the absorbent blanks in analytical procedures by using
the H-Point Standard Additions Methods (HPSAM).
REVISTA: Talanta 41(1), 39-52, 1994.

TITULO: Kinetic-spectrophotometric determination of primary and secondary amimes by
reaction with 1,2-Naphthoquinone 4 shulfonate.
REVISTA: Analytical Letters 27(6), 1994, USA.

TITULO: Determination of methamphetamine in urine samples with sodium 1,2-
naphthoquinone 4-sulphonate.
REVISTA: Fresenius J. Anal. Chem. (en prensa). Alemania.

TITULO: Improved Amphetamine and Methampheamine Determination in Urine by
Normal Phase High Performance Liquid Chromatography with Sodium 1,2-
Naphthoquinone 4-Sulphonate as Derivatizing Agent and Solid-phase Extraccion fior
Sample Clean-up.

REVISTA: Enviado a Journal of Chromatography. Holanda
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3. EXPERIMENTAL






3.1.- REACTIVOS Y APARATOS






REACTIVOS

D-sulfato de anfetamina (Sigma)

Dl-sulfato de anfetamina (Sigma)

D-clorhidrato de metanfetamina (Sigma)

Dl-clorhidrato de metanfetamina (Sigma)

Clorhidrato de efedrina (cedido por Laboratorios Lasa)
B-feniletilamina (Sigma)

Acetato de etilo (Para CLAR, Sharlau)

Alcohol isoamilico (R.A., Panreac)

Cloroformo (Para CLAR, Sharlau)

Etanol (Para CLAR, Sharlau)

Metanol (Para CLAR, Sharlau)

n-hexano (Para CLAR, Sharlau)

Isopropanol (Para CLAR, Sharlau)

Acido acético (R.A. 96%, Probus)

Acido clorhidrico (R.A. 37%, Prbbus)

Hidréxido sédico (R.A., Panreac)

Hidroxido amoénico (R.A. 25%, Probus)

Sulfato sédico anhidro (R.A., Probus)

Bicarbonato sédico (R.A., Probus)

Carbonato sédico decahidratado (R.A., Panreac)
Monohidrégeno fosfato sédico dodecahidratado (R.A., Probus)
Dihidrégeno fosfato sddico dihidratado (R.A., Probus)
1,2-Naftoquinona 4-sulfonato sédico (Sigma)

Teofilina (Fluka)

Fenobarbital

Mirazul (Laboratorio de Aplicaciones Farmacodindmicas)
Cilinasofal (Medical S.A. Cérdoba)

Winasma (Steling Winthrop S.A)

Difilina Asmorax (Laboratories LIADE, S.A. Alcal4d de Henares (Madrid) Espaiia)

Desabronquisan (Borehringer Mannheim S.A. Tarrassa (Barcelona) (Espafia).
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Tedral (Parke-Davis, S.A)
Tedral Accion Sostenida (Parke-Davis, S.A )

Centramina (Laboratorio Miguel S.A., Barcelona)

Las disoluciones patrén de cada analito, se han preparado disolviendo 1 g del analito
puro en 1 L de agua destilada. Las disoluciones de menor concentracién se obtuvieron por

dilucién. Todas las disoluciones fueron guardadas en la oscuridad a 4°C.

El reactivo NQS se prepar6 diariamente disolviendo el reactivo sélido en agua

destilada. La disolucién resultante se mantuvo en la oscuridad para evitar su degradacion.

Las disoluciones reguladoras se prepararon como se indica a continuacion:
1) pH=5.00, 1.9 g de acetato sédico, 3.0 mL de acido acético 2 M y llevando a un volumen
final de 100 mL.
2) pH 7.5, disolviendo 3.00 g de monohidrégeno fosfato sédico dodecahidratado y 0.25 g
de dihidrogeno fosfato sédico dihidratado en 100 mL de agua destilada.
3) pH=8.4, 8 g de bicarbonato sédico en 100 mL. En el caso de las disoluciones de pH 10.5
se prepararon disolviendo 8 g de bicarbonato sédico y afiadiendo NaOH (5 M) hasta alcanzar

el pH requerido, siendo el volumen final de 100 mL.

En el apartado correspondiente a la aplicacién cromatografica, los disolventes
empleados en la preparacion de la composicion de la fase mdvil se filtraron con filtros de
nylon, 0.45 um (Teknokroma) y desgasificaron con una corriente de helio inmediatamente

antes de ser usadas.

Todas las muestras han sido filtradas antes de su inyeccion en la columna analitica

con filtros de nylon (0.45 um, Teknocroma).
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APARATOS

. Las determinaciones espectrofotométricas se realizaron usando un espectrofotometro
de fila de diodos Hewlett-Packard HP8452 termostatado con un bafio Lauda RM 20 y
conectado a un sistema de tratamiento de datos HP 89530 A MS-DOS UV-V.

Las cuvetas fueron de cuarzo con 1 cm de camino éptico.

En cuanto al tratamiento de las muestras, éstas se agitaron mecdnicamente en un

Medifuge. La evaporacién de los disolvente se efectud en un rotavapor Biichi R110.

Para la separacion cromatografica de las muestras se utilizé un cromatégrafo liquido
Hewlett-Packard 1040A, equipado con un detector de fila de diodos, y conectado a un
sistema de tratamiento de datos (Hewlett-Packard HPLC Chem Station) para la adquisicién
y almacenamiento de los resultados. El camino 6ptico de la celda empleada fue de 6 mm, con
un volumen de 8 uL. La anchura de la rendija fue de 4 nm. Este equipo ademas dispone de

una bomba cuaternaria (Hewlett-Packard, 1050 Series) con un inyector de muestra de 25 uL.

Se empled una columna LiChosfer Si 60, 100 (150 mm x 4 mm) Hewlett-Packard,

y filtros para columnas de 4 mm (Hewlett-Packard).
En la preparacion de la fase moévil se utilizé un equipo de filtracién Sharlau S.A.

En la preparacion de las muestras se ensayaron columnas de extraccion en fase s6lida Bond-
Elut (Sharlau, S.A.), C18, C8, C2, CH, PH y CN, con una capacidad de carga de 100 mg/1
mL y Extra-Sep C18, 200 mg/3mL.

La inyeccion de la muestra se llevo a cabo con una microjeringa Hamilton de 25 uL.
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INDICE DE FIGURAS

FIGURA 1. Estructura general de las feniletilaminas.
FIGURA 2. Estructura isopropilaminica.
FIGURA 3. Principales vias metabélicas de anfetamina y metanfetamina.

FIGURA 4. Evolucién bibliogrifica en base a las publicaciones correspondientes a la determinacién de
anfetamina y metanfetamina durante la Gltima década en funcién de la técnica empleada.

FIGURA 5. Estructura del reactivo NQS y del producto de reaccién amina-NQS.

FIGURA 6. Espectro del reactivo en disolucién acuosa a diferentes valores de pH. a)pH= 3.0, b)pH=35.0,
¢)pH=7.5, d)pH=8.4, e)pH=10.5. NQS:2.5x10*M, temperatura ambiente.

FIGURA 7. Espectros en disolucién acuosa a)del reactivb (NQS), b)del reactivo en presencia de amina en
medio bicarbonato pH=8.4. NQS:2.5x10“M, B-feniletilamina: 20.0 mg/L.

FIGURA 8. Espectros del reactivo correspondientes a A) los extractos cloroférmicos y B) acuosos obtenidos
tras un proceso de calefaccién a 70°C durante 30 minutos en diferentes medios de pH. a)pH=3, b)pH=3,
c)pH=7.5, d)pH=8.4, e)pH=10.5. NQS:6.4x10°M, temperatura ambiente.

FIGURA 9. Espectros de A)los extractos cloroférmicos B) los extractos acuosos en medio 4cido,
correspondientes a)reactivo, b)reactivo en presencia de amina. NQS:6.4x10° M, g-feniletilamina 20 mg/L.

FIGURA 10. Espectros de A) los extractos cloroférmicos B)lbs €xtractos acuosos en presencia de (-
feniletilamina bajo diferentes condiciones de pH. a)pH=7.5, b)pH=8.4, c)pH=10.5. NQS:6.4x10°M, §-
feniletilamina 20 mg/L.

FIGURA 11. Variacién de la absorbancia vs la longitud de onda de una disolucién acuosa de reactivo(NQS)
a diferentes valores de pH. a)pH=7.5, b)pH=10.5, c)pH=14.0. NQS 6.4x10* M. Calefaccién a la temperatura
70°C durante 30 minutos.

FIGURA 12. Variacién de la absorbancia vs la longitud de onda de una disolucién acuosa de reactivo(NQS en
presencia de B-feniletilamina en exceso) a diferentes valores de pH. a)pH=7.5, b)pH=10.5, c)pH=14.0. NQS
6.4x10* M. Calefaccion a la_temperatura 70°C durante 30 minutos.

FIGURA 13. Variacién de la absorbancia en funci6n del tiempo, de una disoluci6n acuosa de reactivo en
presencia de exceso de amina (B-feniletilamina) trabajando en diferentes condiciones de pH. a)pH=14.0,
b)pH=7.5 NQS= 6.4x10* M, B-feniletilamina 1g/L.

FIGURA 14, Espectros de los extractos A)acuosos del reactivo B) orgénicos del reactivo C) acuosos de reactivo
en presencia de amina y D)clorof6rmicos del reactivo en presencia de exceso de amina en diferentes condiciones
de pH. a)pH=7.5, b) pH=10.5, c)pH=14. NQS 6.4x10“M B-feniletilamina 1 g/L.



FIGURA 15. Variacién de la sefial analftica a 450 nm correspondiente al producto de reaccién en !la fase
orgénica en funcién del pH. a)NQS, b)efedrina, c)anfetamina, d)metanfetamina, e)B-feniletilamina,
NQS:6.4x10*M, concentracién de analito en la muestra 20 mg/L.

FIGURA 16. Variacién de la sefial analitica del reactivo en la fase orgdnica en funcién del tiempo.yy de la
temperatura de calefaccién. NQS:6.4x10°M, pH=7.5. Temperatura 60, 70, 80 y 100 °C.

FIGURA 17. Variacién de la sefial analitica del reactivo en la fase orgénica en funcién del tiempio y en
diferentes medios de reaccién. a) pH=10.0, b) pH=7.5y ¢) pH=8.4. NQS=6.4x10"°M, 70 °C 30 miinutos.
Extraccién del producto de reaccién con CHCI,.

FIGURA 18. Extractos acuosos del reactivo cuando la disoluci6én ha sido sometida a diferentes tiempos de
calefaccién. pH=7.5. NQS 6.4x10>M vy calefaccién a 70 °C durante 0, 30, 90 minutos.

FIGURA 19. Extractos acuosos del reactivo cuando la disolucién ha sido sometida a diferentes tiempos de
calefaccién pH=8.4. NQS 6.4x10°M y calefaccién a 70 °C durante 30, 90 minutos.

FIGURA 20. Extractos acuosos del reactivo cuando la disolucién ha sido sometida a diferentes tiermpos de
calefaccion pH 10.0. NQS 6.4x10°M vy calefaccién a 70 °C durante 30, 90 minutos.

FIGURA 21. Variacién de sefial analitica del producto de reacci6n en la fase orgénica de los diferentes analitos
en funcién del tiempo de calefaccién de la muestra a diferentes temperaturas. NQS:6.4x10°M, concenitracién
de los analitos en la muestra 20 mg/L, en medio tamp6n fosfato pH=7.5.

FIGURA 22. Variacién de seal analftica del producto de reaccién en la fase orgénica de los diferentes analitos
en funcién del tiempo de calefaccién de la muestra a diferentes temperaturas. NQS:6.4x10-*M, concemitracién
de los analitos en la muestra 20.0 ug/ml., en medio tamp6n blcarbonato pH=10.0. A y B) Reactivo, (C y D)
anfetamina y metanfetamina, respectivamente,

FIGURA 23. Variaci6n de la seiial analitica en funcién del tiempo de agitacién utilizado en la realizaccién de
la extraccién del producto de reaccién, correspondiente a) al reactivo, b)al reactivo en presencia de analito,
¢)correspondiente al reactivo en presencia de analito medido frente blanco reactivo. Temperatura 70°C «durante
30 minutos, extraido en CHCl,, NQS:6.4x10M, concentracién de 8-feniletilamina 20 mg/L.

FIGURA 24, Espectros de absorcién de los productos del reactivo en distintos disolventes orgénicms. a)n-
hexano:acetato de etilo (1:1), b)cloroformo, c)acetato de etilo, d)alcohol isoamilico. NQS 6.4x10"°M. A)
condiciones de pH=7.5, B) condiciones de pH=10.0.

FIGURA 25. Espectros de absorcién correspondientes a los productos de reaccién en los distintos disoilventes
orgénicos. a)n-hexano:acetato de etilo (1:1), b)cloroformo, c)acetato de etilo, d)alcohol isoamilico. A) Anifetami-
na 16.8 ug/mL (pH 7.5), B) Metanfetamina 35.0 pg/mlL(1), anfetamina 20.0 ug/mL (pH 10.0), C) Eifedrina
10.0 pg/mL (pH 7.5). NQS 6.4x10°M.

FIGURA 26. Variacion de la absorbancia correspondiente a los extractos orgénicos en funcién de la cconcen-
tracién de reactivo, utilizando como disolvente de extraccién A)cloroformo, B)alcohol isomilico.

FIGURA 27. Variaci6n de la sefial analftica correspondiente a los productos de reaccién amina-NQS en ffuncién
de la relacién entre la concentracion de reactivo y analito presente en la muestra. Concentracién de rceactivo
entre 2.56x10* - 2.56x102 M, 4A) Anfetamina 20 ug/mL y 6.8 pg/mL, 4B) metanfetamina 20.0 ug/mil y 6.8
pg/mL, 4C) efedrina 16.6 pg/mlL.
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FIGURA 28. Diferentes situaciones en las que la aplicacién del método del HPSAM nos lleva a: (A) Las
ordenadas en el origen correspondientes a las curvas de calibrado a A, y A, (blanco interno) y el valor corres-
pondiente al blanco externo son coincidentes. (B) Los valores de las 0.0 a A, y A, son coincidentes-entre si pero
son diferentes al valor del blanco externo. (C) Las O.0 obtenidas a A, y A, son diferentes entre si y diferentes

al blanco externo.

FIGURA 29. (A) Espectro correspondiente al blanco reactivo(1), y reactivo en presencia de 9.6 ug/mL de dl-
metanfetamina (2). (B) Espectro del blanco reactivo (1) y del reactivo en presencia de 8.66 pg/mL de d-metan-
fetamina (2). (C) Espectro del blanco reactivo (1) y del blanco reactivo en presencia de 8.66 ug/mL de dl-
anfetamina.

FIGURA 30. (A) Representacién de los blancos interno y externo correspondientes a la curva de calibrado de
- dl-metanfetamina . utilizando NQS  como reactivo y extrayendo el producto de reaccion en cloroformo.  (B) -
Cociente entre el blanco interno y el blanco externo.

FIGURA 31. (A) Curvas de calibrado de dl-metanfetamina siendo la sefial analitica el valor de absorbancia(1)
a 382 nm medido frente a blanco disolvente.(2)a 434 nm registrada frente a blanco disolvente.(3) a 464 nm
registrada frente a blanco reactivo.(4)AA (434-382 nm). Las ecuaciones correspondientes se muestran en la
Tabla 6. (B) Representacion de los residuales (valores absolutos) vs concentracién de d-metanfetamina, O AA
(426-396 nm), [J absorbancia a 464 nm medida frente blanco reactivo.

FIGURA 32.(A) Representacién de los blancos interno y externo correspondientes a una curva de calibrado de
d-metanfetamina utilizando NQS como reactivo y extrayendo el producto de reaccién en cloroformo. (B)
Cociente entre el blanco interno y externo.

FIGURA 33.(A) Curvas de calibrado de d-metanfetamina, siendo la sefial analitica el valor de absorbancia (1)
a 396 nm medido frente a blanco disolvente. (2) a 426 nm registrada frente a blanco disolvente. (3) a 464 nm
registrada frente a blanco reactivo. (4) AA (426-396 nm). Las ecuaciones correspondientes se muestran en la
Tabla 7. (B) Representacion de los residuales (valores absolutos) vs concentracién de d-metanfetamina, O AA
(426-396nm), [ absorbancia a 464 nm medida frente blanco reactivo.

FIGURA 34. (A) Representacién de los blancos interno y externo correspondientes a la curva de calibrado de
dl-anfetamina utilizando NQS como reactivo y extrayendo el producto de reaccion en cloroformo. (B) Cociente
entre el blanco interno y el externo.

FIGURA 35.(A) Curvas de calibrado dl-anfetamina. (1) a 394 nm medido frente a blanco disolvente. (2) a 432
nm registrada frente a blanco disolvente. (3) a 450 nm registrada frente a blanco disolvente reactivo. (4) AA
(432-394 nm). Las ecuaciones correspondientes se muestran en la Tabla 8. (B) Representacién de los residuales
(valores absolutos) vs concentracién de dl-anfetamina, O usando AA (432-394nm) como sefial analitica, [J
usando como sefial el valor de absorbancia a 450 nm medida frente blanco reactivo.

FIGURA 36. (A y B) Equivalencia entre las pendientes de las rectas de calibrado obtenidas para el producto
de reaccion dl-anfetamina-(NQS), en defecto (1) y exceso (2) de reactivo NQS. C) Espectros correspondientes
a diferentes replicas de blanco reactivo.

FIGURA 37. Blancos de orina, medidos frente a blanco reactivo, para los distintos tipos de tratamientos de
muestra ensayados. a) Utilizacién directa V= 1.0 mL, b) Con precipitacién de los componentes end6genos
V=1.0 mL, c¢) Con extraccién sélido-liquido V=2.0 mL, d) Con extraccién liquido-liquido (3 extracciones)
V=5.0 mL. Cond: NQS 6.4x10° M, temp. 70°C 30 min pH=7.5.
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FIGURA 38. Representacion de la absorbancia a 450 nm vs concentracién de anfetamina, cuando la muestra
ha sido procesada con distintos tipos de tratamiento. A) Sin restar el blanco de orina B) restando ¢l blanco de
orina. Con precipitacién de los componentes end6genos a) NQS 0.5%, b) NQS 1.0% , c) con extraccién
liquido-liquido 3 veces consecutivas. Condiciones NQS 6.4x10° M, temp. 70 °C 30 min.

FIGURA 39. Espectros de absorcién del blanco orina (medido frente blanco disolvente) utilizando distintos
disolventes de extraccion del producto de reaccién a) n-hexano:acetato de etilo (1:1), b) cloroformo, c) acetato
de etilo, d) alcohol isoamflico. Las muestras de orina han sido previamente extraidas con n-hexano (3 extrac-
ciones). Condiciones: NQS 6.4x10°*M, pH 7.5, Temp.70°C, 30 min., A) NQS, B) NQS-anfetamina 15.8 mg/L.
pH 10.0, Temp. 45°C, 5 min., C) NQS, D) NQS-anfetamina 12.9 mg/L y NQS-metanfetamina (1) 12.9 mg/L.

FIGURA 40. (A) y (B) representacién de los blancos internos y externos para dos calibrados de anfetamina en
muestras de orina.(C) Cociente entre el blanco interno y externo para dos réplicas ensayadas.

FIGURA 41. Representacion de la variacion de la absorbancia (450 nm) en funcién del volumen de muestra,
para muestra en presencia y ausencia de amina A)anfetamina, B)metanfetamina. Condiciones: NQS 6.4x10°M,
A) Temp.70°C, 30 min. tamp6n pH 7.5, B) Temp.45°C, 5 min., tamp6n pH 10.0. Extraccién de la orina con
n-hexano y el producto de reaccién con n-hexano:acetato de etilo (1:1).

FIGURA 42. Representacién de la variacién de la absorbancia (450 nm) en funcién de cantidad de analito
afiadido en la muestra/ cantidad de muestra. Condiciones: NQS 6.4x10°M, Temp.70°C, 30 min. tampén pH
7.5, Extraccién de la orina con n-hexano y el producto de reaccién con n-hexano:acetato de etilo (1:1).

FIGURA 43. Representacién del método de adicién estdndar del punto H.
FIGURA 44. Representaciones A vs A para X e Y en presencia de TYB.

FIGURA 45. Espectro de absorcién UV-V del producto de reaccién a) anfetamina-NQS y b) metanfetamina-
NQS.

FIGURA 46. Representacion del HPSAM para mezclas anfetamina/metanfetamina, estando anfetamina como
analito.

FIGURA 47. Representacién del HPSAM para mezclas anfetamina/metanfetamina, estando metanfetamina como
analito.

FIGURA 48. Espectro de absorcién del NQS en presencia de a) 3-feniletilamina 20 pg/mL b) efedrina 20
pug/mL. NQS 6.4x10°M, pH=10.5, Triton X-100 0.1%, 45°C 5 min.(espectros medidos frente blanco
reactivo). )

FIGURA 49. Variacién de la velocidad de reaccién en funcién del pH del medio. A) NQS, B) NQS en
presencia de a) B-feniletilamina 20 ug/mL, b) efedrina 40 ug/mL. NQS 6.4x10°M, pH=10.5, Triton X-100
0.1%, 45°C 5 min. Intervalo 45-180s a A490 nm. (medidos frente blanco reactivo).

FIGURA 50. Variacién de la velocidad de reaccion en funcién de la concentracién de tamp6n carbonato/bicar-
bonato. A) NQS, B) NQS en presencia de a) G-feniletilamina 20 ug/mL, b) efedrina 40 ug/mL.NQS 6.4x10°M,
pH=10.5, Triton X-100 0.1%, 45°C S min. Intervalo 45-180s a A490 nm. (medidos frente blanco reactivo).
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FIGURA 51. Variacién de la velocidad de reaccién en funcién dé la concentracién de Triton X-100. A) NQS,
B) NQS en presencia de a) G-feniletilamina 20 ug/mL, b) efedrina 40 ug/mL. NQS 6.4x10°M, pH=10.5,
Triton X-100 0.1%, 45°C 5 min. Intervalo 45-180s a A490 nm. (medidos frente blanco reactivo).

FIGURA 52. Variacién de la velocidad de reaccién en funcién de la temperatura. A) NQS, B) NQS en presen-
cia de a) B-feniletilamina 20 ug/mL., b) efedrina 40 ug/mL. NQS 6.4x10°M, pH=10.5, Triton X-1000.1%,
45°C 5 min. Intervalo 45-180s a A490 nm. (medidos frente blanco reactivo).

FIGURA 53. Variacién de la velocidad de reaccién en funcién de la concentracién de NQS. A) Reactivo NQS,
B) NQS en presencia de a) 3-feniletilamina 20 ug/mL, b) efedrina 40 ug/mL. pH=10.5, Triton X-1000.1%,
45°C 5 min. Intervalo 45-180s a A490 nm. (medidos frente blanco reactivo).

FIGURA 54. Variacién de la sefial analftica AA vs volumen de muestra.a) frente a blanco medio de reaccién,
b) frente a blanco reactivo. Condiciones: NQS 6.4x10°M, NaHCO, 0.1M, pH 10.5, triton X-100 0.1%,
Temperatura 45°C e intervalo de tiempo 45-180s a 490 nm.

FIGURA 55. Cromatograma correspondiente a los productos de reaccién amina-NQS. Utilizando un columna
LiChorspher Si-60 5um 250 x 4 mm D.I. Fase moévil: Cloroformo:acetato de etilo:n-hexano:etanol
A)(15:12:58:15) B)(22:32:45:1) (1: anfetamina, 2: metanfetamina, 3: §-feniletilamina).

FIGURA 56. Espectros de absorcién UV-V de los productos de reaccién separados mediante CLAR.

FIGURA 57. Cromatograma correspondiente a los productos de reaccién amina-NQS utilizando una columna
C18. (1: anfetamina, 2: metanfetamina, 3: B-feniletilamina, 4: efedrina.).

FIGURA 58. Cromatograma correspondiente a los productos de reaccién amina-NQS utilizando CLAR en fase
normal (LiChrosfer Si 60 5um, 125 x 4 mm D.I.), en las condiciones descritas en la Tabla 32.

FIGURA 59. Cromatogramas obtenidos para blancos de orina y para muestras de orina con analitos con
extraccién liquido-liquido. v

FIGURA 60. Cromatogramas obtenidos para A) blancos de orina, B) muestas de orina con analitos con las
diferentes columnas de extraccién en fase s6lida.

FIGURA 61. Cromatogramas obtenidos a distintos valores de pH de la orina, extraccién en columnas C18 y
utilizando MeOH como disolvente de elucién. A) blancos de orina, B) muestras de orina con analitos.
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3.3.- ESTUDIO DE VARIABLES DE REACCION ENTRE
FENILAMINAS Y 1,2-Naftoquinona 4-Sulfonato






De la bibliografia sobre el tema que viene reflejada en el apartado de antecedentes de
la presente memoria se deriva que la reaccion viene influenciada principalmente por tres
variables pH, temperatura y tiempo de calefacciéon. Sin embargo, no es clara la coincidencia
al respecto de los autores que han investigado el tema. Por otra parte también queda implicito
el uso de diferentes procedimientos para la eliminacion o atenuacién de la posible absorbancia
introducida por el reactivo en la absorbancia total registrada, si bien el mas generalizado es
la extraccion de los productos de reaccién con un disolvente organico. Teniendo en cuenta
estas consideraciones se plante6 el estudio de las diferentes variables que parecen en principio

influir sobre el desarrollo de la reaccién planteada o sobre el propio reactivo.

3.3.1.- Influencia del pH

Procedimiento experimental

Se tomé un volumen constante ( 0.3 mL) de una disolucién patrén de analito ( 200
pg/mL) (o agua destilada en el caso del blanco reactivo) al que se afiadié 1 mL de tampon,
agua destilada y 1 mL de reactivo NQS (0.02 % 0 0.05 %) siendo el volumen final 3.0 mL.
Los tampones utilizados han sido acético/acetato (pH=5.0), dihidrogenofosfato /monohidro-
genofosfato (pH=7.5), y bicarbonato/carbonato (pH=10.5). También se ha empleado
bicarbonato 8% (pH=8.4) y HCI de 0.001 M (pH=3). La mezcla resultante se calentd, en
su caso, a 70°C durante 30 minutos, siendo después enfriada a temperatura ambiente durante
5 minutos. Posteriormente, se realizd la extraccion en cloroformo (utilizando el mismo
volumen que el de mezcla 3 mL), agitindose mecdnicamente durante 2 minutos y
centrifugando 5 minutos. Finalmente, se separaron ambas fases, registrdindose la sefal
analitica (Absorbancia) entre 190-820 nm del extracto orgdnico. Las absorbancias fueron
medidas frente a blanco reactivo (para las muestras con analito) o frente blanco tampén (para
las disoluciones de reactivo) a la temperatura de 25 °C. En todos los casos se realizaron tres
replicas de cada disolucién. En relacién al extracto acuoso, se tomaron 0.1 mL de la
disolucioén a los que se afniadieron 1 mL de tampén y agua destilada hasta completar un
volumen de 2.5 mL, obteniéndose los espectros frente a blanco reactivo o tampén. Para la
realizacion de los estudios cinéticos en disoluci6n acuosa, se parti6 de un volumen constante

(0.2 mL) de analito (12 g/L) (o agua destilada en el caso del blanco reactivo) al que se
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adiciond 1.0 mL de tampdn, reactivo NQS (0.04%) y agua destilada hasta completar un
volumen de 2.5 mL. La mezcla résultante se calenté durante 30 min. a la temperatura de 70
°C, registrandose la variacién de la absorbancia en funcién del tiempo cada 45 s en el
intervalo de longitudes de onda 190-820 nm. Finalmente 2 mL de la disolucién résultante
fueron extraidos con 2 mL de CHCIs realizédndose las medidas de los extractos organico/‘acuo-

SO.
Resultados y discusion

Se ensayd el comportamiento del reactivo en diferentes medios de acidez, en
disolucién acuosa y atemperatura ambiente, observandose que los espectros correspondlientes
son iguales entre si independientemente del medio, con maximos de absorcidn a 220,, 252,
y 366 nm (Figura s). No obstante, la estabilidad del reactivo es funcidon del medlio de
reaccion, siendo mas estable a pH cercanos a la neutralidad y aumentando la inestab ilidad

tanto hacia pH acidos como basicos.
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FIGURA ; . Espectro del reactivo en disolucion acuosa a diferentes valores de pH. a)pH= 3.0, b)pHI=5.0,
c)pH=7.5, d)pH=28.4, e)pH=10.5. NQS:2.5xI0™M, temperatura ambiente.
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Las 1,2-naftoquinonas muestran un maximo de absorcion cerca de 250 nm y bandas
de intensidad intermedia cerca de 340 y 400 nm. Bandas a longitudes de onda mayores de
500 nm solo son observables en disolventes apolares. La sustitucion en el anillo quinoideo
tiene relativamente poco efecto en el espectro mientras que la sustitucion en el anillo

benzoico produce cambios acusados en el mismo, que dependen de la posicion de sustitucion.

Segun la bibliografia (96), 1,2-naftoquinona en medio cloroformo tiene un espectro
de absorcion UV-V con maximos a 255, 343 y 406 nm. La sal del mismo (1,2-naftoquinona
4-sulfonato sodico) es insoluble en cloroformo, siendo soluble en disolucion acuosa. Indepen-
dientemente del medio y a temperatura ambiente (25°C), la presencia de amina en la

disolucion acuosa no modifica el espectro del reactivo (Figura 7).

3.50
3.00 *
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190 2901 390 490 590 690 790
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FIGURA 7. Espectros en disolucion acuosa a)del reactivo (NQS), b)del reactivo en presencia de aniina en
medio bicarbonato pH=8.4. NQS:2.5xI0"*M, fi-feniletilamina: 20.0 mg/L.

De acuerdo con la bibliografia para la determinacion de aminas mediante su reaccion
con NQS se requiere que la muestra sea sometida a calefaccion con posterior extraccion del
producto de reaccion con un disolvente organico. Cuando la disolucion de NQS, previamente

calentada a 10°C durante 30 minutos (condiciones mas extendidas en la bibliografia), fue
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sometida aextraccion con cloroformo, los espectros correspondientes a los extractos organico
y acuoso, fueron diferentes dependiendo del pH inicial de la disolucion. Como puede
observarse en la Figura s, los espectros de los extractos organicos cuando el medio de
reaccion es acido son similares entre si, y distintos a los obtenidos en medio basico que a su
vez también presentan idéntica posicion de sus maximos de absorcion. Del mismo modo, la
cantidad de sustancia/s extraida/s es dependiente del pH, tal que cuanto mas &cido es €l
medio mayor cantidad de producto se extrae, sin embargo en medio basico el valor maximo
corresponde apH 8.4. Los extractos acuosos presentan diferentes maximos de absorcion para
todos los pH ensayados (Figura s). A pH 7.5 el espectro corresponde al registrado en
disolucion acuosa a temperatura ambiente (Figura ¢) modificAndose a medida que aumenta
el pH. Estos resultados parecen mostrar que el reactivo présenta un comportamiento diferente
en funcién del pH y que dependiendo del mismo la cantidad de producto extraido en la fase
organica es distinta, lo que puede indicar en principio una evolucién del reactivo que no esta
justificada por un equilibrio &cido-base propio, puesto que en disolucion acuosa y a

temperatura ambiente el reactivo présenta el mismo espectro en el intervalo de pH ensayado
(Figura ).
A) B)
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FIGURA ; . Espectros del reactivo comrespondientes a A) los extractos ciorofénnicos y B) acuosos obienidos
tras un proceso de calefaccion a 70°C durante 30 minutos en diferentes medios de pH. a)pH=3, b)pH=5,
c)pH=7.5, d)pH=8.4, e)pH= 10.5. NQS:6.4xI0O'*M, temperatura ambiente.
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Con el fin de estudiar si la reaccion entre aminas y NQS era dependiente del pH del
medio se adiciono g -feniletilamina. En condiciones de pH &cido (HCI, tampon acético/aceta-
to) se observa que su presencia no modifica los espectros del reactivo obtenidos en los

extractos cloroférmico y acuoso (Figura 9).
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FIGURA 9. Espectros de A)los extractos ciorofonnicos B) los extractos acuosos en medio acido.
corespondientes a)reactivo, b)reactivo en presencia de amina. NQS:6.4xI0'* M, jS-feniletilamina 20 mg/L.

Sin embargo, en medio basico pH 7.5, 8.4 y 10.5, los espectros correspondientes a
los extractos cloroférmicos (Figura IGA) muestran un desplazamiento batocrémico sobre el
maximo del reactivo localizado a 416 nm (Figura s) situandose a 450 nm (mé&ximo
presentado por los productos de reaccion caracterizados por Hashimoto y col. (69) y de
estructura la mostrada en la pagina 21. Por lo tanto, para que se désarroile la reaccion el
medio debe ser basico. Por el contrario los espectros de los extractos acuosos del reactivo
(Figura &) y amina-reactivo (Figura 10) se superponen lo que parece indicar que tanto la
cantidad como la naturaleza del compuesto/s polar responsable de la absorbancia son

semejantes o incluso iguales en presencia o ausencia de amina.
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FIGURA 10. Espectros de A) los extractos ciorofénnicos B)los extractos acuosos en presencia de /3-
feniletilamina bajo diferentes condiciones de pH. a)pH=7.5, b)pH=8.4, c)pH= 10.5. NQS:6.4xIO’*M, /3-
feniletilamina 20 mg/L.

Con €l objeto de separar la reaccion del propio reactivo y la de este con amina se
realizd una experiencia en la que el NQS se encontraba en defecto con respecto a la amina,
desplazando por tanto esta ultima la reaccién. Se siguib ésta en disolucion acuosa y también
se separaron los compuestos polares de los apolares via extraccion con cloroformo,
registrandose los espectros de los extractos acuoso y organico. En la Figura 11 se muestra
la variacién de absorbancia vs la longitud de onda correspondiente al reactivo en trés medios
y atrés pHs (a) 7.5, (b) 10.5, y (c) 14 con calefaccidon a 70°C durante 30 minutos. Como
puede observarse, su evolucidbn es mucho mayor en funcién del pH. Asi a pH=7.5 el
espectro del reactivo apenas se modifica con el tiempo (Figura ). A pH= 10.5, el NQS
présenta a tiempos cortos el espectro correspondiente al reactivo evolucionando en funcién
del tiempo y dando lugar a un espectro con maximos de absorcién UV-V localizados a 332
y 450 nm. A pH = 14, el reactivo muestra un espectro de absorcidn con maximo localizado
a 332 nm.

Si la reaccién de la amina con NQS se desplaza a consta de ésta (Figura 12) se
observa que a los 3 pHs se parte inicialmente del espectro del reactivo en los diferentes

medios. A pH 7.5 se observa la aparicién de una especie con maximo de adsorcidén a 462 nm
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que empieza a descomponerse a partir de los 800 seg (Figura 13 A). A pH 14 se mantiene

este maximo apareciendo otro a 388 nm, lo que podria indicar en principio la presencia de

otro producto de reaccién que también se dégrada con el tiempo (Figura 13 B). A pH 10.5

se observan ambos maximos de absorcion.
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FIGURA 11. Variacion de la absorbancia vs la longitud de onda de una disolucion acuosa de reactivo(NQS)
adiferentes valores de pH. a)pH=7.5, b)pH = 10.5, c)pH = 14.0. NQS 6.4x10* M. Calefaccion ala temperatura

70°C durante 30 minutos.
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FIGURA 12. Variacion de la absorbancia vs la longitud de onda de una disolucién acuosa de reactivo(NQS) en
presencia de )3-feniletilamina en exceso) a diferentes valores de pH. a)pH=7.5, b)pH = 10.5, c)pH = 14.0. NIQS

6.4x10™ M. Calefaccion a la temperatura 70°C durante 30 minutos.
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FIGURA 13. Variacién de la absorbancia en funcién del tiempo, de una disolucién acuosa de reactivo en
presencia de exceso de amina (/i-feniletilamina) trabajando en diferentes condiciones de pH. a)pH = 14.0,

b)pH=7.5 NQS= 6.4x10"‘ M, /3-feniletilamina Ig/L.

En la Figura 14 se muestran los espectros correspondientes a los extractos
cloroférmico y acuosos del reactivo NQS y del producto de reaccion NQS-amina en exceso
de amina. En ambos casos, el porcentaje de extraccibn es menor a medida que aumenta el
pH (Figura 14 By 14 D). Los espectros de los extractos acuosos amina-NQS (Figura 14 C))
parecen indicar que el producto formado a pH 7.5 que présenta un maximo de absorcién a
462 nm (Figura 12 C) se ha extraido totalmente en el disolvente organico (Figura 14 D), no
existiendo ninguna especie en la fase acuosa que absorba a esta longitud de onda. A pH 10.5
la sehal analitica obtenida en cloroformo es menor, por lo que en principio se podria derivar
gue en estas condiciones el compuesto buscado no se forma en su totalidad o se transforma
en otra/s especies que a su vez presentan un maximo a 462 nm pero también a 350 nm

(Figura 14 C y 12 B) que no se extraerian en cloroformo.
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FIGURA 14. Espectros de los extractos A)acuosos del reactivo B) organicos del reactivo C) acuosos de re:activo
en presencia de amina y D)cloroférmicos del reactivo en presencia de exceso de amina en diferentes condiiciones
de pH. a)pH=7.5, b) pH= 10.5, c)pH= 14. NQS 6.4xI0*M iS-feniletilamina 1 g/L.

A pH 14.0 el espectro mostrado por el extracto acuoso (Figura 14 C) es igiual al
obtenido a pH 10.5 pero de mayor intensidad, viéndose que en el extracto organico (F'igura

14 s ) practicamente no se encuentra el compuesto deseado. Si se comparan los espectros de
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los extractos acuosos de NQS-amina en defecto (Figura 14B) y en exceso de NQS (Figura
10) se concluye que son diferentes, siendo estos dltimos similares a los registrados por la
propia evolucién del reactivo (Figura 14 A o 8). Consecuentemente y dado el exceso de NQS
sobre la amina presente en el medio habitualmente de trabajo probablemente se produzcan
las dos reaccidnes si bien en los extractos acuosos se observa solo la del reactivo dada su

mayor concentracién sobre la amina.

El pH es una variable que afecta considerablemente a las naftoquinonas, la
bibliografia (96) indica que mientras que la forma 2-hidroxi-1,4 naftoquinona en medio EtOH -
presenta maximos de absorcion a 242.5, 248, 274 y 334 nm (log € 4.17, 4.21, 4.14 y 3.40),
en medio EtOH/OH" los maximos de absorcion se encuentran localizados a 330 nm y 460
nm. Como se observa en la Figura 11 B, el reactivo evoluciona hacia un espectro con
maximos de absorcién que podrian corresponder a la forma hidroxi (4-hidroxi-1,2-
naftoquinona). Segin Garde y col. (97) la 2-hidroxi-1,4-naftoquinona y 4-hidroxi-1,2-
naftoquinona son formas tautoméricas. Mientras que las aminas reaccionan con el NQS
sustituyendo el grupo sulfénico por el grupo amino, en medio basico el reactivo podra sufrir
ademas una sustitucién por parte de los grupos -OH existentes en el medio. A pH 10.5 el
extracto acuoso del NQS (Figura 14 A, 8B) presenta un espectro similar al mostrado por el
producto amina-NQS (Figura 14 C), siendo también similares los espectros en cloroformo
(Figura 14B, 8 A), lo que justificaria el hecho de que la sustitucion en el anillo quinoideo

modifica poco el espectro.

En la Figura 15, se muestra la variacién de absorbancia en funcién del pH para el
NQS y diferentes productos de reaccién amina-NQS extraidos en cloroformo y formados en
exceso de reactivo. Para el NQS se observa un porcentaje de extraccién maximo a pH 8.4.
Cada uno de los analitos ensayados presenté un comportamiento similar en funcién del pH,

al mostrado para la 8-feniletilamina.

En principio la utilizacién de valores de pH en el intervalo 7.5-8.4 no influye en el
porcentaje de extraccion para anfetamina, B-feniletilamina y efedrina, sin embargo la
metanfetamina (amina secuandaria) si que se ve afectada por esta diferencia, puesto que a pH
8.4 se obtiene una mayor sefial analitica en la fase organica. A valores superiores de pH para

B-feniletilamina el aumento de pH supone una disminucién en la sefial analitica como se ha
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comentado anteriormente. Lo mismo sucede para anfetamina y metanfetamina a partir de pH

10.

0.5 -

Uo0.3 -

202.

0.0

FIGURA 15. Variacion de la sefial analitica a 450 nm correspondiente al producto de reaccion en la fase
organica en funcion del pH. a)NQS, b)efedrina, c)anfetamina, d)metanfetamina, e)/?-feniletilamina.
NQS:6.4xI0O"*M, concentracion de analito en la muestra 20 mgl/L.

Con estos resultados concluimos que bajo las mismas condiciones de tiempo de
reaccion (30 minutos) y temperatura de calefaccién (70°C), en presencia de aminas taies
como /3-feniletilamina, d-anfetamina, dl-anfetamina o efedrina, es indiferente la utilizacién
de pH 7.5 o0 8.4, pH 10.5 no es apropiado para la /3-feniletilamina. Se considéra mas
adecuado pH 7.5 o 10.5 dada la menor interferencia del bianco reactivo (Figura s A). En
presencia de metanfetamina(D-metanfetamina o DL-metanfetamina), entre pH 8.4 y 10.5 se

obtiene la maxima senal analitica siendo aconsejable pH 10 por el motivo antes mencionado.
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3.3.2. -Influencia de la temperatura y tiempo de reaccién

Procedimiento experimental

Se tom6 un volumen constante 0.3 mL de la disolucion de analito (o de agua destilada
en el caso del reactivo) al que se afiadi6é 1.0 mL de tampén dihidrogenofosfato / monohidro-
genofosfato (pH=7.5) o en su caso tamp6n bicarbonato/carbonato (0.1 M) (pH=10), agua
destilada y 1.0 mL de NQS (0.5%), siendo el volumen final 3.0 mL. La mezcla resultante
se calenté a diferentes temperaturas (25°C, 60°C, 70°C, 80°C y 100 °C) durante distintos
intervalos de tiempo (5, 10, 15, 20, 30, 50, 70, 90, 110 minutos), siendo después enfriada
y mantenida a temperatura ambiente durante 5 minutos. Posteriormente, a la mezcla se
afiadieron 3 mL de cloroformo, se agité mecanicimente durante 2 minutos y se centrifugd
5 minutos. Finalmente, se separaron ambas fases, registrdndose los espectros en el intervalo
de longitudes de onda 190-820 nm de la fase organica. Las absorbancias fueron medidas
frente a blanco reactivo (para las muestras con analito) o frente blanco tampén (para las
disoluciones de reactivo) a la temperatura de 25 °C. En todos los casos se realizaron tres
réplicas de cada disolucién. En relacién al extracto acuoso, se tomé 0.1 mL de la disolucién
a la que se afiadieron 1.0 mL de tampén y agua destilada hasta completar un volumen de 2.5

mL, midiendose la sefial analitica frente a blanco reactivo o tampén.
Resultados y discusion

Se estudio la extraccién del reactivo o de sus derivados a diferentes temperaturas de
calefaccion en funcién del tiempo de reaccién. La cantidad de producto/s del reactivo
aumenta con la temperatura como se observa en la Figura 16. Bajo las condiciones estudiadas
no se observa una estabilizacion de la sefial analitica en la fase orgdnica. En consecuencia,
tanto el aumento de la temperatura como del tiempo de calefaccién incrementan la cantidad

de producto/s del reactivo extraido en la fase organica.

La Figura 17 muestra la variacién de absorbancia a 450 nm correspondiente a la
extraccion en cloroformo del reactivo a diferentes pHs (7.5, 8.4 y 10.0 y 70°C, en funcién
del tiempo. Como puede apreciarse, cuando el medio es ligeramente basico (pH=7.5) la
extraccion del reactivo aumenta en funcion del tiempo transcurrido y de la temperatura
observdndose el mismo comportamiento a pH=8.4, sin embargo en condiciones de pH=10.0

la extraccion del reactivo es pequefia y pricticamente constante.
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FIGURA 16. Variacion de la senal analitica del reactivo en la fase organica en funcion del tiempo y de la
temperatura de calefaccion. NQS:6.4xI0'*M, pH=7.5. Temperatura 60, 70, 80 y 100 °C.
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FIGURA 17. Variacion de la senal analitica del reactivo en la fase organica en funcion del tiempo y en
diferentes medios de reaccion. a) pH= 10.0, b) pH=7.5 y ¢) pH=8.4. NQS=6.4xI0'*M, 70 °C 30 minutos.
Extraccion del producto de reaccion con CHCIj.
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Tal como puede verse en la Figura 18 en las mismas condiciones de pH 7.5 vy
temperatura, los espectros correspondientes a los exiractos acuosos son diferentes
dependiendo del tiempo de reaccion, disminuyendo la intensidad del maximo del reactivo a
366 nm lo que justificaria el incremento de la senal analitica obtenida en la fase cloroformica

(Figura 17).
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FIGURA 18. Extractos acuosos del reactivo cuando la disolucién ha sido sometida a diferentes tiempos de

calefaccion. pH =7.5. NQS 6.4xIO'*M y calefaccion a 70 °C durante 0, 30, 90 minutos.
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FIGURA 19. Extractos acuosos del reactivo cuando la disoluciéon ha sido sometida a diferentes tiempos de
calefaccion pH=8.4. NQS 6.4xIO*M y calefaccion a 70 °C durante 30, 90 minutos.
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FIGURA 20. Extractos acuosos del reactivo cuando la disolucion ha sido sometida a diferentes tiempos de
calefaccion pH 10.0, NQS 6.4x10 y calefaccion a 70 °C durante 30, 90 minutos.

A pH 8.4 (Figura 19) el espectro del extracto acuoso a los 30 minutos es similar en
cuanto a su forma, al obtenido a los 90 minutos pH 7.5 lo que podria justificar que la senal
analitica obtenida en cloroformo sea superior a la registrada a pH 7.5 (Figura 17). A los 90
minutos el espectro obtenido es diferente presentando los mismos maximos que los extractos
acuosos a pH 10.5. Sin embargo a pH 8.4 el derivado/s del reactivo esta presente en la fase

de cloroformica, mientras que a pH 10.0 no se observa su extraccion.

Estas mismas variables fueron estudiadas en presencia de aminas. Como puede
observarse en la Figura 21 en general la cantidad de producto de reaccion (NQS-amina)
obtenido, para un mismo tiempo, aumenta en funcién de la misma. La utilizaciéon de
temperaturas elevadas no es recomendable dado que se observa una disminucién de la senal
analitica por degradacidon del producto de reaccion para /3-feniletilamina y anfetamina.
Tampoco es adecuado trabajar a temperatura ambiente (25°C) porque se requieren tiempos

de reaccién muy largos.

Para s-feniletilamina (A) y anfetamina (C,D) la maxima senal correspondiente al
producto de reaccién NQS-anfetamina es alcanzada con pocos minutos de calefaccion (Figura
21). Por el contrario para efedrina (B) y metanfetamina (E y F) se observa un aumento de
la senal en funcién de la temperatura y del tiempo, de este modo en las condiciones de

trabajo pH 7.5, NQS 0.5% con temperatura de 70 °C la maxima senal es obtenida calentado
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la muestra durante 70 minutos, mientras que con calefaccidon a 80 °C se alcanza a los 30
minutos. Los resultados encontrados para d-anfetamina (C) y dl-anfetamina son iguales, asi
mismo los son para d-metanfetamina y la di-metanfetamina, indicando por tanto que el

reactivo NQS no présenta en principio diferencias al reaccionar con las distintas formas

Isomericas.
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FIGURA 21. Variacion de sefial analitica del producto de reaccion en la fase organica de los diferentes analitos
en funcion del tiempo de calefaccion de la mezcla a diferentes temperaturas. NQS:6.4xI0'*M, concentracion
de los analitos en la muestra 20 mg/L, en medio pH=7.5, A) jS-feniletilamina, B) efedrina, C)d-anfetamina,
D)dl-anfetamina, E) d-metanfetamina, F) dl-metanfetamina.

A pH 10 el comportamiento del reactivo en funcién de la temperatura y del tiempo
de calefaccion es el mostrado en la Figura 22 para las longitudes de onda 464 y 450 nm. Su
contribucién a la senal analitica total sera pequena siendo constante en funcién del tiempo y
ligeramente dependiente de la temperatura. En las mismas condiciones se ensayaron los

productos metanfetamina-NQS y anfetamina-NQS (Figura 22 C y D).

Con relacién a la reaccidon metanfetamina-NQS cuando ésta se realiza a temperatura
25°C se requiere al menos un tiempo de 30 minutos para alcanzar la maxima senal, sin
embargo a 60°C la reaccion transcurre rapidamente observandose una disminucion de ésta
en funcién del tiempo. A una temperatura intermedia de 45°C a los 45 minutos ya se ha
alcanzado la maxima senal, siendo aproximadamente constante con el tiempo y superior a la
alcanzada a pH 7.5, calefaccion 70°C, 30 minutos (Figura 21). En relacién al producto de
reaccidon anfetamina-NQS, se observa un comportamiento similar al del producto MA-NQS,

siendo ademas la sefial analitica obtenida en estas condiciones similar a la registrada a 7.5.
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FIGURA 22. Variacion de senal analitica del producto de reaccion en la fase organica de los diferentes analitos
en funcion del tiempo de calefaccion de la muestra a diferentes temperaturas. NQS:6.4xI0'*M, concentracion
de los analitos en la muestra 20.0 /xg/mL, en medio tampdn bicarbonato pH= 10.0. A y B) Reactivo. C y D)
anfetamina y metanfetamina, respectivamente.

También se estudio la influencia del tiempo de agitacidon al efectuar la extraccién del

reactivo, observandose un aumento de la absorbancia a450 nm en funcién del tiempo (Figura

23). El aumento de la senal es debido fundamentalmente a la evolucién del reactivo con el

tiempo, siendo por lo tanto necesario un control del mismo para que en todos los casos la

cantidad de reactivo extraido sea constante.

Siempre y cuando se ha completado la reaccién entre el reactivo y las aminas, la
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extraccién del producto NQS-amina no es dependiente del tiempo de agitacién. Como puede
observarse en la Figura 23 un tiempo de agitacién de 2 minutos es suficiente para extraer la

maxima cantidad de producto de reaccidon (NQS-amina) en la fase organica.

0.8

S04

0.2

0.0
0.0 2.01 4.0 8.0 8.0 10.0 12.0
Tiempo de agitacién (minutos)

FIGURA 23. Variacion de la sefial analitica en funcion del tiempo de agitacion utilizado en la realizacion de
la extraccion del producto de reaccion, correspondiente a) al reactivo, b)al reactivo en presencia de analito,
c)correspondiente al reactivo en presencia de analito medido frente blanco reactivo. Temperatura 70°C durante
30 minutos, extraido en CHCI;, NQS:6.4xI0‘*M, concentracion de jS-feniletilamina 20 mg/L.
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3.3.3.- Influencia del disolvente utilizado en la extraccion del

producto de reaccién

De la bibliografia se deriva que el cloroformo es el disolvente mas empleado para la

extraccion del producto de reaccion amina-NQS.

Son varios los autores (67-68) (69), que consideran que no es adecuada la determinacién de
aminas con grupos -OH en posicion « (tales como efedrina, norefedrina...etc) dada su baja
reactividad con el reactivo NQS y la inestabilidad de los productos de reaccién en funcién
del tiempo. Del mismo modo, autores como Lindsay Smith y col.(74), coinciden en que
existen casos donde la determinacién de aminas con NQS no es adecuada, pero a diferencia
de los anteriores, consideran que los efectos estéricos pueden ser parte de la causa del retraso
en el proceso de derivatizaciébn apuntando que el mayor problema reside en la baja
extractibilidad de los derivados hidrofilicos en disolventes organicos. Dada la importancia
del disolvente en la extraccion del producto de reaccién se ha realizado un estudio al
respecto, utilizindose diversos extractantes con diferentes grados de polaridad, con el
propésito de ver si la sensibilidad en la determinacion se ve afectada por dicha variable,

especialmente en el caso de la efedrina.
Procedimiento experimental

Se tomaron (0.5 mL) de analito (sulfato de anfetamina, clorhidrato de metanfeamina
o clorhidrato de efedrina) a partir de una disolucién patrén de cada uno de ellos (100 mg/L)
o0 agua destilada (en el caso del reactivo), a los que se adicionaron 1 mL de tampén fosfato
pH 7.5 o en su caso tamp6n bicarbonato pH 10.0, 1 mL de reactivo NQS (0.5%) y agua
destilada hasta completar un volumen de 3 mL. Las muestras fueron calentadas durante 30
minutos a la temperatura de 70°C, siendo después enfriadas a temperatura ambiente durante
5 minutos. Posteriormerfte, la muestra  fue sometida a extraccién con disolvente orgdnico
(utilizando el mismo volumen que el volumen de muestra 3 mL), agitada mecdnicamente
durante 2 minutos y centrifugada 5 minutos. Finalmente, se separaron ambas fases,
registrandose la sefial analitica (Absorbancia) entre 190-820 nm de la fase orginica. Las
absorbancias fueron medidas frente a un blanco reactivo a la temperatura de 25 °C. En todos
los casos se han ensayado tres réplicas. Los disolventes organicos estudiados han sido acetato

de etilo, n-hexano:acetato de etilo (1:1), cloroformo y alcohol isoamilico.
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Resultados y discusion

En la Figura 24 se muestran los espectros de absorcion UV/V del producto/s del
reactivo (NQS) extraido en los diferentes disolventes organicos. Como puede observarse, €l
disolvente de extraccion influye en la cantidad de reactivo extraido en la fase orgéanica,
siendo tanto mayor cuanto mayor es la polaridad del mismo. El maximo valor lo proporciona
el alcohol isoamilico, mientras que el minimo la mezcla n-hexano:acetato de etilo (1:1). De
mismo modo, también se observan diferencias entre los espectros obtenidos presentando la

mayor diferencia el extracto de alcohol isoamilico.

A) B)

0.80 - 0.20

0.60 4 0.15

0.20 0.05

0.00 0.00
290 390 490 590 690 790 190 2901 390 490 590 690 790
Longitud df onda (nm) Longilud de onda (nm)

FIGURA 24. Espectros de absorcion de los productos del reactivo en distintos disolventes organicos. a)n-
hexano:acetato de etilo (1:1), b)cloroformo, c)acetato de etilo, d)alcohol isoamilico. NQS 6.4xIO*M. A)
condiciones de pH=7.5, B) condiciones de pH= 10.0.

Estos mismos disolventes se ensayaron en presencia de analitos en la muestra. En la
Figura 25 se muestran los espectros correspondientes a los diferentes productos de reaccion
(amina-NQS). Para analitos como anfetamina y metanfetamina la utilizacion de disolventes
de mayor polaridad proporciona tan sélo aumentos no significativos de la cantidad de
producto (NQS-amina) en la fase organica. Por lo que en la determinacion de anfetamina y
metanfetamina se descarta la utilizacidbn de alcohol isoamilico dado que présenta una
interferencia de blanco reactivo mayor sin proporcionar aumento en la sensibilidad para la

determinacién, siendo los disolventes mas idéneos cloroformo y n-hexano:acetato de etilo
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(1:1). En el caso de la efedrina, se observa que utilizando disolventes taies como cloroformo
y acetato de etilo las sensibilidades obtenidas son similares, por el contrario la utilizacion de
alcohol isoamilico permite aumentar considerablemente la sensibilidad, lo que estaria de
acuerdo con Linsay y col.(74), indicando por tanto que bajo las condiciones de trabajo la
reaccion si ha tenido lugar, sin embargo cuando el disolvente de extraccidbn no es el

apropiado la sensibilidad obtenida es baja y ello por el mayor caracter hidrofilico de este

derivado.
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FIGURA 25. Espectros de absorcion corres-
pondientes a los productos de reaccion en los
distintos disolventes organicos. a)n-hexano: ace-
tato de etilo (::1), b)cloroformo, c)acetato de
0.20 etilo, d)alcohol isoamilico. A) Anfetamina 16.8

ptoomL (pH 7.5), B) Metanfetamina 35.0

Ag/mL(l), anfetamina 20.0 *g/mL (pH 10.0),
C) Efedrina 10.0 /xg/mL (pH 7.5). NQS

Longitud de onda (nm) 64X|0'M

< 0.40
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3.3.4.-Influencia de la concentracién de reactivo

Procedimiento

A volimenes diferentes de una disolucién patrén de NQS (1% y 2%) de forma que
su concentracion varia en el intervalo de 2.56x10*- 25.6x10°3 M, se le han afadido 1 mL de
tampén fosfato (pH=7.5) y agua destilada hasta completar un volumen de 3 mL. La mezcla
resultante se calentd durante 30 minutos a 70°C, siendo posteriormente extraido el producto
de reaccion con 3.0 mL de disolvente orgdnico. Se han ensayado dos concentraciones de
sulfato de anfetamina, clorhidrato de metanfetamina y de clorhidrato de efedrina, tomandose
en este caso volumenes constantes de analito a los que se afiade 1 mL de tampén fosfato
pH=7.5 y volimenes variables de reactivo y agua destilada hasta completar un volumen de
3.0 mL. Las muestras obtenidas se procesaron de acuerdo con el procedimiento descrito
anteriormente. Los productos de reaccién anfetamina-NQS y metanfetamina-NQS han sido
extraidos en CHCIl;, mientras que los productos de reaccion efedrina-NQS en alcohol

1soamilico.

Resultados y discusion

En la Figura 26 se muestra la variacion de la absorbancia correspondiente al producto
del reactivo en la fase organica en funcién de la concentracién del mismo en la mezcla,
utilizando como disolventes de extracciéon cloroformo(26A) y alcohol isoamilico(26B). En
ambos casos, la cantidad de reactivo extraido en la fase organica es proporcional a la
concentraciéon del mismo en la fase acuosa. La utilizacién de alcohol isoamilico aumenta la
sefal analitica del reactivo, sin embargo a la longitud de onda de medida de los productos
de reaccion esta interferencia es ligeramente superior a la obtenida utilizando cloroformo

como disolvente.
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FIGURA 26. Variacion de la absorbancia correspondiente a los extractos organicos en funcién de la concen-
tracion de reactivo, utilizando como disolvente de extraccion A)cloroformo, B)alcohol isomilico.

En la Figura 27 se muestran las curvas de saturacidon para los diferentes analitos
(sulfato de anfetamina, clorhidrato de metanfetamina y clorhidrato de efedrina). En relacién
a la anfetamina (Figura 27A) se observa que independientemente de la concentracién de
analito la estabilidad de la senal se alcanza a bajas concentraciones de reactivo. Sin embargo
para metanfetamina (27B) y efedrina (27C) la senal es practicamente constante para altas
relaciones reactivo-analito (alrededor de 120) lo que reflejaria la formacién de complejos més
débiles de estas dos drogas con el reactivo. Se observa que a elevadas concentraciones de

reactivo la senal analitica aumenta pudiendo ser debido a la formacidn de otras especies.

Dado que la interferencia del reactivo en la fase organica aumenta en funcién de la
concentracion, se selecciond una concentracién de reactivo de 6.4x10'"* M. A pH= 10,
condiciones en que la reaccién metanfetamina-NQS se encuentra favorecida, la senal analitica
del producto de reaccién para la misma concentracién de NQS se corresponde con la senal

obtenida en la zona de méxima sensibilidad a pH 7.5.
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3.3.5. - Conclusiones

En este apartado se han estudiado las variables expérimentales, pH, temperatura,
tiempo de reaccion, disolvente de extraccién y concentracidn de reactivo. A la vista de los
resultados obtenidos se puede derivar que el 1,2-naftoquinona 4-sulfonato expérimenta dos
reaccidnes de sustitucion del grupo sulfénico. Una de ellas en ausencia de aminas y debida
probablemente a su sustitucion por el grupo OH, de la segunda es responsable el grupo

fenilamina.



Dependiendo de las condiciones experimentales la evolucién hacia los productos

deseados es mas o menos rdpida, pudiéndose controlar su formacién.

Las condiciones mas favorables, en principio, para la determinacién de anfetamina
serian pH 7.5 (dihidrogenofosfato/monohidrogenofosfato), calefaccién a 70°C durante 30
minutos, o pH 10.0 (tampdn carbonato), calefaccion a 45°C durante S minutos. Sin embargo,

para metanfetamina las condiciones Optimas resultan ser las dltimas sefialadas.

El disolvente de extracciéon mas apropiado para la determinacion de ambas drogas es

la mezcla n-hexano:acetato de etilo (1:1), mientras que para efedrina seria mejor el alcohol

isoamilico.

La concentracién de 1,2-naftoquinona 4-sulfonato elegida ha sido 6.4x10°M.
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3.4.1.- Curvas de calibrado para disoluciones patrén de anfetamina

y efedrina

3.4.1.1.- Procedimiento experimental

Se tomaron voliimenes variables (0.1 a 1.0 mL) de una disolucién patrén de cada uno
de los analitos de concetracién (200 o 400 ug/mL), a los que se adicion6 1.0 mL de tampén
dihidrogeno/monohidrogenofosfato pH 7.5 6 tampén bicarbonato/carbonato pH 10.0, 1.0 mL

de reactivo NQS (O 5%) y agua destxlada hasta completar un volumen de 3 mL La mezcla
resultante se calento durante 30 minutos a 70 °C 6 5 minutos a 45 °C y el producto de |
reaccién fue extraido con cloroformo o n-hexano:acetato de etilo (1:1) también alcohol
isoamilico en el caso de la efedrina (volumen 3 mL). Finalmente se registré la absorbancia
del extracto organico entre 190 y 820 nm cada 2 nm, frente a blanco disolvente o reactivo.
En todos los casos se realizaron tres replicas de cada disolucién. El blanco reactivo se

preparé de la misma forma pero en ausencia de analito.

3.4.1.2.- Caracterizacion del comportamiento del blanco absorbente en la etapa

de calibracién por el método de adicién estindar del punto H

En espectrofotometria es bastante frecuente la determinacion de analitos mediante la
formacién de complejos por reaccién entre el analito y un reactivo externo. La absorbancia
del producto formado se calcula restando al valor de la sefial analitica el valor del blanco

reactivo, si ése absorbe a la longitud de onda de medida.

La recta de calibrado obtenida en estas circunstancias con sefiales analiticas suma de
absorbancias reactivo-producto de reaccién, puede considerarse como una recta de adicion
estdndar obtenida con una porcién de muestra afiadida igual a cero. Su ordenada serd funcion
de la absorbancia del blanco reactivo a la longitud de onda seleccionada. Por tanto las bases
del método de adicién estindar del punto H (HPSAM) son extensibles a las curvas de
calibrado obtenidas para determinaciones en las que el blanco absorbe, correspondiendo el
primer punto de la adicién estindar a la sefial analitica de la disolucién que contiene el

blanco.

El HPSAM permite evidenciar, como se demostrard a continuacién, diferentes

comportamientos del reactivo que han sido observados en distintas curvas de calibrado, lo
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que permite clarificar el significado del "blanco reactivo” y elegir éste adecuadamente en un

procedimiento analitico en particular.
Para el desarrollo tedrico del método se han definido dos clases de blancos:

a) blanco externo, obtenido a partir de disoluciones de reactivo sin analito o del reactivo mas
placebo, procesado segiin el procedimiento analitico. Estos tipos de blanco se denominan

generalmente "blanco reactivo” o "disolucién de referencia”.

b) blanco interno, obtenido por extrapolacion a partir de los datos de la curva de calibrado
del analito en presencia de reactivo, y su valor se corresponde con la ordenada en el origen

de la curva de calibrado del analito.

En este sentido a continuacion se examinan las posibilidades del HPSAM para
procedimientos extracto-colorimétricos que utilizan blanco absorbente como es el caso de la

determinacion en estudio.
3.4.1.2.1.- Fundamentos tedricos

En base a los fundamentos teéricos del HPSAM aplicados a procedimientos analiticos
que presentan blancos absorbentes (95) se selecionan dos longitudes de onda A, y A, a ambos
lados del méximo de absorcién del blanco externo, de forma que presenten la misma

absorbancia.
Las curvas de calibrado obtenidas a A, y A, responden a las ecuaciones:
A\)=b;+b,+ MA\)XxC;; i=0, 1, ..., n. (1)
AMN)=A+A, + MM xC; i=0,1,...,n )

Donde el subindices (i) indica las diferentes disoluciones para n adiciones de analito;
C, es la concentracién de analito afiadida; A, y b, son los valores de absorbancia correspon-
dientes al producto de reaccion formado a A, y A,, medidas cuando i=0 ( concentracion de
analito afladida es cero y por tanto la concentracién de producto de reaccion formado es
también cero, b, = A, = 0, en este caso). b’; y A’, son los valores de absorbancia
presentados por el exceso de reactivo libre a A, y A, en las distintas disoluciones preparadas
para la aplicacién del método; y M(A,) y M()\,) son las pendientes de las curvas de calibrado

obtenidas a A, y A,.
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Si tomamos como seiial analitica AA= A(A,;) - A(\;)(Figura 28A) y considerando que
b,=A,=0, y que para cada valor de i b’,=A’; dado que el reactivo presenta la misma
absorbancia a las longitudes de onda seleccionadas, a partir de las ecuaciones (1),(2)

obtenemos la siguiente expresion:
AA =AM - AV = M(A) - M(A)) x C 3

De modo que representando AA, , frente C; obtendremos una linea recta con ordenada
en el origen iguél a cero y de pendiente (M(A,) - M(A,)). Esta expresién indica que los
' incrementos de absorbancia dependen exclusivamente de la concentracién de analito. El
exceso de reactivo libre no afecta a la representacién dado que en cada punto su contribucién
a la sefal ha sido eliminada, puesto que presenta la misma sefial a las dos longitudes de onda
seleccionadas, esto seria vélido aunque sus valores de absorbancias fueran diferentes para
cada disolucion. Segin las bases del HPSAM las ordenadas de las rectas A(A,) y A(A;) deben

ser iguales entre si, e iguales al valor del blanco externo si éste es equivalente al interno.

Esta situacion corresponde al caso més generalizado (Figura 28A) tal como se

desarrolla en (95).

Sin embargo en la practica pueden plantearse otra serie de casos en los que no exista
una coincidencia entre el blanco interno y el blanco externo (Figura 28B y 28C), situaciones
que se han podido evidenciar por la aplicaciéon del HPSAM. En lo que sigue se estudia la
determinacion de anfetamina con NQS en estos términos, proponiendo un procedimiento para
evaluar y caracterizar los posibles errores a los que pueden inducir estas situaciones y una

guia para optimizar el procedimiento de medida.
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FIGURA 28. Diferentes situaciones en las que la aplicacion del método del HPSAM nos lleva a2 (A) Las
ordenadas en el origen correspondientes a las curvas de calibrado a X y Xj (blanco intemo) y el valor corres-
pondiente al blanco externo son coincidentes. (B) Los valores de las 0.0 aX y X, son coincidentes entre si pero
son diferentes al valor del blanco externo. (C) Las 0.0 obtenidas a X y X son diferentes entre si y diferentes

a blanco externo.
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3.4.1.2.2.- Resultados y discusién

En la Figura 28A, se mostraba la situacién en la que el blanco interno y el externo
son iguales. La recta de calibrado de la dI-metanfetamina-NQS responde a este esquema. En
la Figura 29A, se muestran los espectros correspondientes al blanco reactivo y los correspon-

dientes a la disolucidn de reactivo en presencia de 9.6 pig/mL de dI-metanfetamina.

A) B)

Longicud de onda /nm

FIGURA 29. (A) Espectro correspondiente al
blanco reactivo(l), y reactivo en presencia de
9.6 /ig/mL de dl-metanfetamina(2). (B) Espec-
tro del blanco reactivo (1) y del reactivo en
presencia de s . /xg/mL de d-metanfetamina

Longitud de onda /nm (2). (C) Espectro del blanco reactivo (1) y del
blanco reactivo en presencia de: s /xg/mL de
dl-anfetamina.
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Como puede observarse en la Figura 30A, en este caso el blanco externo y el blanco
interno son coincidentes, presentando valores que no difieren en mas de un 5%. Por lo tanto
seleccionando dos longitudes de onda en las que el blanco externo presente la misma
absorbancia, podemos obtener dos rectas que intersectan en el punto H de coordenadas (O,
Aiameiem) (Flgura 28A). El uso de AA como senal analitica permite obtener rectas que
intersectan en cero, indicando por tanto que la contribucién del blanco ha sido eliminada. En
la Tabla ¢ se muestran los resultados obtenidos para tres pares de longitudes de onda
diferentes, donde la absorbancia del blanco reactivo es la misma. En todos los casos, los

resultados obtenidos estan de acuerdo con las bases teoricas del método.

A) B)

Longitud de onda /nm

Lojigituci cic onda /nm

FIGURA 30. (A) Representacion de los blancos intemo y externo correspondientes a la curva de calibrado de
dl-metanfetamina utilizando NQS como reactivo y extrayendo el producto de reaccion en cloroformo. (B)
Cociente entre el blanco intemo y el blanco extemo.

En la Figura 31A, se muestra el grafico del HPSAM para un par de longitudes de
onda. La aplicacién de este método permite cancelar el error constante del blanco, obteniendo
curvas de calibrado con ordenadas en el origen cercanas a cero, siendo estos valores mucho

mas cercanos a cero que los obtenidos por el método tradicional.
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TABLA < . Parametros analiticos correspondientes a dl-metanfetamina en presencia de NQS. ats, représenta el valor de la ordenada y su desviacion tipica(lOO), b * s,

corresponde a la pendiente y su desviacion tipica en ppm, r es el coeficiente de correlacion, t*k=b/Sb es el valor del estadistico usado para un test lineal y n représenta
el numéro de puntos utilizados en el trazado de la recta.

Longitud de onda 434 382 430 390 426 396
de medida
ats 0.136 * 0.005 0.143 + 0.004 0.143 * 0.005 0.150 * 0.005 0.149 £ 0.005 0.155 * 0.005
(btsJxIO” 1122 F 014 497 % 0.10 10.46 +0.11 447 % 0.10 9.63 = 0.12 4.67 *0.11
r 0.99990 0.99963 0.99988 0.99949 0.99985 0.99947
ele 101.754 51.986 91.887 44.240 81.091 43.470
M&KDetio 0.1387 0.1385 0.1436 0.1436 0.1478 0.1479
Longitud de onda 464 (blanco reactivo) AA(434-382) AA(430-390) AA(426-396)
de medida
ats -0.015 + 0.003 -0.0070 £ 0.0009 0.0074 * 0.0008 -0.0063
(bxs,)xI0 = 14.67 + 0.07 6.248 * 0.019 5.990 + 0.019 4962 + 0.017
r 0.99998 0.99999 0.99999 0.99999
rcals 219.734 314.472 314.608 295,022
n 4 4 4 4
Limite de deteccion 1.32 0.92 0.92 0.98

(ppm)



TABLA 7. Paranietros analiticos comrespondientes a d-metanfetamina en presencia de NQS. ats, représenta el valor de la ordenada y su desviacion tipica, b * s
corresponde a la pendiente y su desviacion tipica en ppm, r es el coeficiente de correlacion, t,,,c=b/Sb es el valor del estadlstico usado para un test lineal y n représenta

el numéro de puntos utilizados en el trazado de la recta.

Longitud de onda
de medida

ats
(b+sJxIO?
r
&e
Mool
Longitud de onda
de medida
ats
(b +sJxIO"
r
&c
1

Limite de deteccion
(ppm)

430

0.174 = 0.006
10.03 = 0.14
0.99973
74.188

0.1436

464 (blanco reactivo)

0.014 % 0.007
14.26 = 0.16
0.99982
90.686
5

2.25

390

0.175 £ 0.003
4.09 = 0.07
0.99958
59.541

0.1436

426

0.180 * 0.006
9.21 %+ 0.13
0.99970
70.354

0.1478

AA(430-390)

-0.001 £ 0.004
5.94 £ 0.07
0.99979
83.688
5
244

396

0.180 * 0.003
4.29 = 0.08
0.99952
56.011

0.1479

AA (426-396)

0.0008 + 0.0024
492 + 0.06
0.99981
88.318
5

2.31

424

0.182 = 0.005
8.79 £ 0.13
0.99968
68.683

0.1494

398

0.182 £ 0.003
4.45 £ 0.08
0.99951
55.285

0.1494

AA (424-398)

-0.0005 * 0.021
435 £ 0.05
0.99981
87.885
5

2.32



TABLA 8. Paranietros analiticos correspondientes a dl-anfetaniina en presencia de NQS. ats, représenta el valor de la ordenada y su desviacion tipica, b * s*corresponde
a la pendiente y su desviacion tipica en ppm, r es el coeficiente de correlacion, t,.,,A=!
puntos utilizados en el trazado de la recta.

Longitud de onda
de medida

ats
(h*s,)xIO"
r
fait
A Harmo ederio
Longitud de onda
de medida
aj s
(bs,,)xIO -
r
Laic
n

Limite de deteccion
(ppm)

440

0.116 + 0.003

18.67 +0.11
0.99997
176.594

0.1436

450 (blanco reactivo)

-0.0122 + 0.0025
19.14 + 0.08
0.99998
240.709
4

0.89

,-»"=h/Sh es el valor del estadistico usado para un test lineal y n représenta el numéro de

382 432
0.133 = 0.006 0.132 + 0.004
599 £ 0.20 17.72 + 0.12
0.99887 0.99995
29.761 144.414
0.1436 0.1478

AA(440 382)

-0.016 = 0.006
12.68 £ 0.20
0.99976
64.528
5

3.24

AA (432-394)

-0.01 11 0.004

404

0.150 = 0.005
11.26 £ 0.15
0.99981
73.160

0.1493

li A(424-404)

+ 0.0022

+ 0.07

0.99983

76.509

5

2.75



A) B)

RrMdiial/Unida<<cs AK
0.009 «

MO 3#0 40 MO 60.0 700
C(dl-nvranfpumina)/ppm

C(dI*iueTiufrumiiu)/ppm

FIGURA 31. (A) Curvas de calibrado de dl-metanfetamina siendo la seflal analitica el valor de absorbancia( 1)
a 382 nm medido frente a blanco disolvente.(2)a 434 nm registrada frente a blanco disolvente.(3) a 464 nm
registrada frente a blanco reactivo. (4)AA (434-382 nm). Las ecuaciones correspondientes se muestran en la
Tabla s . (B) Representacion de los residuales (valores absolutos) vs concentracion de d-metanfetamina, O AA
(426-396 nm), o absorbancia a 464 nm medida frente blanco reactivo.

La utilizacion de AA como serial analitica, permite mejorar la linealidad respecto a
la obtenida usando A - A®\ =/(C), siendo A®\ el valor medido de absorbancia del blanco
externo, presentado el mayor valor de de los valores observados (Tabla ). Utilizando
el HPSAM se obtienen rectas de calibrado con ordenadas en el origen igual a cero, debido
a que en cada punto la interferencia del blanco reactivo se anula, incluso cuando la
contribucién al valor de absorbancia de la muestra difiere de unas disoluciones a otras. Los
incrementos de absorbancia van a depender unicamente de la concentracidn de analito. En
la Figura 3IB se muestra la representacion de los residuales vs la concentracion de analito
anadido. Como puede observarse, el HPSAM describe mejor los puntos expérimentales y

permite alcanzar menores limites de deteccion.

En la Figura 283, se mostraban las representaciones del HPSAM cuando las
ordenadas correspondientes a la rectas de calibrado a X y Xj (blanco interno) eran
coincidentes entre ellas pero no con el valor obtenido para el blanco externo. Las causas de
esta situacion pueden ser diversas, por ejemplo que el reactivo no baya sido preparado

correctamente, o la adicién del mismo a los patrones de analito no baya sido reproducible.
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En este caso es importante tener en cuenta otro factor, como podria ser la extraccién
ineficiente de reactivo en presencia de analito. En esta situacion, la utilizacion de AA como
medida de la senal analitica puede eliminar este tipo de error sisteméatico, que no podria ser
eliminado mediante la aplicacibn del método tradicional. Una curva de calibrado de d-
metanfetamina, cuyo espectro del derivado se muestra en la Figura 29B, présenta un
comportamiento de blanco de este tipo. En este caso, aunque el blanco interno y externo no
son coincidentes, la relacion entre ellos en el intervalo de longitudes de onda estudiado es
constante, dado que tanto el blanco interno como el externo presentan las mismas propiedades
espectrales, sin embargo son de magnitudes diferentes (Figura 32). En la Tabla 7 se muestran
los resultados obtenidos para trés pares de longitudes de onda en las que el blanco externo
présenta el mismo valor de absorbancia. En este caso los valores absolutos del blanco interno
y externo no son coincidentes, sin embargo son constantes a las mismas longitudes de onda.
A) B)

Longitud de onda /nm

FIGURA 32.(A) Representacion de los blancos intemo y externo correspondientes a una curva de calibrado de
d-metanfetamina utilizando NQS como reactivo y extrayendo el producto de reaccion en cloroformo. (B)
Cociente entre el blanco intemo y extemo.

En la Figura 33A, se muestra el grafico del HPSAM para un par de longitudes de
onda. La aplicacién de este método permite cancelar el error constante del blanco, aunque
su senal no sea la que deberia de corresponder a la concentracion inicial de reactivo en la
disolucion, obteniendo curvas de calibrado con ordenadas en el origen cercanas a cero,

siendo estos valores mucho mas cercanos a cero que los obtenidos por el método tradicional.
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Estos resultados permiten demostrar que si las caracteristicas espectrales del blanco de orina
interno y externo son iguales, aun siendo diferente su concentracién la aplicacion del método
del HPSAM permite eliminar la interferencia del blanco présente en la muestra, tal como
muestra la representacién de los residuales vs la concentracién de analito anadido (Figura
33B).

También se pueden encontrar ejemplos donde los espectros del blanco externo y del
interno no sean coincidentes (Figura 28C), como se ha podido demostrar mediante la
aplicacion de este método. En este sentido, se ha observado que réplicas de disoluciones
cloroférmicas del reactivo presentan diferencias en el intervalo de longitudes de onda entre
380 y 420nm. En estos casos el uso de curvas de calibrado obtenidas a la longitud de onda

donde el blanco interno y externo coinciden proporciona el minimo error.

A) B)

Rnidual/Uiiida<irs Ab\.
0 #10

tQo MO 4H# #.0
C(d-mmnicujuuu;/ppm

L (d-roctau*«aiuiju )/ ppm

FIGURA 33.(A) Curvas de calibrado de d-metanfetamina, siendo la senal analitica el valor de absorbancia (1)
a 396 nm medido frente a blanco disolvente. (2) a 426 nm registrada frente a blanco disolvente. (3) a 464 nm
registrada frente a blanco reactivo. (4) AA (426-396 nm). Las ecuaciones correspondientes se muestran en la
Tabla 7. (B) Representacion de los residuales (valores absolutos) vs concentracion de d-metanfetamina, O AA
(426-396nm), o absorbancia a 464 nm medida frente blanco reactivo.

En la Figura 29C se mostraba el espectro del blanco reactivo y del producto NQS-
amina para s.es “xg/mL de dl-anfetamina. El espectro obtenido para el blanco externo y las
ordenadas en el origen correspondientes a las rectas de calibrado para la determinacion de

dl-anfetamina como analito (blanco interno), son diferentes tal como se observa en la Figura
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34A. En la Tabla s se dan los resultados obtenidos al utilizar AA como senal analitica a tres
pares de longitudes de onda diferentes donde el blanco externo présenta la misma senal, sin
embargo el blanco interno proporciono diferentes valores tal como se deduce al comparar las

ordenadas en el origen obtenidas a las distintas longitudes de onda.

A) B)

Loiigidid de oiida /nm

FIGURA 34. (A) Representacion de los blancos intemo y externo correspondientes a la curva de calibrado de
dl-anfetamina utilizando NQS como reactivo y extrayendo el producto de reaccion en cloroformo. (B) Cociente
entre el blanco intemo y el extemo.

En la Figura 35A, se muestra la aplicacién del HPSAM para el par de longitudes de
onda 432-394 nm. La curva de calibrado obtenida no es coincidente en cero, debido a que
en este caso b \ distinto de A\. Ademas, el valor del estadistico t"\* es menor que el obtenido
para la curva de calibrado utilizando los valores de absorbancia como senal analitica, debido
a que los fundamentos del HPSAM no son aplicables, y los incrementos de absorbancia no
solo se deberdn a la concentracion de analito. La representacién de los residuales vs la
concentracion de analito anadido (Figura 35B) muestra que el método describe peor los datos
expérimentales. Cuando se présenta una situacion de este tipo, no se pueden seleccionar dos
longitudes de onda en las que el blanco externo présente la misma absorbancia para la
aplicacion del HPSAM. El tratamiento de los datos de forma tradicional o mediante la

aplicacién del HPSAM, conduce a la obtencién de medidas afectadas de error, sino se apiica
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un procedimiento para eliminario. El procedimiento tradicional puede ser utilizado si se
puede demostrar que al menos existe una longitud de onda en la que el blanco interno y
externo son iguales y ademas la concentracién de reactivo puede considerarse constante para
todo el intervalo dindmico de concentraciones de analito. Esta ultima condicion no se
cumplird si no trabajamos en condiciones de exceso de reactivo o en el caso de procedimien-
tos extracto-espectrofotométricos si en la fase organica no se extrae la misma cantidad,
independientemente de la concentracién de analito présente en la muestra. Cuando estas
condiciones no se cumplen, se obtiene un valor para la pendiente de la curva de calibrado
diferente del valor real de la misma. La utilizacidon de curvas de calibrado distorsionadas
conducird a que los resultados analiticos estén afectados por un error sisteméatico, tal como

se demuestra en (95).

A) B)

Knidiial/L'nidadrs Abs.

0.0 So 100 IftO MO 200 900 960 400 46.0 60.0 600
Cfdl-aiiTetiiiuiu)/ppm

FIGURA 35.(A) Curvas de calibrado dl-anfetamina. (1) a 394 nm medido frente a blanco disolvente. (2) a 432
nm registrada frente a blanco disolvente. (3) a 450 nm registrada frente a blanco disolvente reactivo. (4) AA
(432-394 nm). Las ecuaciones correspondientes se muestran en la Tabla 8. (B) Representacion de los residuales
(valores absolutos) vs concentracion de dl-anfetamina, O usando AA (432-394nm) como seflal analitica, o

usando como seflal el valor de absorbancia a 450 nm medida frente blanco reactivo.

En la determinacién estudiada, se ha comprobado que la concentracidon de reactivo
NQS extraido en la fase organica es constante e independiente de la concentracion de analito
présente en la muestra. Este resultado se ha establecido en base a que las pendientes de las

rectas obtenidas en exceso de reactivo son las mismas que las obtenidas en defecto. En este
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ultimo caso, el reactivo dirige la reaccion. En la Figura 36A se muestran las pendientes de

las rectas obtenidas correspondientes al producto de reaccion anfetamina-(NQS>2 en exceso

y defecto de NQS. Como se puede observar en la Figura 36B los valores obtenidos son

iguales en mas de un 95%. Fsto demuestra que la concentracién de reactivo libre extraido

en todos los casos es la misma, dado que la saturacion de la fase orgénica hace que su

concentracién sea constante para todas las disoluciones en las que se ha aplicado el método.

A)

C)

FIGURA 36. (A y B) Equivalencia entre las pendientes
de lais rectas de calibrado obtenidas para el producto de
reaccién dl-anfetamina-(NQS): en defecto (1) y exceso
(2) die reactivo NQS. C) Espectros correspondientes a
diferentes replicas de blanco reactivo.

B)

Pendtrnrr orrrso NCjS/Pendirmf drfeno NQS

[ov 2,

125 "

MO 390 400 410 420 00 A 450
Loiigirud de onda /nm

0.30
0.25
0.20
0.15
0.10
0.05

0.00
382 392 402 422 432 442 452
LoDgitud de onda (nm)

462
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El comportamiento espectral del blanco es similar trabajando en el intervalo de 430-
460 nm (Figura 36C). Por lo tanto habrd que seleccionar una longitud de onda dentro de este
intervalo para que el error en la determinacién del analito sea minimo. A esta zona de
longitudes de onda pertenecen los maximos de absorcién en la regién visiblé de estos produc-
tos de reaccion, sin embargo estos estudios imposibilitan la utilizacién de los maximos de

absorcion de la region ultravioleta.

El HPSAM permite por tanto evidenciar diversos tipos de error introducidos por
blancos absorbentes. La aplicacién del método o en su defecto la seleccién de longitudes de
onda donde exista méixima coincidencia entre el blanco interno y externo, justificando la
constancia de su contribucién a la sefial analitica independientemente de la concentracion de
analito, son las dos vias posibles de eliminacién del error sistemdtico introducido por el

blanco.
3.4.1.3.- Ecuaciones de las rectas de calibrado y parametros analiticos

En medio CHCI, se ha seleccionado 450 nm para la determinacion de anfetamina y
efedrina, y 464nm para metanfetamina. Si el disolvente organico es n-hexano:acetato de etilo

la longitud de onda de medida ha sido 450 nm en los tres casos.

En relacién a la determinacidén de efedrina se ha ensayado también alcohol isoamilico

siendo la longitudes de onda de medida 468nm.

En la Tabla 9 se muestran las ecuaciones de las curvas de calibrado obtenidas para
a) Anfetamina-NQS, b) Metanfetamina-NQS con cloroformo y n-hexano:acetato de etilo
como disolventes de extraccién del producto de reaccién c¢) Efedrina-NQS con cloroformo,
acetato de etilo y alcohol isoamilico como disolventes. También se incluye el intervalo
dindmico de concentracién, la desviacién estindar del blanco y los limites de deteccién

referidos al volumen inicial tomado de disolucién acuosa.

El limite inferior del intervalo dinimico de concentracién corresponde al limite de
cuantificacién, calculado como 10(S;/m)(98), siendo S, la desviacién estdndar del blanco
reactivo, y m la pendiente de la curva de calibrado. El limite de deteccién se calcul6 a partir
de la expresién 3Sg/m (99). Como puede observarse, para la determinacion de anfetamina

y metanfetamina cuando se utiliza cloroformo se obtiene la mayor sensibilidad, sin embargo
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debido a la dispersién de valores del blanco reactivo se obtienen limites de cuantificacién y
deteccion elevados. En base a estos resultados, se optd por usar n-hexano:acetato de etilo
(1:1) para la extraccion del producto de reaccién, que aunque supone una pérdida de

sensibilidad permite mejorar los limites de deteccién y cuantificacion.

Con relacidn a los productos de reaccion efedrina-NQS indicar que la utilizacién de
alcohol isoamilico permitié aumentar la sensibilidad en alrededor un 50 % permitiendo
mejorar los limites de cuantificacion y de deteccién respecto a los obtenidos utilizando

~cloroformo o acetato de etilo.

Enrelacién al producto de reaccién anfetamina-NQS, se obtiene la misma sensibilidad
independientemente de las condiciones de reaccién, por lo que la utilizacion de condiciones
de pH 10 permitird disminuir el tiempo de reaccién y la temperatura de calefaccién. Para

metanfetamina a pH 10 la pendiente del calibrado es superior que a pH 7.5.

Al comparar los resultados obtenidos entre ambos procedimientos, se observa que la
utilizacién de tampdn bicarbonato/carbonato de pH 10 permite:
* Reducir la interferencia del blanco reactivo.
* Aumentar la sensibilidad (para el producto MA-NQS).
* Disminuir los limites de deteccién y cuantificacion.

* Disminuir el tiempo y la temperatura de reaccion.

Por lo que un medio de pH=10 es el mis idoneo para la determinacién de estas
aminas mediante su reaccién con NQS. En el caso de la efedrina la extraccién con alcohol

isoamilico aumenta la sensibilidad del método.
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TABLA 9. Parametros analiticos del producto de reaccién anfetamina-NQS usando diferentes disolventes
organicos para la extraccion. A) anfetamina. B) metanfetamina C) efedrina.

pH

A)

pH 10.0

pH 7.5

B)

pH =10

pH=7.5

C)

pH 7.5

Disolvente de
extraccion

n-hexano:
acetato de etilo
(1:1)
\450 nm

CHCI,
X450 nm

n-hexano:
acetato de etilo
(1:1)
X450 nm

CHCI,
X450 nm

CHCI,
X464 nm

n-hexano: aceta-
to de etilo (1:1)
X450 nm

CHCI,
X464 nm

n-hexano: aceta-
to de etilo (1:1)
X450 nm

Alcohol
isoamiiico
(X468 nm)

n-hexano:ace-

tato de etilo
(1:1)

(X450 nm)

cloroformo
(X450 nm)

Curva de
calibrado

a= 1.8x10-
b=0.01447
Sy,= 5.8xI0™

tto ( lineal

a=6x10’
b=0.01856
Sy,=6.8xI10’

ticM lineal

a=-8.86x10’
b=0.01460
Sy,= 5 9x10~

a=-9.32x10’
b=0.01836
S, =9.9x10’

tteit lineal

a=2.85x10’
b=0.02627
SA=8.1x10’

Aeai lineal

a=4.90x10’
b=0.02122
SA=2.6xI10"

nes( lineal

a= 1.90x104
b=0.01401
S'y=5.6x10’

a=-3.25x10*
b=0.01246
SA=6 6x10°’

kew lineal

a=-7.40x10’
b= 15.7x10’
Syj=5.4x10"’

llest lineal

a=-6.023x10’
b= 8.9x10’
Sy,=8.6xI10’

reei lineal
a=2.350x10’

b=9 8x10’
S, =5.6x10’

tiesl lineal

Intervalo
dindmico
mg/L

1.4-50.0

1.1-50.0

1.4-50.0

6.0-50.0

0.6-35.0

0.9-35.0

7.1-50.0

1.6-50.0

2.1-50.0

3.7-50.0

10.2-50.0

SB

0.006

0.006

0.006

0.030

0.006

0.006

0.030

0.006

0.010

0.010

0.030

L.D

(mg/L)

0.4

0.3

0.4

1.8

0.2

0.3

21

0.5

0.6

1.1

31



3.4.2.- Tratamiento preliminar de las muestras de orina

Esta etapa segin refleja la bibliografia es practicamente obligada en este tipo de

determinaciones.

Se han comparado diversos tipos de tratamiento preliminar de muestras previamente
a la derivatizacién con NQS, precipitacién, extraccion sélido-liquido y extraccion liquido-

liquido. También se ensayé el uso directo de las muestras de orina.
3.4.2.1.- Procedimientos experimentales .
Procedimiento I - Utilizacion directa de las muestras de orina.

Las muestras de orina con o sin analito se prepararon afiadiendo 4.0 mL de sulfato
de anfetamina o clorhidrato de metanfetamina (1 g/mL) o agua destilada a 100 mL de orina.
A 1 mL de orina (con y sin anfetamina) se adicioné 1 mL de tampén de pH 7.5 y 1 mL de
NQS (0.5%) siendo el volumen final de 3 mL. Posteriormente, se procedid a realizar la
derivatizacion y extraccion del producto de reaccién tal y como se ha indicado para las

disoluciones patrén (pagina 88). -
Procedimiento II - Precipitacién de los componentes endégenos de la orina

Se parti6 de diferentes muestras de orina. Para éada una de ellas, a 100 mL (con o
sin anfetamina) se afiadi6 NaOH 1M. La muestra resultante se centrifugé y un volumen
conocido del sobrenadante se llevé a pH 7.5. Finalmente, a 1 mL de la orina asi tratada, se
le afiadié 1 mL de tampdn de pH 7.5, cantidades variables de sulfato de anfetamina a partir
de una disolucion patrén de 200 pug/mL y 0.5 mL de reactivo NQS (1.0%), siendo el
volumen total de 3 mL. El procedimiento de derivatizacion y extraccion del producto de

reaccion se realizd tal y como se ha indicado anteriormente.
Procedimiento III - Extraccién sélido-liquido

Las muestras para el andlisis fueron preparadas adicionando a 10.0 mL de orina, 1mL
de una disolucién acuosa de concentracién 110 ug/mL de sulfato de anfetamina o clorhidrato
de metanfetamina o agua destilada en el caso del blanco de orina, de forma que la
concentracion final en la muestra fue de aproximadamente 10 pg/_mL. Se han utilizado

columnas de extraccion en fase sélida de tipo Bond-Elut C18, C8, C2, CH, PH y CN
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(Scharlau), con una capacidad de carga de 100 mg/mL. Estas columnas fueron activadas con
500 uL de metanol, y seguidamente 500 uL de agua destilada para evitar el contacto directo
del metanol con la muestra. A continuacién se eluyen 2 mL de muestra de orina, la matriz
de la muestra se elimina lavando con 2.5 mL de agua destilada. Los analitos retenidos en la
columna son eluidos con 1.0 mL de metanol. Para pasar los disolventes y las muestras a
través de la columna se aplicé presién con una jeringa conectada a ésta mediante un
adaptador. A las disoluciones de MeOH resultantes se les afiade 50 uL de una disolucién de
EtOH:HCl (6:1), siendo posteriormente llevadas a sequedad. Las muestras fueron
reconstituidas en 1.0 mL de agua destilada, 1.0 mL de tampén dihidrogeno/monohidrogeno
fosfato pH 7.5 o tampdn bicarbonato/carbonato pH 10 y 1.0 mL de reactivo NQS (0.5 %).
Finalmente, las muestras se procesaron de acuerdo con el procedimientos descrito para las

disoluciones patrén (pagina 88).

Una vez utilizadas, las columnas fueron regeneradas haciendo pasar 2 mL de metanol,
y seguidamente 1 mL de agua, para eliminar los posibles compuestos de baja y alta

polaridad, respectivamente, que se pudieron quedar retenidos.
Procedimiento IV - Extraccion liquido-liquido.

En base al procedimiento descrito por Endo y col.(57) se realizé la extraccion
utilizando n-hexano. Para ello, se tomaron volimenes de orina de 5 o 10 mL a los que
previamente se adicioné una cantidad conocida de sulfato de anfetamina o clorhidrato de
metanfetamina a partir de una disolucién patrén de 100 ug/mL o agua en el caso de los
blancos de orina. El procedimiento de extraccion se realizé en medio basico, en este caso se
afiadié 0.1 mL de amoniaco concentrado por cada S mL de orina, alcanzdndose un valor de
pH préximo a 10. A continuacién los 5 o 10 mL de la orina fueron extraidos en 5 o 10 mL
de n-hexano con agitacién mecanica, con posterior centrifugacién para eliminar la emulsién
formada entre ambas fases. El procedimiento de extraccion se realiz 3 veces, disponiendo
al final de un volumen total de 15 o 30 mL de n-hexano al que se le adicioné 50 o 100 uL
de una disolucion de EtOH-HCI (6:1). Estos extractos se evaporaron con rotavapor y el
residuo obtenido se regenerd en 1.0 mL de agua destilada al que se afiadié 1.0 mL de tamp6n
pH 7.5 o pH 10.0 y 1.0 mL de NQS (0.5%). Las mezclas asi preparadas fueron tratadas

seglin el procedimiento descrito para los patrones (pigina 88).
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S.4.2.2.- Resultados y discusion
3.4.2.2.1.- Sin tratamiento preliminar

Cuando las muestras de orina no se sometieron a ningln tipo de tratamiento la
interferencia de blanco de orina fue la que se muestra en la Figura 37a. Al comparar la
sensibilidad obtenida (5.92x10'") en presencia de anfetamina con la correspondiente a las
diso'luciones patrén, se observa una disminucién de este parametro (Tabla 9, pagina 105).
Por ello, aunque la utilizacién directa de las muestras de orina supone un importante ahorro
de tiiempo en el anélisis, no es recomendable este procedimiento dada su baja sensibilidad si

bieni los resultados obtenidos son aceptables en el intervalo de concentracion (30-100 /Ag/mL).

1.40 '

1.20

0.80

0.20

0.00
IS0 200 300 400 500 600 700
LoQgHud de onda (nm)

FIGUJRA 37. Blancos de orina, medidos frente a blanco reactivo, para los distintos tipos de tratamientos de
muesttra ensayados. a) Utilizacion directa V= 1.0 mL, b) Con precipitacion de los componentes endogenos
V =1..0 mL, c) Con extraccion sélido-liquido V=2.0 mL, d) Con extraccion liquido-liquido (3 extracciones)

V =5).0 mL. Cond: NQS 6.4x10'* M, temp. 70°C 30 min pH=7.5.
3.4.2.2.2.- Precipitacion de los componentes endogenos de la orina.

Al realizar la precipitacidbn de componentes endégenos de la orina, no se observaron
diferreneias apreciables en cuanto a la respuesta del blanco de orina en relacién a la serial
obteinida en el procedimiento | (Figura 37). La sensibilidad en presencia de anfetamina
tamboién es menor que la correspondiente a disoluciones patrén aunque mayor que la obtenida
con (el procedimiento |. Los componentes enddgenos de la orina al reaccionar con €l reactivo

NQSS, presentan un espectro muy similar al obtenido para el producto de reaccién anfetamina-
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NQS consumiendo reactivo (Figura 25 pagina 80). Para comprobar este supuesto, se adiciond
reactivo después de extraer los productos de reaccién. Las muestras fueron nuevamente
calentadas a 70°C durante 30 min. y extraidas en disolvente orgénico, permitiendo que la
anfetamina existente en la fase acuosa que no habia reaccionado anteriormente lo hiciera, de
modo que al realizar la segunda extraccion se comprueba que la reaccion entre el NQS y la
anfetamina ha tenido lugar. Andlogamente, también se observa que el blanco de la orina sin
anfetamina tanto en la primera como en la segunda extraccion son iguales. Dichos resultados
indican que independientemente de la cantidad de compuestos endégenos de la orina que
hayan reaccionado, la sefial analitica que se obtiene en la fase orgdnica es constante,
habiéndose producido por tanto una saturacion de la fase orgénica respecto los componentes

enddgenos de la orina.

A la vista de los resultados, se ensay6 una concentracion de reactivo de 12.6x10° M.
La utilizacién de mayor cantidad de reactivo aumentd la sefial correspondiente al blanco
reactivo (debido a la relacion lineal existente entre la concentracién de reactivo y la cantidad
de éste que se extrae en la fase orgénica) sin embargo la interferencia correspondiente al
blanco de orina es similar a la obtenida con los otros procedimientos (Figura 37). En estas
condiciones la sensibilidad aumenta, y la pendiente del método de adicién estindar
(m=0.01718) es similar a la obtenida en la curva de calibrado con patrones utilizando
cloroformo como- disolvente de extracciéon del producto de reacciéon (Tabla 9). Estos
resultados indicarian la ausencia de efecto matriz. Sin embargo, tal como se muestra en la
Figura 38 el blanco de orina introduce un error sistematico de tipo constante que debe de ser
evaluado para la determinacion de anfetamina exenta de error en la muestra. En este caso,
corrigiendo el error introducido por el blanco de orina, la concentracién de anfetamina
presente en muestras de orina puede ser determinada con una desviacién estindar del 2 %

para un intervalo dindmico de concentraciones de 30-100 ug/mL.
3.4.2.2.3.- Extraccion solido-liquido

Al igual que en los procedimiento descritos anteriormente, la extraccion en fase sélida
no ha permitido la eliminacién de la interferencia del blanco de orina (Figura 37). Todas las
columnas ensayadas dieron blancos de orina similares, siendo iguales entre si e iguales a las
obtenidas mediante la aplicacion de los procedimientos I y II. Sin embargo, en este caso la

sensibilidad obtenida en presencia de analito es considerablemente mayor. Teniendo en cuenta
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la interferencia del blanco de orina y por sustitucion de la sefial analitica en la curva de
calibrado de los patrones, se calcularon los porcentajes de recuperacion del analito. En la
Tabla 10 se muestran los porcentajes de recuperacién de anfetamina y metanfetamina para
las distintas columnas ensayadas. Como puede observarse, en todos los casos independiente-
mente de la columna y para ambos analitos se obtuvieron porcentajes de recuperacién
mayores al 80% para un volumen de muestra de 2 mL. La utilizacién de mayores volimenes
de orina (4.5 mL) ensayados con el objeto de alcanzar los limites de deteccion requeridos no
aumenta considerablemente la sefial correspondiente al blanco de orina sin embargo la

dispersion de resultados es significativamente superior.

TABLA 10. Porcentajes de recuperacion de anfetamina y metanfetamina utilizando distintos tipos de columnas
de extraccion en fase sélida.

Columna Anfetamina | Metanfetamina
C8 86+1 74+18
C18 92+13 97+4
c2 76+8 86+3
CH - 77+1 7612
PH 8517 86+8
CN 81+2 96+4

3.5.2.2.4.- Extraccion liquido-liquido

Al igual que en los otros procedimientos estudiados, existe una interferencia de blanco
de orina (Figura 37). La interferencia de la orina es similar a la obtenida en los otros

procedimientos si bien el volumen de orina tomado es superior.

De acuerdo con Endo y col.(57), la realizacion de tres extracciones consecutivas
permite obtener una recuperacion de aproximadamente del 100 %, (Tabla 11) tanto en el caso
de anfetamina como de metanfetamina, dado que las pendientes correspondientes a la adici6n
estdndar son similares a las de la curva de calibrado con patrones. Mientras que si la
extraccion se realiza dos veces el porcentaje de recuperacién disminuye aproximadamente un
20% en el caso de anfetamina y menos de un 10% cuando se trata de metanfetamina. Del
mismo modo cuando la extraccidn se realiza con un volumen la mitad al de la muestra inicial

el porcentaje de recuperacién es todavia menor disminuyendo aproximadamente un 30%.
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Estos han sido obtenidos por comparacion de las pendientes obtenidas en cada caso con las
pendientes correspondientes a la curva de calibrado con patrones. Aunque la realizacién de
dos extracciones en lugar de trés impiica obtener menores porcentajes de recuperacién, se
ha seleccionado esta opcidn debido a que la interferencia del blanco de orina es ligeramente

inferior y la cantidad de disolvente aevaporar es menor, siendo el procedimiento mas rapido.

Cuando la muestra es extraida con n-hexano aunque el volumen de orina utilizado
(5 mL) es superior que para el resto de los tratamientos, la sensibilidad obtenida es mayor
(Figura 38A) debido a que parte de las sustancias que pueden interferir en la determinacion
han sido eliminadas, existiendo mayor cantidad de reactivo disponible para reaccionar con
la anfetamina présente en la muestra coincidiendo estos resultados con los obtenidos en
presencia de mayor cantidad de reactivo. Cuando se représenta la absorbancia de la muestra
restandole el blanco correspondiente de orina (Figura 38B) la ordenada en el origen obtenida
es préxima a cero, indicando por tanto que la orina introduce un error de tipo constante en

la determinacién y por ello es necesario evaluar lo previamente a la determinacién.
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FIGURA 38. Representacion de la absorbancia a 450 nm vs concentraci(3n de anfetamina, cuando la muestra
ha sido procesada con distintos tipos de tratamiento. A) Sin restar el blanco de orina B) restando el blanco de
orina. Con precipitacion de los componentes endogenos a) NQS 0.5%, b) NQS 1.0% , c) con extraccion
liquido-liquido 3 veces consecutivas. Condiciones NQS 6.4x10* M, temp. 70 °C 30 min.

En la Tabla 11 se muestran los porcentajes de recuperacién obtenidos mediante los
diversos procedimientos ensayados. Como se puede observar tanto para anfetamina como

metanfetamina, los mejores resultados son obtenidos mediante la utilizacién de la técnica de
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extraccion liquido-liquido tres veces consecutivas. No obstante con la extraccién sélido-
liquido se obtienen buenos porcentajes de recuperacion sin embargo no ha sido aplicable a
la determinacién espectrofotométrica de estas aminas dada la dispersién de resultados

obtenidos en relacidn al blanco de orina si se utiliza 4.5 mL de orina.

TABLA 11. Porcentajes de recuperacién obtenidos para anfetamina y metanfetamina utilizando varios
tratamientos preliminares de muestra.

Porcentajes de recuperacién. obtenidas para los diversos tipos de
tratamiento
Tratamiento ' © | Anfetamina | Metanfetamina
Sin tratamiento 32 e
Con precipitacién de NQS 0.5% 50 ——
los compontes
end6genos NQS 1.0% 94 | -
Extraccién liquido- 3 extracciones 99.0 102.0
liquido ]
2 extracciones 76+ S 92+8
Extraccion solido-liquido (C18) 92+ 13 97+ 4

3.4.2.3.- Conclusiones

Independientemente del tratamiento previo de la muestra, precipitacion, extraccion
liquido-liquido, extraccién sélido-liquido, las ordenadas en el origen de las rectas de
calibrado obtenidas al derivatizar con NQS, han coincidido con el blanco de orina
correspondiente. Estos valores han sido similares para diferentes voliimenes de muestra
tomados. Dependiendo de las concentraciones existentes en la muestra podremos utilizar un
tipo de tratamiento u otro. No obstante, dado que las concentraciones de anfetamina y
metanfetamina en orina suelen ser bajas, parece en principio recomendable seleccionar la
extraccion liquido-liquido con n-hexano como tratamiento previo de muestras puesto que
permite obtener limites de cuantificacion y deteccién mas bajos utilizando el procedimiento

extracto-colorimétrico.

Si se incorpora una etapa de separacion tal es el caso de la utilizacion de la técnica
CLAR se tendra que considerar también la extraccién sélido-liquido y estudiar cual de los

procediimientos resulta mas ventajoso.
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3.4.3.- Etapa de calibraciéon para muestras reales
Caracterizacion de errores sistematicos

3.4.3.1.- Blanco de orina

Del apartado anterior se deriva que el blanco de orina contribuye a la sefial analitica
total, por lo que en esta seccidn se caracteriza el tipo de error sistemdtico que introduce,

apuntando soluciones para eliminarlo en medios de pH 7.5 y 10.0.
3.4.3.1.1.- Influencia del disolvente
Procedimiento experimental

Se han ensayado como disolventes de extraccion de los productos de reaccién con
NQS, cloroformo, acetato de etilo:n-hexano (1:1), alcohol isoamilico y acetato de etilo. Las
muestras de orina han sido tratadas segin los procedimientos de derivatizacién descritos en
la pagina 88. El tratamiento preliminar de la muestra ha sido la extraccién liquido-liquido

con n-hexano (pagina 107).

Los espectros han sido registrados frente a blanco disolvente en el caso de las
muestras de orina sin analito y blanco de orina en las muestras que contenian las drogas. Las

muestras de orina tratadas corresponden a sujetos normales.
Resultados y discusion

En la Figura 39A se muestran los espectros de absorcién de muestras de orina
sometidas a extraccion liquido-liquido con n-hexano y derivatizacién con NQS a pH 7.5
(70°C, 30 min.), la menor sefial analitica se obtiene utilizando como disolvente de extraccién
de los productos de reaccion una mezcla n-hexano:acetato de etilo (1:1). La utilizacién de
disolventes de mayor polaridad aumenta la extraccién de los productos endégenos de la orina,
el caso més extremo y negativo lo constituye el alcohol isoamilico. De ahi se puede derivar
que no serd factible la determinacién de efedrina en muestras de orina en condiciones
optimas, ya que este es el disolvente mas adecuado para la extraccion de los derivados NQS-
efedrina, si bien si serd factible en preparados farmacéuticos como se demostrara en un

apartado posterior de esta memoria. Tampoco serd posible su determinacién en los niveles
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exigidos en el andlisis de muestras de orina empleando los deméas disolventes de extraccion,

lo que esta de acuerdo con la bibliografia (67-73).

Los espectros de absorcién de muestras de orina tratadas con derivatizacién apH 10.0
45 y 5 min.) presentan con las mismas caracteristicas que los expuestas tal como se

refleja en la Figura 39C.

La Figura 39 corresponde a los espectros de absorcion del producto NQS-anfetamina
y NQS-metanfetamina en los diferentes disolventes ensayados, la forma de éstos es semejante
a la obtenida con patrones aportando el cloroformo la mayor sensibilidad. Sin embargo, se
selecciona la mezcla n-hexano:acetato de etilo (1:1) con el propdsito de disminuir la
interferencia introducida por la orina aunque ello suponga una ligera pérdida en la
sensibilidad del método. La cantidad de disolvente a utilizar debera ser igual al volumen de
partida (3 mL) ya que volimenes inferiores afectan negativamente al porcentaje de

recuperacion.
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FIGURA 39. Espectros de absorcion del blanco orina (medido frente blanco disolvente) utilizando distintos
disolventes de extraccion del producto de reaccion a) n-hexano:acetato de etilo (: :: ), b) cloroformo, c) acetato
de etilo, d) alcohol isoamilico. Las muestras de orina han sido previamente extraidas con n-hexano (3 extrac-
ciones). Condiciones: NQS 6.4xIO*M, pH 7.5,Temp.70°C, 30min., A) NQS, B) NQS-anfetamina 15.8 mg/L.
pH 10.0, Temp. 45°C, 5min., C) NQS, D) NQS-anfetamina 12.9 mg/L y NQS-metanfetamina (1) 12.9 mg/L.

3.4.3.1.2.- Caracterizacion del comportamiento del blanco de orina en la etapa

de calibracion por el método de adicion estandar del punto H
Procedimiento experimental

A muestras de orina (100 mL) se adicion6 1 mL de una disolucidn patron de sulfato
de anfetamina (465 /xg/mL) e clorhidrato de metanfetamina (505 *g/mL) ¢ 1 mL de agua
destllada (en el caso del blanco de orina), de forma que la concentracion final en la muestra
fue de aproximadamente 4.6 *g/mL de anfetamina o 5.0 /xg/mL de metanfetamina. A partir
de esta muestra se tomaron alicuotas de 5 o0 10 mL, a las que se anadieron volimenes
variables de sulfato de anfetamina (232 mg/L) o clorhidrato de metanfetamina (250 mg/L)
0 agua destilada (en el caso del blanco de orina) hasta complétat un volumen de 5.3 o 10.6
mL. Seguidamente, se anadid 0.1 ¢ 0.2 mL de amoniaco concentrado y se procedi6 a la
extraccion de los analitos de acuerdo con el procedimiento de extraccién liquido-liquido
(realizandose la extraccién con n-hexano dos o trés veces consecutivas). Disponiendo al final

de un volumen total de 16 o 32 mL de n-hexano al que se adiciond 50 o 100 /xg/mL de una
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disolucién de EtOH-HCI (6:1). Estos extractos se evaporaron utilizando un rotavapor y el
residuo obtenido se regenerd en 1.0 mL de agua destilada, en el caso de la determinacién de
anfetamina se anadi6 1.0 mL de tampén de pH 7.5 y 1.0 mL de reactivo NQS (0.5%). La
mezcla resultante se calentd a 70°C durante 30 min. Mientras que en la determinacion de
metanfetamina y también para anfetamina, el residuo obtenido se regeneré igualmente con
1.0 mL de agua destilada, al que se afiadi6 1.0 mL de tampén de pH=10y 1.0 mL de NQS
(0.5%), la mezcla resultante en este caso se calentd a 45 °C durante 5 min. En ambos casos,
las nnuestraé Se ‘enfriaron a témpefatura ambiehte'durante S min. y posteriormente los

productos de reaccién fueron extraidos en n-hexano:acetato de etilo (1:1).

Resultados y discusion

Analogamente al estudio sobre el blanco reactivo por el método de adicion estandar
del punto H, se ha estudiado el comportamiento del blanco de orina. En la Figura 40, se
muesitran los blancos de orina interno y externo obtenidos para dos muestras diferentes
some:tidas a extraccion previa con n-hexano y posterior derivatizacién con NQS (A,B), como
puede observarse los blancos obtenidos son diferentes a longitudes de onda menores de 430
nm. Del mismo modo al comparar los blancos internos y externos para cada una de las
muesitras de orina se observa que éstos presentan diferencias, sin embargo para longitudes
de omda comprendidas entre 430 y 480 nm ambos blancos son iguales, tal que al representar
el cociente entre el blanco externo e interno (Figura 40) se aprecia que en este intervalo de
longittudes de onda son coincidentes entre si para las dos réplicas ensayadas. Estos resultados
indican que ésta seria la zona mds idénea para la determinacién de analito, correspondiendo
a la regién del espectro donde aparecen los méximos del producto de reaccion NQS-
anfetamina, tal como se concluyé en el apartado al respecto sobre la influencia del reactivo

en la etapa de calibracién con disolucién patrén (pagina 103).
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FIGURA 40. (A) y (B) representacion de los
blancos intemos y extemos para dos calibrados
de anfetamina en muestras de orina. (C) Cocien-
te entre el blanco intemo y externo para dos

réplicas ensayadas.
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3.4.3.1.3.- Método de Youden. Estudio y evaiuacion del error sistematico

constante

Procedimiento experimental

El método de Youden ha sido aplicado a muestras de orina (con y sin analito). A 1(X)

mL de muestra de orina se anadi6 1 mL de sulfato de anfetamina o clorhidrato de metanfe-
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tamina o agua destilada (en el caso de los blancos de orina), se tomaron volimenes variables
de 2, §, 6, 8 y 10 mL (conteniendo concentraciones de anfetamina de 5.95 a 29.74 ug/mL
o de 3.4 a 16.8 ug/mL de metanfetamina). Estas muestras se sometieron a extraccién con
n-he:xano y derivatizacion, siendo procesadas segin los procedimientos descritos anteriormen-

te.
Resultados y discusion

La aplicacic’m del método de Youden permite evaluar la existencia de errores
‘siste:mdticos constantes cuando la matriz y el analito estidn presentes en la muestra. El valor
del blanco total de Youden (TYB) se obtiene a partir de la ordénada correspondiente a la
representacion de la curva de calibrado (seiial analitica vs concentraci@n en la muestra), este
valor representa el error constante del método correspondiente a una concentracién de analito
en la muestra de cero, siendo independiente del tamafio de muestra utilizado y no es
atribuible al analito. Cuando el valor del TYB es diferente de cero, las medidas analiticas
debe:n de ser corregidas con el fin de evitar la existencia de errores sistematicos constantes

en la determinacion del analito.

En la Figura 41 se muestran las representaciones del método de Youden para (A)
muestras de orina en presencia y ausencia de anfetamina (B) muestras de orina en presencia

y aussencia de metanfetamina.

En el caso de muestras de orina sin anfetamina mediante la aplicacién del método de
Youden se obtiene una sefial analitica constante para todos los volimenes de muestra
ensaryados (0.037+0.002 n=8), indicando que ésta introduce un error constante que a su vez
es imdependiente del volumen de muestra, lo que indicaria que se produce una saturacion de
la fasse orgdnica respecto aquellas sustancias de la orina que son extraidas. En presencia de
anfettamina, mediante la aplicacion de este método se obtiene una ordenada en el origen
difercente de cero (TYB=0.042). Como puede observarse, los valores obtenidos en muestras

de omrina con y sin anfetamina son similares.

Anélogamente, en el caso de muestras sin metanfetamina al aplicar el método de
Youden se obtiene también un valor de sefial constante independientemente del volumen de
orina ensayado (0.059 + 0.001 n=5). En presencia de metanfetamina, mediante la aplicacion

de este método se obtiene una ordenada en el origen diferente de cero (TYB=0.056).
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Los resultados obtenidos tanto en la determinacién de anfetamina como en la de metanfetami-
na indican la existencia de un error sisteméatico constante debido a otras sustancias présentés

en la muestra y que tal error es independiente del volumen de muestra.

Los valores de TYB obtenidos en la determinacibn de metanfetamina son ligeramente
superiores a los obtenidos en la determinacién de anfetamina, esto indica que en condiciones
de pH 10 la interferencia correspondiente a los componentes enddgenos extraidos de la orina

es ligeramente superior.

0.3

0.2

0.0

Volumen de orina (mL) Volumen de orina (mL)

FIGURA 41. Representacion de la variacion de la absorbancia (450 nm) en funcion del volumen de muestra,
para muestra en presencia y ausencia de amina A)anfetamina, B)metanfetamina. Condiciones: NQS 6.4xI0*M,
A) Temp.70°C, 30 min. tampdn pH 7,5, B) Temp.45°C, 5 min., tampon pH 10.0. Extraccion de la orina con
n-hexano y el producto de reaccion con n-hexano:acetato de etilo (- ::).

3.4.3.1.4.- Estudio de la posibilidad del use de un placebo para corregir el error

sistematico constante

A la vista de los resultados obtenidos en los apartados anteriores, se ensayaron
diferentes muestras de orina de sujetos normales con el objeto de proporcionar una alternativa
a la utilizacién del método de Youden para evaluar €l error sistematico constante introducido

por la orina en estas determinaciones.

119



Procedimiento experimental

Se tomaron 5 mL de 15 muestras diferentes de orina (sin anfetamina) que fueron
procesadas en las condiciones de pH 7.5, 70°C y 30 minutos y 12 se trataron a pH 10.0,
45°C, 5 minutos. En ambos casos éstas se trataron previamente con extraccion liquido-
liquido en n-hexano. También se ensayé un volumen de 10.0 mL orina. Todas las muestras

fueron procesadas de acuerdo con el procedimiento descrito en la pagina 107.
Resultados y discusion

Cuando las muestras de orina (5 mL) se procesan a pH 7.5 la sefial analitica a la
longitud de onda de trabajo (A= 450 nm) es similar para todas ellas (n=15, A,_,s
an=0.035+0.007). A pH 10 sucede lo mismo (n=12, A,_,5 m= 0.061510.0095). Cuando
se parte de 10 mL a pH 7.5 la absorbancia (n=12, A,_4so = 0.0371+0.007) y a pH 10
(n=12, A,_4s50 m= 0.0631+0.01). Estos valores indican que la sefial proporcionada por la
orina es independiente del volumen de ésta tomado y coinciden con los calculados a partir
del método de Youden. La sefial analitica correspondiente al blanco de orina introduce un
error constante que es practicamente independiente de la muestra, permitiéndonos usar la
orina de un individuo normal como placebo, constituyendo otra posibilidad de correccion del
error sistematico constante en la determinacién de anfetamina y metanfetamina en muestras

de orina.

3.4.3.2.- Método de Adicion Estandar, efecto matriz. Estudio del error

sistematico proporcional
Procedimiento experimental

Se partié de diferentes muestras de orina. A 100 mL de orina se adicioné 1 mL de
disolucién patrén de sulfato de anfetamina (465 ug/mL) o clorhidrato de metanfetamina (505
pg/mL) o 1 mL de agua destilada (en el caso del blanco de orina), de forma que la
concentracion final en la muestra fue de aproximadamente 4.6 ug/mL de anfetamina o 5
pg/mL de metanfetamina. De esta muestra se tomaron alicuotas de 5 o 10 mL, a las que se
anadieron volimenes variables de sulfato de anfetamina o clorhidrato de metanfetamina o
agua destilada (en el caso del blanco de orina) hasta completar un volumen de 5.3 o 10.6

mL. Seguidamente, se afiadié un volumen de 0.1 o 0.2 mL de amoniaco concentrado y se
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procedié a la extraccion de los analitos de acuerdo con el procedimiento de extraccién
liquido-liquido (realizdndose la extraccion con n-hexano dos o tres veces consecutivas),
disponiendo al final de un volumen total de 16 o 32 mL de n-hexano al que se adicioné 50
0 100 uL de una disolucién de EtOH-HCI (6:1). Estos extractos fueron evaporados utilizando
un rotavapor y el residuo obtenido fue regenerado en 1.0 mL de agua destilada, en el caso
de la determinacién de anfetamina se afiadi6 1.0 mL de tamp6n de pH=7.5 y 1.0 mL de
NQS (0.5%). La mezcla resultante se calenté a 70°C durante 30 min. En el caso de la
determinacion de metanfetamina el residuo obtenido se regeneré igualmente con 1.0 mL de
agua destilada, al que se afiadié 1.0 mL de tampdn de pH 10 y 1.0 mL de NQS (0.5%), la
mezcla resultante se calentd a 45 °C durante 5 min. En estas mismas condiciones se ensayd
también la anfetamina. En ambos casos, las muestras se enfriaron a temperatura ambiente
durante 5 min. y posteriormente los productos de reaccion fueron extraidos en n-hexano:ace-

tato de etilo (1:1).
Resultados y discusion

Se aplicé el método de adicién estindar con el fin de determinar la existencia o no
de errores sistematicos proporcionales. En el caso en que las muestras de orina se sometieron
a tres extracciones con n-hexano, mediante la aplicacion del método de adicién estindar, la
pendiente de la recta obtenida para la determinacion de anfetamina (pH=7.5) fue
m=0.01439 (Volumen de orina 5.0 mL) y m=0.01432 (Volumen de orina 10.0 mL) y para
la determinacién de metanfetamina (pH=10.0) m=0.02172 (5.0 mL de orina) siendo en
ambos casos similares a las obtenidas con patrones (Tabla 9). Por tanto se puede concluir que
esta determinaciOn estd exenta de error sistematico proporcional. Cuando las muestras de
orina fueron extraidas dos veces consecutivas, con el objeto de que la contribucion a la sefial
analitica de los compuestos enddgenos de la orina sea menor y de acortar el tiempo de
andlisis, las pendientes 'que se obtuvieron mediante la aplicacién del método de adicion
estindar fueron inferiores (m=0.011+0.001 y 0.0194 + 0.0017 n=5, para anfetamina y
metanfetamina, respectivamente), correspondiéndoles en estos casos un porcentaje de
recuperacion de anfetamina de 76+5% a pH 7.5 yde 77+5 % a pH 10, y de metanfetamina
92 + 8% (los porcentajes de recuperacion se calcularon mediante la comparacién de las

pendientes obtenidas con las correspondientes a la curva de calibrado con patrones).
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Por otra parte en base al método establecido por Cardone (101), también se pudo
evalluar €l valor del TYB aplicando el método de adicién estandar para dos volimenes de
muestra diferentes, tomandose en este caso volimenes de 5.0 y 10.0 mL de muestra. En la
Figura 42 se muestra la representacion de la senal analitica frente cantidad de analito anadido
a la muestra/cantidad de analito en la muestra obtenida utilizando volimenes de muestra de

5.0 y 10.0 mL de orina a los que se anadié previamente analito.

06
10 m | de orina

A 5 ml de onna

00
-100 -5.0 0.0 5.0 10.0 15 0
(cantidad dr analito anadido a la muMIira /cantidad de mucalra) "10

FIGIURA 42. Representacion de la variacion de la absorbancia (450 nm) en funcion de cantidad de analito
anadiido en la muestra/ cantidad de muestra. Condiciones: NQS 6.4xI0'AM, Temp.70°C, 30 min. tampon pH
7.5, Extraccion de la orina con n-hexano y el producto de reaccion con n-hexano:acetato de etilo (1:1).
Como puede verse en la Figura 42 (correspondiente a la determinacién de anfetamina)
las (dos rectas se cortan en un punto cuyo valor de la ordenada corresponde al blanco total
de Wouden, siendo en este caso el valor obtenido de 0.043. Como puede observarse este
valo)r es similar al evaluado mediante la aplicacién del método de Youden (Figura 41A). El
puntto de corte entre ambas rectas, también permite determinar la concentracion de analito

en ka muestra por extrapolacién en el eje de abcisas. La concentracidon obtenida fue de 4.8

/xg/miL siendo la concentracién real en la muestra de 4.6 *g/mL.

3.4.3.3.- Exactitud y precision de las determinaciones de anfetamina y

metanfetamina

Los resultados obtenidos mediante la aplicacion del método de adicidn estandar y el

métcodo de Youden indican que tanto la determinacioén de anfetamina como la de metanfetami-
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na en muestras de orina estin exentas de error sistemitico proporcional mientras que
presentan error sistemdtico constante. Por lo tanto, para determinar la concentracion de
anfetamina o de metanfetamina presente en la muestra libre de este error serd necesario
determinar el valor del TYB. Podremos calcular la concentracién de analito, por el método
de adicion estindar o por interpolacién en la recta de calibrado construida a partir de
patrones considerando el porcentaje de recuperacion en el tratamiento previo de la muestra
substrayendo, en ambos casos, el valor del TYB o bien la sefial analitica obtenida a partir

de un placebo.
Procedimiento experimental
Corresponde al procedimiento descrito para la adicion estindar (pagina 120).

En relacién a la determinacién de metafetamina en presencia de anfetamina se han preparado
muestras sintéticas con distintas relaciones de concentracién anfetamina:metanfetamina. A
un volumen constante de esta disolucién se le ha afiadido volimenes variables de una
disolucion patrén de metanfetamina, 1.0 mL reactivo NQS (0.5%), 1.0 mL de tampén de
bicarbonato de pH=10.0 y volimenes variables de agua destilada hasta completar un
volumen de 3.0 mL. La muestra resultante se ha calentado durante 5 minutos a la
temperatura de 45 °C, se ha dejado enfriar durante 5 minutos y el producto de reaccién ha
sido extraido en 3.0 mL de una mezcla de n-hexano:acetato de etilo (1:1), siendo agitada
(agitacion mecédnica) durante 2.0 minutos. Finalmente, se han separado ambas fases,

registrandose la sefial analitica de la fase orgénica en el intervalo de 190-820 nm.

Andlogamente, también se han estudiado muestras de orina a las que previamente se les ha
adicionado una cantidad conocida de anfetamina y metanfetamina a partir de las disoluciones
patron de las mismas (estando las concentraciones dentro de los niveles terapéuticos). A
alicuotas de 5.0 mL de la muestra de orina resultante se han adicionado volimenes variables
de metanfetamina a partir de un disolucién patrén de la misma o agua destilada hasta
completar un volumen de 5.3 mL. Las muestras de orina han sido sometidas a extraccion
liquido-liquido segin el tratamiento de la muestra de orina descrito anteriormente y
finalmente derivatizadas y extraidos los productos de reaccién tal y como se ha indicado en
el procedimiento de las disoluciones patrén. Se ha tomado como sefial analitica la absorbancia

de las muestras a 450 nm. Se realizaron réplicas de muestras que contenian concentraciones
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del orden de 5 ug/mL en anfetamina o metanfetamina, midiéndose la sefial analitica en el

mismo dia y en dias sucesivos.
Resultados y discusion

En las Tablas 12 y 13 se muestran las concentraciones de anfetamina (12A, 13A) y
metanfetamina (12B, 13B) calculadas mediante la aplicacion de método de adicién estandar
y la calibracion con patrones considerando el % de recuperacion, y tomando como blanco
de orina el valor obtenido de la aplicacién del Youden. En todos los casos tanto en la
‘déterminacion de anfetamina  como de metanfetamina se han obtenido errores relativos:

meniores del 10% (errores aceptables en este tipo de determinaciones).

En las Tablas 12 y 13 también se muestran los resultados de concentraciones de
anfettamina o metanfetamina calculadas en muestras de orina mediante la aplicacion del
método de adicion estdndar y la curva de calibrado con patrones pero tomando como valor
del tblanco de orina el valor del placebo obtenido a partir de distintas muestras de orina en
ause:ncia de analito. Los resultados obtenidos son comparables con los obtenidos mediante
la aplicacién del método de Youden. Por lo tanto, la utilizaciéon de un placebo (orina de un
indiwiduo normal) constituye otra posibilidad para la determinacién de anfetamina o

metanfetemina en muestras de orina exenta de error.

Anélogamente, la concentracion de estos analitos en muestras de orina también se ha
podiido calcular utilizando los valores de absorbancia de una muestra (A,) con una
conczentracion desconocida de analito y con el valor de una muestra de referencia (A,) con
una concentracion C,;= C, + C,44 (conteniendo ambas muestras el mismo volumen de
muesstra), siendo C,, la concentracién de analito desconocida y C,;q44 1a concentracién de
analiito conocida que ha sido afiadida a la muestra a partir de una disolucién patrén de sulfato
de amfetamina o de clorhidrato de metanfetamina. La sefial analitica de la muestra resultante
vendira dada por A,= A, + A,au, Siendo A, la sefial analitica correspondiente a C,. Por lo

tantm la concentracion desconocida de analito en la muestra vendrd dada por la ecuacion 4.

C.=[A4,/(A,-4)]C,.. ... ecuaciénl)
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TABLA 12. Concentracion de A) anfetamina (pH 7,5 y pH 10) o B) metanfetamina encontrada en diferentes
muestras de orina tomando voliimenes diferentes y mediante la aplicacion del método de adicion estandar.
Condiciones: NQS 6.4x10* M. Las muestras de orina fueron extraidas dos veces consecutivas con n-hexano,
(*) extraccion con n-hexano trés veces consecutivas, (**) Muestras de orina con anfetamina ensayadas en
condiciones de pH 10.0, 45°C y 5 minutos.

A)

Muestra Volumen
de orina
tomado

(mL)
1 5
2 5

3 5(%)
4 5
5 5
K**) 5
2 (*$) 5

Anfetamina
anadida a la
muestra de
orina (mg/L)

4.6
134
4.6
9.2
13.9
4.6
6.9

14.2

4.5
1.7
10.9
45
7.7

Concentracion de anfetamina encontrada en
muestras de orina aplicando MOSA (mg/L)

Youden E%
4.2 8.7
104 +:
12.9 -3.7
4.7 +. 0
9.1 -1
13.2 -5.0
5.1 + 0
7.7 +ii6
8.4 +3.7
9.7 +54
438 +5
8.3 +7.2
10.7 -1.9
4.7 +4.4
7.8 +13

Placebo

4.2
13.2
4.9
9.4
134
4.8
74
8.5
9.8
10.7
154
19.5
4.3
9.3

4.5
9.6
12.9
4.9
8.4

4.8
7.9

E%

-8.7
+3.9
-1.5
+6.5
+..
-3.6
+4.3
+7.2
+4.9
+6.5
+7.0
+7.0
-2.9

+9.0
-0.9
+ 6.6

+26
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B)

Muestra

Volumen
de muestra
tomado
(mL)

MA

aAadida a
la muestra
de orina
(mg/L)

5.0
14
14.5
5.1
7.7
13.0
5.1
13.0
43
7.2

43
7.2
131

Concentracion encontrada de metanfetamina en

muestras de orina aplicando MOSA (mg/L)

Youden

5.0

8.8

11.0

15.2
5.3
1.7

E%

+7.8
-3.5

+4.8
+3.0

1.5

Placebo

4.8

127
5.0
141
44

E%

4.0
+4.9
5.3
+34
+2 .0
1.3
23
+. o
+85
+2.4
9.1
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TABLA 13. Concentracion de A) anfetamina (pH 7.5 y pH 10) B) metanfetamina encontrada en diferentes
muestras de orina tomando volimenes diferentes y mediante la aplicacion de la curva de calibrado con patrones.
Condiciones: NQS 6.4x10'* M extrayendo el producto de reaccion con n-hexano:acetato de etilo (1:1). Las
muestras de orina han sido extraidas dos veces consecutivas con n-hexano, (*) extraccion con n-hexano trés
veces consecutivas.(**) Muestras de orina con anfetamina ensayadas en condiciones de pH 10, 45°C y 5
minutos.

A)
Muestra Volumen de Anfetamina anadida Concentrackin de anfetarnina encontrada en muestras
orina a las muestras de de orina (m;g/L) apUcantlo la curva de calibrado con
tomado (mL) orina (mg/L) paltrones

Youden E% Placebo E%

1 5 4.6 4.3 -6.5 4.5 -2.3
10.2 10.8 +5.9 11.0 +7.38
13.4 13.3 -0.7 13.6 +1.5
2 5 4.6 4.7 +2.2 4.7 +2.2
9.2 9.5 +3.3 9.7 +5.4

13.9 13.5 -2.9 13.8 -0.7
10 4.6 5.1 +10.8 4.8 +43
6.9 7.7 +11.6 7.4 +7.2
8.1 8.6 +6.2 8.6 +6.2
9.2 9.9 +7.6 9.8 +6.5

3 5 4.3 4.7 +9.3
13.1 131 0.0

4 5 4.6 4.3 -6.5
10.2 10.3 +1.0

13.4 13.1 -2.2
5 50 10.0 10.9 +9.0
14.0 15.2 +8.6
20.0 21.6 + 8.0

1) 5 4.5 4.8 +6.7 4.9 +8.8
7.7 7.9 +2.6 8.0 +3.9

10.9 11.8 +8.3 11.9 +9.2

2(**) 5 4.5 4.4 -2.2 4.5 0.0
7.7 7.5 -2.6 7.7 0.0

B)
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Muestra Volumen de MA anadida
muestra de a la muestra
orina toma- de orina

do (mL) (mgl/L)

8.2

11.4

14.5
10 5.1

7.7

10 5.1

43
7.2
10.2
4.3

7.2

Concentracion de metanfetamina encontrada en muestras de

orina mediante la curva de calibrado con patrones (mg/L)

Youden

8.6

10.9

15.1

5.5

12.9

E%

+4.9

4.4

+4.1

+7.8

+ 1.3

-0.8

Placebo

8.6

10.7

14.9

5.4

7.7

12.8

5.4

14.2

4.1

6.8

10.1

4.2

7.0

12.9

E%

+4.9

-6.1

+2.8

5.9

0.0

-1.5

+5.9

+9.2

En la tabla 14 se muestran los resultados de concentracién de anfetamina (14A) y de

metanfetamina (14B) en distintas muestras de orina calculada mediante la aplicacion de la

ecuacion 4. Como puede observase los resultados son comparables con los evaluados

mediante la aplicacion del método de adicién estandar y de la curva de calibrado con

patrones. Al igual que en los otros casos, la aplicacién del método de Youden o el uso de

un placebo permiten obtener resultados satisfactorios.

Debido a que la anfetamina es un metabolito directo de la metanfetamina (Figura 3),

se estudié la interferencia de la misma en la determinacion de metanfetamina. Segin la

bibliografia la relacién metanfetamina-anfetamina oscila entre 4 y 10 (84,102-103).

Como se ha podido observar a lo largo de la memoria, el reactivo NQS reacciona

tanto con la anfetamina como con la metanfetamina, dando lugar a productos de reaccién

cuyos espectros son muy similares.
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TABLA 14. Concentracion de A) anfetamina (pH 7.5 y pH 10) y B) metanfetamina encontrada en diferentes
muestras de orina tomando voliimenes diferentes y mediante la aplicacion de la ecuacion 4. Condiciones: NQS
6.4x10'* M, extrayendo el producto de reaccion con n-hexano:acetato de etilo (1:1). Las muestras de orina han
sido extraidas dos veces consecutivas con n-hexano, (*) extraccion con n-hexano trés veces consecutivas,(**)

Muestras de orina con anfetamina ensayadas en condiciones de pH 10, 45°C y 5 minutos.

A)
Muestra Volumen de
muestra de
orina
tomado(mL)
1 5
5
10
3 5
4 5
5 5(%)
1(**) 5
2(**) 5

Anfetamina afiadida
a las muestras de
orina (mg/L)

4.6

4.6

4.6

4.6

9.2

4.6

4.6

9.2

4.3

8.8

4.6

4.6

4.6

Concentracion de anfetamina encontrada (mg/L) en
las muestras de orina aplicando la ecuacién 4

Youden

4.2
4.9
5.1
4.6
8.8
4.6
5.1

9.5

4.4
4.6

E%

-8.7

-1-6.5

-HO0.8

0.0

-2.2

+2.2

Placebo

4.4
5.2
5.5
4.9
9.0
4.7
5.3
9.7
4.0
9.6
4.9
4.9

4.5

10.9
13.8
4.6
4.8

E%

-4.3

+13.4

+2.0

+6.5

+2.2

+13.0

+54

+9.0

+741

+71
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B)

Muestra

Volumen de
muestra
tomado (mlL)

10

10

MA anadida
a las
muestras de
orina (mg/L)

5.0
5.0
5.0
5.0

8.2

5.1
7.7
7.7
5.1
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
7.2
7.2

7.2

Concentracion de metanfetamina encontradat (mg/L) en
muestras de orina aplicando la ecuacion 4

Youden

5.2

4.6

5.0

5.1

8.8

10.7

10.9

5.4

7.9

7.2

E%

+4.0

-8.0

0.0

+2.0

+6.8

Placebo

5.1

4.5

4.9

5.0

8.7

10.5

5.3

7.9

7.2

4.9

4.6

4.3

4.5

4.3

4.2

4.2

71

6.9

6.9

E%

+2.0

-10.0

0.0

+4.7

0.0
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En la Tabla 15 se muestran los resultados obtenidos para la determinacién de
metanfetamina en presencia de anfetamina, tanto en muestras sintéticas como en muestras de
orina. Como puede observarse, la interferencia de la anfetamina disminuye al aumentar la
concentracidon de metanfetamina. Tanto en el caso de muestras sintéticas como en muestras
de orina, cuando la relacidbn metanfetamina:anfetamina es mayor de 4, la interferencia de la
anfetamina es despreciable y la concentracidn de metanfetamina en la muestra puede

determinarse con un error menor del 10 %.

TABLA 15. Concentracion de metanfetamina en presencia de anfetamina, mediante la aplicacion del método
de adicion estandar, para distintas relaciones anfetamina/metanfetamina en muestras sintéticas y en muestras

reales (M A = metanfetamina, AN = anfetamina).

Muestra Volumen MA AN Concentracion de MA encontrada
de muestra anadidaa  anadida a aplicando MOSA (mg/L)
tomado las las
(mL) muestras muestras SYmatrh E%
(mg/L) (mg/L)
Muestras
o
sint*icas oo 53 133 +255
17.2 53 19.8 + 151
239 5.3 26.3 +i0.0
30.6 5.3 32.0 +4.6
37.2 53 39.8 +6.9
Muestras de Placebo E%
orina
5 37 1.2 4.3 +16.2
5 7.9 1.2 8.3 +5.1
5 11.9 - 125 + 5.

En la Tabla 16 se muestran los resultados obtenidos para distintas muestras cuando
los ensayos fueron realizados el mismo dia y en dias diferentes. Los valores de concentracién
se han calculado substrayendo a la senal analitica la correspondiente al placebo y por

interpolacidén en el calibrado de orina correspondiente.
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TABLA 16. Concentracién de anfetamina, metanfetamina y metanfetamina en presencia de anfetamina, en
muestras de orina.Condiciones: pH 10, (*) pH 7.5.

Con. encontrada (ug/mlL)
En el mismo dia En dias
Analito Con.
afiadida diferentes

/mL,

gmb) 1V con. |E@® |n| con | E®

Anfetamina(*) . 5.6 3 5.8+0.1 +3.6 |.6 | 5.6£04 0.0

Anfetamina 6.4 3 6.2+0.2 -3.1 6 | 6.2+0.8 -3.1

'Metanfetamina 5.9 3| 59+01 | 00 | 6| 61+03] +3.4

Metanffetamina en presencia de 8.0 3 7.9+0.3 -1.3 6 | 7.71£0.3 -3.8

1.2 jug/mL de Anfetamina

Se observa que los coeficientes de variacion oscilan entre 1.7 y 3.8% cuando el
andlisis se realiza en el mismo dia, mientras que si se hace en dias consecutivos los valores

obtenidos van del 3.9 al 12.9%. Los resultados son exactos en ambos casos.
3.4.3.4.- Limite de deteccién y cuantificacién

IEl limite de deteccién se calculé como 3Sg/m, siendo Sg la desviacion estindar del
blanco «de orina en presencia de NQS y m la pendiente de la curva de calibrado. En la
determiimacion de anfetamina la desviacién estindar del blanco de orina fue (Sg=0.007) y la
pendiemte (m=0.011) cuando el volumen de orina tomado fue de 10 mL. En este caso el
limite dle deteccién calculado (L.D= 0.6 ug/mL) fue comparable con el obtenido para las
disoluciiones patrén. Para la determinacion de metanfetamina (S;=0.0095) y (m=0.019385),
el limitee de deteccién obtenido cuando se tomaron 5 mL de muestra fue de 0.9 ug/mL,

siendo ttambién similar al obtenido con patrones.

IEl limite inferior del intervalo dinimico de concentraciones es el limite de
cuantificcacion, calculado como 10(Sz/m)(99). El limite superior es el dltimo punto incluido
en el cailibrado por el método de ajuste por minimos cuadrados. En el caso de la determina-
cion de :anfetamina como analito el intervalo dinimico de concentraciones fue 1.9 - 30 ug/mL
cuando se utilizaron 10.0 mL de muestra y para metanfetamina 2.9 - 50 ug/mL cuando se
toman 5.0 mL de orina. Para esta ultima determinacién volimenes superiores de orina

afectan negativamente la precisién del resultado.
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3.4.3.5.- Conclusiones

En este apartado se propone la determinacién extracto-espectrofotométrica de

anfetamina o metanfetamina en muestras de orina derivatizando con NQS.

En primer lugar se realiz6 un estudio comparativo entre diferentes tipos de tratamiento
de la muestra, observiandose que la extraccion liquido-liquido con n-hexano ofrece mayores
ventajas que el resto de los procedimientos estudiados, dado que permite obtener porcentajes
de recuperacién aceptables, asi como una disminucién considerable de la interferencia del
blanco de orina permitiendo obtener limites de cuantificacion y deteccion menores. Del
mismo modo, se ha estudiado la influencia del disolvente de extraccién del producto de
reaccion, observando que la utilizaciobn de n-hexano:acetato de etilo (1:1) reduce la
interferencia del blanco (NQS o NQS mads orina), contribuyendo también a disminuir los

limites de deteccién y cuantificacion. El procedimiento a seguir se resume en la Tabla 17.

TABLA 17. Esquema del procedimiento de determinacién de anfetamina o metanfetamina en muestras de orina
mediante reacciéon con NQS.

Muestra de orina (con o sin Analito). Tomar 5.0 o 10.0 mL

Extraccién 2 veces con n-hexano (V,= 10.0 0 20 mL). Agitacién mec4nica

Evaporar a sequedad '

Reconstituir con :

Para anfetamina Para metanfetamina 6 anfetamina
1 mL de agua destilada 1 mL de agua destilada
1 mL de tamp6n fosfato pH=7.5 I mL de tampén bicarbonato pH 10.0
1 mL de NQS (0.5%) 1 mL de NQS (0.5%)
Calentar 30 min. 70°C Calentar 5 min. 45 °C

Enfriar a temperatura ambiente 5 min.

Extraer con 3 mL en n-hexano:acetato de etilo (1:1). Agitacién mecénica 2 min

Centrifugar S min.

Registrar el espectro entre 190-820 nm de la fase orgédnica

Ambos procedimientos se han estudiado quimiométricamente utilizando los métodos
adicion estandar, Youden, y adicion estindar del punto H, observindose la inexistencia de

errores sistemdticos proporciones, sin embargo, se evidencia la presencia de errores de tipo
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constante (TYB) que deben de ser evaluados para la determinacién de los analitos exenta de
error en las muestras de orina. El TYB puede ser eliminado mediante la aplicacién del
métiodo de Youden o mediante la utilizacion de un placebo, en ambos casos la concentracién
de analito (anfetamina o metanfetamina) presente en la muestra puede ser determinada con

errores relativos menores del 10% y buena precisién.

En el caso de la determinacién de metanfetamina también se ha contemplado la
existencia de anfetamina en la muestra, obteniéndose que su presencia en la proporcién
normal en las que estd como metabolito de la metanfetamina, conduce a errores inferiores

al 1.0% (errores aceptables en este tipo de determinaciones).

3.4.4.- Determinacién conjunta de anfetamina y metanfetamina en
muestras de orina mediante la aplicacion del método de

adicion estandar del punto H

Como se ha mencionado en el apartado anterior la determinacién de metanfetamina
podira venir afectada de error por la concentracién de anfetamina cuando la relacién entre
ellass sea inferior a 4. Es importante poder determinar la concentracién de ambos analitos
exisstente en las muestras independientemente de la relacién en que estos se encuentren, por
la piropia exactitud de la determinacién y también porque puede resultar necesario conocer

la cconcentracién de ambas drogas.

Los productos de reaccién anfetamina-NQS y metanfetamina-NQS presentan
proppiedades espectrales muy similares, obteniéndose espectros practicamente solapados, con
el imconveniente ademads de la presencia de error sistemético constante TYB introducido por

la orina.

En este sentido, este equipo investigador desarrollé en 1986 para el campo de la
espectroscopia, una modificacion del método de adicion estdndar, que se ha denominado
métcodo de adicion estdndar del punto H, que permite la determinacién de la concentracién
de analito en presencia de un interferente directo y/o de blanco total de Youden (90). Este
procedimiento ha sido aplicado a la resolucién de mezclas de componentes con un

solaypamiento muy acusado o incluso total de sus espectros de absorcién (91-95). También
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ha sido adaptado a la determinacion cinética de muestras binarias (104) y para la cromatogra-
fia liquida con deteccion UV-V (105-106). En este apartado se demuestran también sus

posibilidades ya enunciadas (95) cuando estan présentes el TYB y un interfente directe.
3.4.4.1.- Fundamentos teoricos en presencia de TYB.

La aplicacion del HPSAM en el campo de la espectroscopia, permite la cuantificacion
de dos especies X e Y, aun en el caso de que sus espectros de absorcion sean muy similares
o estén completamente solapados, o bien, la determinacion de la concentracidon de analito
libre de error sistematico, cuando el espectro de la matriz es conocido. La determinacion de
la concentracidon de analito X, implica la seleccién de dos longitudes de onda X, y »2 alas
que la absorbancia de la especie interferente. Y, es la misma. La adicibn sucesiva de
cantidades conocidas de analito y la medida de la absorbancia a las longitudes de onda
seleccionadas, permite construit dos rectas que intersectan en el llamado "punto H", (-Ch,
Ah) donde -Ch (=-Cx) es la concentracién desconocida de X y Ah (=A,,) es la senal analitica
de Y. Sin embargo en presencia de un error constante, A, es la senal debida al interferente
y al blanco total de Youden (TYB). (Figura 43).

M(Xi)

AC'A™*TYB

Ab*TYO0=A*A'=A|

Canadida

FIGURA 43. Represeniacion del método de adicion estandar del punto H.
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Considerando que ambos errores sistematicos estanprésentes, las absorbancias de X
aXyXesonbjy vlasenales analiticas de Y son by A‘(iguales en estecaso)(Figura 44),
y suponiendo que el TYB es el mismo a ambas longitudes de onda, situacion mas habitual,
la representacion de la absorbancia en funcion de la longitud de onda puede describirse a

partir de las siguientes ecuaciones:
X: A =b+ mX+ TYB (5)
Y:A"=b + mXas TYB (m=0) ()

donde el subindice i représenta las diferentes adiciones de X de las n realizadas en la
aplicacion del HPSAM; i=0 corresponde a la disolucion que contiene unicamente la muestra
problema. Las absorbancias de la muestra desconocida a las longitudes de onda de trabajo

X, y Xi seran A%i= pj - b + TYB, y A2= Aj + A‘+ TYB, respectivamente.

FIGURA 44. Representaciones A vs X para X e Y en presencia de TYB.

Representando la absorbancia como funcion de la concentracidon anadida de analito
(CJ a las dos longitudes de onda seleccionadas, las ecuaciones del método de adicidn

estandar seran:
A(XJ=b, + b + M(,,) Ci + TYB (7)

AX2)=A, + A'+ mu Ci + TYB (s)
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Donde TYB (blanco total de Youden) es el error constante, que normalmente sera el
mismo a las dos longitudes de onda seleccionadas, b, y A, son las absorbancias a A, y A, del
analito X en la disolucién que contiene unicamente muestra (i=0). M,, y M,, son las
pendientes de las representaciones del método a las dos longitudes de onda seleccionadas.

Estas rectas intersectan en el punto H, (-Cy, Ay)= (-Cx, Ay) (Figura 43). En este punto :

b, + b+ M(y) Cy + TYB = A, + A+ M(y) Cy + TYB (9)
por lo tanto Cy = (A*-b) + (A, -b) / MG) - My, (10)

Como la especie Y presenta el mismo valor de absorbancia a A\; y \,, A*= b, por lo que
Cu = (A;-b)) / M(y) - My, 11

que equivale a la concentracién real de analito en la muestra (=-b,/M,, = -AO/MM)

Andlogamente, la sustitucién del valor de Cy en las ecuaciones (7) o (8), proporciona Ay:
Ay=b, + b + M(,,) Cy + TYB (12)

como b,=M,, C,, entonces A; = b+ TYB (13)

Como puede observarse, es posible determinar la concentracién libre de error
mediante la aplicaciéon del método de adicién estindar del punto H, cuando el TYB sea el

mismo a las dos longitudes de onda seleccionadas.

La concentracion de interferente estara libre de error proporcional, pero no de error
constante, que debera de corregirse mediante el método de Youden (89), por las técnicas de
correccién del error corregible (CEC) (107-108), o mediante el conocimiento de la seiial

analitica del placebo.

Para la obtencion de buenos resultados no es necesario que el valor del TYB sea el
mismo a las dos longitudes de onda seleccionadas, ya que puede ser evaluado para ambas,

y utilizar los valores obtenidos en la construccion de las graficas del método de adicién
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estandlar del punto H, representando A,, - TYB,; y A,, - TYB,, como una funcién de la

concemtracidn anadida.

El método permite el cilculo de la concentracién de analito (Cy) exenta de error
proporcional por las caracteristicos intrinsecas del método de adicién estandar, y de error
sistermatico constante, dadas las bases del método, aun en presencia de un interferente directo
transformando un error incorregible en un error sistemdtico constante corregible, dado que
dicha especie presenta el mismo valor de absorbancia a las dos longitudes de onda

selecc:ionadas.

El método también permite la determinacién de la concentracion del interferente (Y)
a travéés del valor Ay, previamente corregido en el caso de la existencia del TYB, puesto que
se correspondera con la sefial analitica de Y. A partir de la curva de calibrado de esta especie

o biem por el método del uinico patrén es posible determinar su concentracion.

En este apartado se ha aplicado el método de Adicién Estdndar del punto H a la

determinacién de metanfetamina y anfetamina en presencia de TYB.
3.4.4.2.- Procedimiento ekperimental
Curvas de calibrado

Se han obtenido las curvas de calibrado de los productos de reaccién anfetamina-NQS
y metanfetamina-NQS a partir de disoluciones acuosas de sulfato de anfetamina o clorhidrato
de mettanfetamina. Para ello se han tomado volimenes variables de una disolucién patrén de
sulfato de anfetamina o de clorhidrato de metanfetamina (264 ug/mL) a los que se les ha
adiciomado 1.0 mL de tampén bicarbonato pH 10.0, 1.0 mL de reactivo NQS y volimenes
variabiles de agua destilada hasta completar un volumen de 3.0 mL. La mezcla resultante se
ha calientado a 45 °C durante 5 min. El producto de reaccién se ha extraido en 3 mL de
disolveente orgdnico (n-hexano:acetato de etilo (1:1)). Finalmente, se han separado ambas
fases, registrandose la sefial analitica entre 190-820 nm de la fase orgénica. Las absorbancias
han sido medidas frente a un blanco reactivo a la temperatura de 25 °C. En todos los casos

se ham realizado dos replicas de cada disoluci6n.

Se han ensayado varias muestras metanfetamina:anfetamina que contienen diferentes

relaciones de estos dos analitos (6.7:2.0 a 10.6:5.5 ug/mL de metanfetamina y anfetamina,
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respectivamente) en presencia de orina. Para cada muestra problema se han preparado
disoluciones reproduciendo concentraciones finales similares a las que pueden encontrarse

en muestras reales. De cada concentracion se han realizado dos replicas.

Inicialmente partimos de una muestra sintética de concentracién conocida de sulfato
de anfetamina y de clorhidrato de metanfetamina a la que se adicionan volimenes variables
de una disolucién patrén de sulfato de anfetamina o de clorhidrato de metanfetamina, 1 mL
de tamp6n de bicarbonato de pH 10.0, 1 mL de NQS (0.5%) y volimenes variables de agua
destilada hasta completar un volumen de 3 mL. La disolucién resultante se ha procesado de

acuerdo al procedimiento descrito anteriormente para las disoluciones patrén.

En lo concerniente a muestras reales, se han ensayado distintas muestras de orina (sin
analitos) (n=16). De cada muestra se han tomado 5.0 mL de orina y se ha seguido el
procedimiento descrito en la pagina 107 para la determinacion de anfetamina y metanfetami-

na.

De forma andloga para la aplicacién del método de adicién estdndar del punto H,
inicialmente a 50 mL de orina se afiadié una concentracién de sulfato de anfetamina y de
clorhidrato de metanfetamina, siendo las concentraciones finales de aproximadamente 3.9 y
1.2 pg/mL de metanfetamina y anfetamina, respectivamente. De esta muestra de orina, se
toman alicuotas de 5§ mL a las cuales se les afiaden volimenes variables de sulfato de
anfetamina o de clorhidrato de metanfetamina a partir de las disoluciones patrén correspon-
dientes. Posteriormente las muestras son tratadas de acuerdo con el procedimiento descrito

anteriormente para el tratamiento de las muestras de orina.
3.4.4.3.- Resultados y discusion

En la Figura 45 se muestran los espectros de absorcién obtenidos para ambos
productos de reaccion (anfetamina-NQS y metanfetamina-NQS). Estos espectros estin
completamente solapados, presentando un ligero desplazamiento de los maximos de absorcién

de la region visible.

Para aplicar el método del HPSAM se ha tomado como intervalo de trabajo 400-500
nm, debido a que en esta region las interferencia del reactivo NQS y de los componentes de

la matriz son menores. Las longitudes de onda para la aplicacién del HPSAM han sido
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elegidas, de entre las distintas posibilidades, de forma que estén lo mas préximas al maximo

de absorbancia del analito, para que la sensibilidad en la cuantificacion de este sea maxima.

Se han seleccionado diferentes pares de longitudes de onda para las que la absorbancia del
interferente es la misma, con el proposito de seleccionar el mejor. Se han elegido los pares
404-460, 414-458, 416-456 y 420-452 nm para metanfetamina como analito y 416-480 y
428-468 nm para anfetamina como analito. En ambos casos, se ha determinado la
concentracidén de la otra especie como interferente. El TYB en muestras sintéticas fue igual

a cero.

1.00

0.80

0.20

0.00
190 2901 390 590 690
Longitud de onda (nm)

FIGURA 45. Espectro de absorcion UV-V del producto de reaccion a) anfetamina-NQS y b) metanfetamina-
NQS.

En la Tabla 18 se muestran las concentraciones obtenidas de anfetamina y
metanfetamina (bien como analitos o bien como interferentes) a las diferentes longitudes de
onda seleccionadas para la aplicacién del HPSAM. Como se deduce de la observacién de esta
tabla, cuando la concentracién de metanfetamina se calcula considerando esta especie como
analito, se obtienen valores adecuados alos cuatro pares de longitudes de onda seleccionados.
Cuando se détermina la concentracidén de interferente (anfetamina) en estas muestras a partir
de la curva de calibrado con patrones, también se obtienen concentraciones de este compuesto

proximas a los valores reales.
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TABLA 18. Resultados obtenidos por el HPSAM en la determinacion de muestras sintéticas de metanfetamina
y anfetamina a diferentes pares de longitudes de onda. Condiciones: NQS 6.4x10'* M, tampon pH 10.0,
calentando la muestra durante 5 min. a la temperatura de 45 °C y extrayendo el producto de reaccion con n-
hexano:acetato de etilo (1 :1). * valores de concentracion del interferente a las dos longitudes de onda empleadas
en el HPSAM mediante la sustitucion en la curva de calibrado con patrones.

Concentracion en la muestra Concentracion encontrada (mg/L)
(mg/L)
Analito Interferente Analito Interferente
Metanfetamina Anfetamina

404- 414- 416-  420- 404 414-  416-  420-
460 458 456 452 460 458 456 452

6.7 2.0 6.9 6.8 6.9 6.9 1.9* 23 1.9 1.9
19 2.0 1.9 1.9
10.7 2.0 112 11 M2 114 2.0 2.1 1.9 1.7
1.9 21 1.9 1.7
10.6 5.3 102 99 102 105 51 54 5.1 4.7
5.2 5.6 5.2 4.8
17.2 53 175 174 167 179 4.3 4.6 54 41
5.2 4.9 5.3 4.2
239 5.3 243 242 234 247 4.7 4.2 5.1 3.7

4.9 3.4 5.1 3.7

Concentracién en la muestra Concentracién encontrada (mg/L)
(mglL)
Analito Intgrferente Analito Interferente
Anfotamina - Netanfela 416480 nm 428468 nm 416480 nm 428468 nm

53 10.6 5.7 5.5 9.6’ 10.2

10.2* 10.3
11.9 10.6 13.0 13.0 9.6 9.6

9.5 9.5
18.6 10.6 19.4 19.0 10.5 11.5

10.3 10.5

En relacibn a la determinacion de anfetamina como analito, pueden extraerse
conclusiones similares, permitiendo determinar el método tanto la concentracién de

anfetamina como de metanfetamina.
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Las representaciones del HPSAM para las muestras a los diferentes pares de
longitudes de onda elegidos se muestran en la Figura 46 para anfetamina y en la 47 para

metanfetamina.

La mejor sensibilidad se obtiene para los pares de longitudes de onda 404-460 si se
deteirmina metanfetamina como analito, y 416-480 nm si se détermina anfetamina como

anal ito, por estar mas proximas a sus maximos de absorcién.

0.2 -

0.0
- 10.0 0.0 10.0 20.0 30.0
Concentracion de anfetamina anadida (mg/L)

FIGIURA 46. Representacion del HPSAM para mezclas anfetamina/metanfetamina, estando anfetamina como
analitto.

480

08 ;420

1 416

. 404

0.2

0.0
-20.0 - 10.0 0.0 10.0 20.0 30.0 40.0
Concentracion de metanfetamina anadida (mg/L)

FIGIURA 47. Representacion del HPSAM paramezclas anfetamina/metanfetamina, estando metanfetamina como
analitto.
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Independientemente de la muestra de orina tratada, el valor calculado del TYB es
similar, indicando que las sefiales obtenidas en la fase orgénica son independientes de la
muestra. Del mismo modo, como se muestra en la Tabla 19 las sefiales analiticas
correspondientes a los blancos de orina son iguales entre si para cada par de longitudes de

onda seleccionada.

Debido a que el valor del TYB puede considerarse el mismo a las dos longitudes de
onda seleccionadas la concentracién de analito en la muestra puede ser determinada libre de
error mediante la aplicacion directa del método del HPSAM a partir de Cy. Sin embargo, la
concentracion de interferente estard libre de error proporcional pero no constante, para
evaluarlo se tendrd que restar de Ay el valor del TYB y sustituirlo en el calibrado

correspondiente 0 comparar este valor con el proporcionado por un patrén de interferente.

TABLA 19. Valores medios de absorbancia obtenidos para diferentes muestras de orina (n=16) a diferentes
longitudes de onda.

Longitud de onda (nm)
404 414 416 420 428 480
X+ S, | 0055 0.054 + 0.055 0.057 0.041 0.059
+ 0.013 0.013 + 0.013 +0.013 + 0.014 + 0.010
460 458 456 452 468
X+S | 0057 0.059 0.060 0.061 0.052
+ 0015  +0015  +0.015  +0016 =+ 0.013

Los resultados obtenidos para las distintas situaciones ensayadas en muestras reales,

se indican en la Tabla 20.
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TABLA 20. Resultados obtenidos en la determinacién de metanfetamina y anfetamina en muestras de orina
mediante la aplicacién del HPSAM a diferentes pares de longitudes de onda. Condiciones: NQS 6.4x10° M,
tamp6n pH 10.0, calentando la muestra durante S min. a la temperatura de 45 °C y extrayendo el producto de
reaccién con n-hexano:acetato de etilo (1:1). *° valores de concentracién del interferente a las dos longitudes
de onda empleadas en el HPSAM mediante la sustitucién en la curva de calibrado con patrones.

Concentracién en la muestra Concentracién encontrada (mg/L)
(mg/L)
‘ m » Iﬁterfergpte Ahalito
Menfeumias || A%EERE 404-460 414458 | 416456 420452
3.9 1.2 —eee 4.1 4.1 4.1
7.9 1.2 - 7.8 8.0 8.4
11.9 1.2 e 12.1 13.1 —-ee
10.3 3.9 10.5 10.3 9.8 10.1
Concentracién (mg/L) Concentracién encontrada (mg/L)
Analito Interferente Analito Interferente
Anfetamina | Metanfetamina | 416480 nm | 428-468nm | 416480 nm | 428-468 nm
11.2* 11.5
3.9 10.3 3.8 3.2 11.4° 11.5
7.9 10.3 7.9 7.3 10.9 11.4
11.2 11.5

Para niveles terapéuticos bajos de estas aminas pueden darse casos en que la
determinacién del interferente no sea posible, debido a que la sefial analitica del interferente
sea baja. En todos los casos independientemente de la relacién anfetamina:metanfetamina,
el método proporciona resultados aceptables para la determinacién como analito. Cuando la
metanfetamina se considera como analito, no es posible la determinacién de anfetamina como
interferente, por ello para calcular la concentracién de anfetamina, se requerird de la
aplicacion del método dos veces, para anfetamina y metanfetamina como analitos. Cuando
se considera la anfetamina como analito, la aplicacién del método permite calcular tanto la

concentracion de analito como de interferente.

144



De estos datos se deriva que el HPSAM es un buen método, que permite con éxito
la determinacion de anfetamina y metanfetamina para diferentes relaciones de concentracion,
siendo el par de longitudes de onda 6ptimo 414-458 nm, si el analito es metanfetamina y 416-

480 nm si lo es la anfetamina.

Por otra parte, la concentracion de anfetamina o metanfetamina también puede
calcularse mediante el método del tnico patrén empleando el HPSAM. En este caso, las
sefiales analiticas serin AA=A,, - A,;, siendo A,,, A,, los valores de absorbancia de la
muestra a las longitudes de onda seleccionadas para la aplicacién del método del HPSAM.
Las sefiales analiticas utilizadas son AA, que corresponde a la sefial de la muestra de
concentraciéon de anfetamina desconocida (C,) y AA, que corresponde a la sefial de una
disolucidn de referencia con concentracion C,=C,, + C,z.44., que contiene el mismo volumen
de orina que la muestra y una concentracion afiadida de sulfato de anfetamina o clorhidrato
de metanfetamina tomada a partir de una solucion patrén (C,aqa). En este caso la sefial
analitica serd AA,= AA, + AA,uq4- Por lo tanto, la concentracion de analito en la muestra

puede ser obtenida a partir de la expresion:
Co=(AA, / AA, - AAD) x Cpuiaa (14)

Las concentraciones de anfetamina y metanfetamina en la muestra, calculadas
mediante la aplicacién de la ecuacion, se muestran en la Tabla 21. Como puede observarse,

estos resultados estidn de acuerdo con los obtenidos anteriormente (Tabla 20).

Por lo tanto, el método del HPSAM permite determinar la concentracion de analito
libre de error segun las bases del método, en el caso de una mezcla binaria como ésta, y en
presencia de un error de matriz constante, proporcionando informacién acerca de la
concentraciéon de interferente, gozando ademis de las ventajas del método de adicion
estandar, que corrige el error sistematico proporcional cuando éste esta presente; por todo

ello puede ser calificado de un método exacto.
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TABLA 21. Resultados obtenidos en la determinacion de anfetamina y metanfetamina en muestras de orina
mediante la aplicacion de la ecuacion 14. Condiciones: NQS 6.4x10* M, tampdén pH 10.0, calentando la
muestra durante 5 min. a la temperatura de 45 °C y extrayendo el producto de reaccion con n-hexano:acetato
de etilo (1:1).  valores de concentracion del interferente a las dos longitudes de onda empleadas en el HPSAM
mediante la sustitucion en la curva de calibrado con patrones.(* MA=metanfetamina, AN = anfetamina.)

Concentracion en la muestra (mg/L) Concentracion encontrada (mg/L)
Analito Conc. Interferente Analito (mg/L)
Metanfetamina a::::da Anfetamina 404-460 414-458 416-456 420-452
nm nm nm nm
3.9 6.6 1.2 43 42 41 4.3
13.3 1.2 4.2 4.0 34 41
20.0 1.2 44 4.1 41 42
7.9 6.6 1.2 7.7 7.3 7.9
133 1.2 8.6 7.9 8.0 8.0
10.3 4.0 3.9 9.5 9.5
8.0 3.9 9.3 9.3 10.0
12.0 3.9 10.7 10.3 10.3 10.1
12.7 4.0 3.9 11.2 10.0 131
8.0 3.9 14.2 14.6 13.2
Concentration en la muestra (mg/L) Concentracion encontrada (mg/L)
Analito Conc. Interferente Analito
Anfetamina 0 petanfetamina
416-480 nm 428-468 nm
3.9 6.6 10.3 2.8 29
13.3 10.3 3.5 3.2
26.6 10.3 3.4 31
7.9 6.6 10.3 8.2
13.3 10.3 8.7 7.5

3.4.4.4 .- Conclusiones

En este apartado se han demostrado las posibilidades del método de adicién estandar
del punto H en la resolucion de dos componentes cuando ademas esta présente el blanco total
de Youden.
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El método ha proporcionado buenos resultados, estimando la concentracion de
anfetamina y metanfetamina en orina libres de errores siteméticos tanto constantes como

proporcionales con una buena precision.

Ambas drogas han sido determinadas como analitos y como interferentes y en ambas

situaciones los resultados han sido equivalentes.

Este apartado demuestra la bondad del método de adicion estiandar del punto H en la
resolucion de problemas analiticos dificiles: presencia de interferente directo, de blanco total
de Youden y similitud de la posicion de los méximos de absorcién para analito e interferen-

te.
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3.4.5.- Determinacion de efedrina en preparados

farmacéuticos

Como se ha demostrado en apartados anteriores de la presente memoria la efedrina
forma con el NQS un producto mas polar que los derivados de anfetamina y metanfetamina
consecuentemente el disolvente de extraccion 6ptimo resultd ser el alcohol isoamilico. Este
disolvente impide la determinacién de este estimulante en muestras de orina pero posibilita

su determinacién en preparados farmacéuticos. En este apartado se desarrolla esta dpcic’m.

3.4.5.1.-Procedimiento experimental

Colirio

Mirazul: Siguiendo el mismo procedimiento que el descrito para las disoluciones
patrém (pagina 88), se tomaron volumen diferentes (60 y 150 ul) de la solucién farmacéutica
a los que se adicioné 1 mL de reactivo NQS (0.5%), 1 mL de tampén pH 7.5 y agua
destilada hasta completar un volumen de 3 mL, las muestras fueron procesadas tal y como
se ha iindicado anteriormente. Otra serie de experiencias fue realizada tomando voliimenes

de 0.5 y 1.0 mL a partir de una disolucion preparada por dilucién del preparado farmacéutico

10 veces.
Solucion nasal

Cilinafosal: 1 mL del preparado farmacéutico fue diluido a 25 mL. Se tomaron
volimenes de 0.3 mL a partir de la disolucion diluida y se procesaron de acuerdo al

procedlimiento descrito para las disoluciones patrdn.
Comprimidos

En todos los casos, se pesaron y homogeneizaron 3 pastillas de cada preparado
farmacéutico. La cantidad requerida (dependiendo de la concentracion de efedrina en la
muestra) fue suspendido en agua destilada y agitada durante 30 minutos, siendo posteriormen-
te filtrada. El filtrado fue llevado a un volumen determinado con agua destilada. Finalmente,
a partiir de esta disolucion se tomaron volimenes diferentes que fueron procesados en base

al procedimiento descrito para las disoluciones patrén.
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A continuacion se indican las cantidades tomadas para cada tipo de comprimidos y

los volimenes a los cuales fueron llevados:

Winasma: 1)0.3097, 2)0.3232, 3)0.3049 y aforar a 100 mL
Difilina asmorax: 1)0.1002, 2)0.1002, 3)0.1002 y aforar a 50 mL.
Desabronquisan: 1)0.1664, 2)0.1664, 3)0.1664 y aforar a 50 mL.
Tedral: 1)0.1072, 2)0.1072, 3)0.1072 y aforar a 50 mL.

Tedral Accidn Sostenida: 1)0.3000 y aforar a 100 mL.

Jarabes

Estos preparados farmacéuticos fueron diluidos previamente con agua destilada
(dependiendo de las concentraciones de efedrina en los preparados iniciales). A partir de las
disoluciones diluidas, se tomaron volimenes diferentes que fueron procesados de acuerdo con
el procedimiento descrito para las disoluciones patron. En el caso de Pazbronquial se diluyd
1 mL o 5 mL del preparado farmacéutico a 10 0 S0 mL, respectivamente, tomdndose 0.5 mL
de las disoluciones resultantes. Para Angiofilina se tomaron 2 mL del preparado farmacéutico

que se diluyeron a 10 mL, tomédndose finalmente 0.3 mL de la disolucién.
Método de Adicién Estindar

En este caso se realizaron tres réplicas de cada experiencia tomando volumen
constante del preparado farmacéutico (muestras diluidas), a los que se adicionaron volimenes
variables de clorhidrato de efedrina (disolucién patrén 400 ug/mL) de forma que la
concentracion adicionada se encontraba entre 0 y 50 mg/L, completando el volumen hasta
3 mL con 1 mL de tampén pH=7.5, 1 mL de reactivo NQS y agua destilada. Estas muestras

fueron procesadas de acuerdo con el procedimiento descrito para las disoluciones patrén.
Método de Youden

Para obtener el grifico de Youden se realizaron tres réplicas de una serie de
disoluciones que contenfan cantidades variable de muestra. Para ello se prepararon
disoluciones con cantidades de muestra diferentes de las que se tomé 1 mL, adicionandose
1 mL de tampén pH 7.5 y 1 mL de reactivo NQS. La mezcla resultante se proceso de

acuerdo con el procedimiento descrito para los patrones.
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El método de Youden fue aplicado a los comprimidos de Winasma, siendo las
cantiidad de muestra pesadas de 0.0165g, 0.0331g, 0.0688g, 0.1072g, 0.1430g y aforadas a
50 mL. En el caso de Pazbronquial se tomaron volimenes variables de muestra entre 0.2 y
1 mI a partir de una disolucién diluida (10 veces) del preparado farmacéutico, y en su caso
agua: destilada hasta completar un volumen de 1 mL, afiadiéndose finalmente 1 mL de tamp6n
fosfaito pH=7.5 y 1 mL de NQS (0.5%).

3.4.5.2.- Resultados y discusion
3.4.5.2.1.- Colirios

Para la determinacién de efedrina-HC] en muestras de colirio, se tomaron distintos
volimmenes de muestra. En la Tabla 22 se muestran los resultados obtenidos para distintas
conctentraciones de efedrina en la muestra. Como puede observarse, la concentracién de
efedmrina puede ser obtenida directamente a partir de la curva de calibrado de los patrones
(pagiina 105), asi como de la curva de calibrado de la primera derivada (A =526nm, a=-
3.78x10°, b=-2.228x10%, S,,=3.44x10*, t-test=lineal, intervalo dindmico de concentracién
(mg/IL) 4.8-50, limite de deteccion 1.4mg/L). Tal y como se observa en la Tabla 22, cuando
el voolumen de muestra tomado es muy pequefio (60 y 150 ul) el error obtenido es mayor,

siendlo en parte debido a la imprecisién en la medida del volumen.

En el espectro de absorcién de la primera derivada correspondiente a estos preparados
farmiacéuticos, se observa que todas las muestras (independientemente de la cantidad
formiada) se unen en el mismo punto que los patrones, teniendo un valor de 0 en el maximo
y miinimo del espectro del patrén. Esto significa que la absorcién irrelevante, si ésta existe,
es fuincion constante de la longitud de onda. De este modo, registrando la curva de la primera

derivsada este efecto sera autométicamente eliminado.

Los resultados obtenidos mediante la recta de calibrado y los correspondientes a la

primeera derivada son similares, el método carece de error constante.

La concentracién de efedrina obtenida en las gotas de colirio es 0.504 + 0.035

mg/mL (n=8). Este valor es similar al indicado por el fabricante (0.5 mg/mL).
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TABLA 22. Concentracion de clorhidrato de efedrina determinada en disoluciones oculares, mediante la
sustitucion directa en la curva de calibrado convencional y la derivada correspondiente. Condiciones: NQS
6.4x10'* M, tampon pH 7.5, calentando a70°C durante 30 minutos y usando alcohol isoami'lico como disolvente
de extraccion. (*) Tomados a partir de una disolucion diluida (1:10). (**) Segiin la referencia del fabricante.

Curva de calibrado Curva de calibrado de la
convencional primera derivada
Volumen de Conc. Recuperacion Error (%) Recuperacion Error (%)
muestra anadida (mglL) (mg/L)
fomade(mgiL) (+*)
60 /xL 10.0 10.9 +9.0 9.0 -10.0
10.0 10.2 +19 9.2 -7.6
150 mL 25 26.9 +74 25.3 + 1.1
25 271 +8.2 25.2 +0.8
0.5 mL(*) 8.3 7.8 -6.2 8.6 +34
8.3 8.3 0.0 8.6 +34
1.0 mL(*) 16.6 16.1 2.9 16.5 -0.5
16.6 15.9 -3.9 16.7 +0.8

3.4.5.2.2.- Soluciones nasales

La determinacién directa del contenido de efedrina en disoluciones nasales de
Cilinafosal no es posible utilizando la recta de calibrado de patrones obteniéndose
concentraciones mayores a las que cabria suponer présentes segun la referencia indicada por

el fabricante.

La pendiente de la recta obtenida por el método de adicién estandar fue diferente a
la recta de calibrado con patrones, pero el MOSA tampoco proporciond buenos resultados
(Tabla 23). Si el método de adicién estandar se apiica a las senales analiticas de la primera
derivada permite obtener rectas de calibrado con pendientes similares (m= 2.30185+
6.498x10") a las obtenidas con patrones. Lo que indicard que esta ausente el error
sistematico proporcional. El error sistematico constante se élimina puesto que los registros
de la primera derivada para las disoluciones MOSA pasan por cero en los puntos
correspondientes al maximo de absorcién del analito. Procediendo de esta forma, la
interferencia positiva en la determinacion de efedrina en este tipo de preparado farmacéutico

se élimina (Tabla 23).
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La concentracion de efedrina determinada en las gotas de Cilinafosal fue de 6.25
mg/mL, siendo este valor muy similar al indicado como referencia por el fabricante (6

mg/mL).

TABLA 23.Concentracién de clorhidrato de efedrina en soluciones nasales (cilinafosal) (mg/L), mediante la
aplicacion del método de adicién estindar a 468nm y mediante el método de la primera derivada a 526 nm.
Condiciones: NQS 6.4x10° M, tamp6n pH 7.5, calentando a 70°C durante 30 minutos y usando alcohol
isoamilico como disolvente de extraccién del producto de reaccién. Temperatura 25°C.(*) corresponde al
volumen de muestra tomado después de la dilucién del preparado farmacéutico.

Cantidad Volumen Conc. Método de Adicién Primera derivada
de muestra | de muestra afiadida Estdndar(MOSA) (MOSA)
(mL) tomado (g/L) ]
(mL)' conc. conc.
encontrada encontrada

Error Error

(mg/L) % (mg/L) %
1 0.3 24.0 29.8 +24.2 25.0 +4.2
1 0.3 24.0 37.8 +57.5 25.0 +4.2

3.4.5.2.3.- Comprimidos.

En la determinacién de efedrina en preparados comercializados en forma de
comprimidos se analizaron mayor nimero de muestras, dada su mayor presencia en la
farmacopea espafiola. Los preparados farmacéuticos analizados presentaban los siguientes
nombres comerciales: winasma, difilina asmorax, dexabroquinsan, tedral y tedral accién
sostenida (todos ellos contienen HCl-efedrina o sulfato de efedrina junto con otra serie de

priincipios activos y excipientes).

En todos los casos se suspendié una cantidad determinada de muestra en agua
destilada, siendo posteriormente agitada; se observé que la agitacion de la muestra durante
30) minutos era suficiente para disolver la efedrina contenida en la muestra, dado que a

mayores valores de tiempo el porcentaje de recuperacién era el mismo.

En el caso de las comprimidos Winasma, la aplicacion del método de Youden dio una
ordenada en el origen de 6.15x10° a 468 nm y 5.10024x10° a 526 nm. Para las dos
lomgitudes de onda ensayadas t.,,. e €5 menor que el t,q;, por tanto se puede concluir con
wm riesgo del 5% que la matriz de la muestra no introduce error sistemético constante en la

de:terminacion de efedrina.
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Las pendientes del método de adicién estindar a 468 y 526 nm son similares a las
obtenidas para las rectas de calibrado con patrones, indicando la no existencia de error
proporcional debido a la matriz de la muestra (m= 15.2x10? + 4.7x10* y 2.158x
10%+7.212x10°, respectivamente). Por lo que la determinacién de efedrina en este preparado
farmacéutico esta exenta de error sistemdtico constante y proporcional, pudiéndose
determinar la concentracion presente en la muestra directamente a partir de la recta de
calibrado de patrones. En la Tabla 24 se muestran las concentraciones obtenidas para efedrina
en distintas muestras por sustitucion directa de la sefial analitica en el calibrado, en el
calibrado de la primera derivada y mediante la aplicacién del método MOSA. Independiente-
mente del método utilizado, en todos los casos los resultados obtenidos son comparables. La
concentracién de efedrina determinada en la muestra fue 14.1+0.9 mg por pastilla, siendo

este valor similar al dado como referencia por el fabricante (15 mg por pastilla).

Muchos de estos preparados farmacéuticos contienen efedrina en presencia de
teofilina, tal es el caso de Winasma que contiene ademés fenobarbital. La teofilina y el
fenobarbital en las concentraciones en que se encuentran en las muestras (150 mg y 8 mg,
respectivamente, por comprimido), no presentan reaccion positiva con el NQS. No obstante,
la teofilina dado su mayor carécter apolar se extrae en el disolvente orgdnico proporcionando

interferencia en la regién ultravioleta del espectro.

Se registraron los espectros de la primera derivada, observdndose que tanto las
muestras como los patrones tenian localizados los miximos a la misma longitud de onda. Este
resultado indica que la matriz de la muestra no produce absorcidn irrelevante o si lo hace,

ésta es constante con la longitud de onda.

Siguiendo el mismo procedimiento, se ensayaron otros preparados farmacéuticos tales
como Difilina Asmorax,. Desabronquisan, Tedral y Tedral Accién Sostenida. En todos los
casos independientemente del preparado farmacéutico, las pendientes del método de adici6n
estandar fueron similares a las obtenidas con patrones (m=0.01568+1.45x10*, 0.01571x10*,
0.01602+4.68x10%, y 0.015686, respectivamente). Lo mismo sucedié utilizando como seial
analitica la primera derivada (m= (2.03647+0.24139)x10*, (2.2122+0.10409)x10%*,
(2.0715+0.02638)x10*, y 2.04865x10", respectivamente). Como se muestra en la Tabla 25,
la concentracion de efedrina presente en la muestra pudo determinarse directamente a partir

de la recta de calibrado con patrones.
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TABLA 24. Concentracion de Efedrina determinada en preparados farmacéuticos en forma de comprimidos
mediante la aplicacion del método de adicion estandar y la primera derivada correspondiente. a las X468 nm
y 526 nm, respectivamente. Condiciones: NQS 6.4x10'* M, tampdn pH 7.5, calentando a 70°C durante 30
minutos y usando alcohol isoamilico como disolvente de extraccion del producto de reaccion. Temperatura 25°C.
a= Difilina Asmorax, b= Dexabronquisan, c=Tedral y Tedral Accion Sostenida (*).(**) Volumen de muestra
tomado después de haber diluido el preparado farmacéutico.

Cantidad Volumen de Conc. Método de Adicion Primera derivada
de muestra muestri anadida Esténdar(MOSA) (MOSA)
)] tomado (g/L)
(mL)
Conc. Error Conc. Error
encontrada (%) encontrada (%)
(mg/L) (mg/L)

A 1002 0.5 30.0 27.7 7.6 31.7 +5.6
01002 0.5 30.0 26.8 —io.s 30.9 +3.0
01002 0.3 18.0 19.3 -7.2 17.5 )

b)0.1664 0.3 25.0 26.2 +4.8 259 +3.6
0.1664 0.3 25.0 243 e 23.2 7.2
0.1664 0.3 25.0 245 - 0 23.6 -5.6

00.1072 0.3 114 11.5 +o. 116 +i
0.1072 0.3 114 11.9 +44 11.9 +4.4
0.1072 0.3 11.4 e - 110 -3.6
0.3000" 0.3 331 33.2 +0.3 331 0.0

Las concentraciones de efedrina determinadas para cada uno de los preparados
farmacéuticos se muestran en la Tabla 26. Como puede observarse, en todos los casos las
concentraciones determinadas se corresponden con las indicadas por el fabricante.

TABLA 26. Comparacion entre las concentraciones obtenidas para distintos preparados farmacéuticos y las
indicadas por el fabricante.(mg/ por comprimido)

ST e

Preparado farmacéutico Con.encontrada Con. referencia
Winasma 14.1£0.9 15
Dexabroquisan 24.6+1.2 25
Difilina Asmorax 25.5%1.0 25
Tedral 15.110.5 15
Tedral Accion Sostenida 48.1 0.1 48
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TABLA 25.Concentracion de Efedrina (EP) determinada en preparados farmacéuticos en forma de comprimidos mediante el calibrado convencional, el calibrado
convencional de la primera derivada, la aplicacion del método de adicion estandar y la primera derivada correspondiente, a las X 468 nm y 526 nm, respectivamente.
Condiciones: NQS 6.4x10* M, tampon fosfato pH =7.5, calentando a 70’C durante 30 minutos y usando alcohol isoamilico como disolvente de extraccion del producto
de reaccion. Temperatura 25°C. a= Difilina Asmorax, b= Dexabronquisan, c=Tedral y Tedral Accion Sostenida (*).(**) Volumen de muestra tomado después de haber
diluido el preparado farmacéutico.

Cantidad de Volumen de Conc. de EP Conc. Curva de calibrado Curva de calibrado de la Método de Adidén Método de Adicion
muestra (g) muestra aOadida a las aAadida convencional primera derivada Estandar Estandar con primera
tomadot*) muestras (mg/L) derivada
(mL) rortificadas
(mglL) Conc.(mg/L) Error% Conc.(mg/L) Error% Conc.(mg/L) Error% Conc. (mg/L) Error %

0.3097 0.3 - 13.9 122 -12.4 131 -5.9 12.5 -10 13.9 0.0
8.5 8.6 -H.2 8.0 -5.9
17.0 16.6 -2.4 16.8 -1.2
22.6 22.0 -2.7 22.2 -1.8

0.3049 0.3 - 14.1 13.7 -3.3 13.9 -1.6 13.6 -3.9 13.8 -2.0
5.6 5.3 -5.4 5.2 =71
1.3 11.8 +4.4 11.3 0.0
17.0 16.7 -1.8 171 +0.6

0.3049 0.2  — 8.8 9.3 +54 7.9 -10.4 101 +14.5 9.6 +8.8
5.6 5.2 -71 4.8 -14.3
11.3 10.5 -7.0 10.6 -6.1
22.6 20.8 -7.9 21.0 -7.0
28.3 26.3 -7.0 26.4 -6.7
39.6 36.6 -7.6 374 -5.4

0.0662 1.0 — 9.5 8.5 -11.2 8.3 -12.5

0.2144 1.0 - 31.0 28.5 8.1 29.2 -5.6



3.4.5.2.4.- Jarabes

La determinacién de efedrina en jarabes se realizd en dos muestras diferentes

(Pazbronquial y angiofilina).

Pazbronquial: Siguiendo el procedimiento descrito, se observé que mediante la
aplicacion del método MOSA la pendiente de la recta obtenida fue similar a la recta de
calibrado correspondiente a patrones (m=0.01554+4.282x10*). Dicho resultado indicaba la
no existencia de errores proporcionales. Sin embargo, la concentracién obtenida en este caso
~ no fue la indicada por el fabricante. Del mismo modo, aunque mediante la aplicacién de la
primera derivada al método (MOSA), también se obtuvieron pendientes similares a la de la
recta de la primera derivada con patrones (m=2.1792+0.03684x10*), no se pudo determinar

la concentracién de efedrina presente.

ILa ordenada en el origen obtenida aplicando el método de Youden fue (0.039+0.08)
siendo este valor diferente de cero. El valor de 1a t,,permena fue mayor que el valor t,4q,, tal
que podiemos con un error del 5% que la muestra introduce un error sistemdtico constante
en la determinacion de efedrina. Por tanto, tal y como se muestra en la Tabla 27 se pudo
determimar la concentracion de efedrina en la muestra mediante sustitucion directa en el
calibradio con patrones restando previamente la sefial analitica correspondiente al TYB a las

sefiales :analiticas de las muestras.

ILa concentracién de efedrina determinada en la muestra fue (0.1026+40.004)g/100

mL, cuyo valor es similar al indicado por el fabricante 0.1g/100 mL.

Se ensayd otra muestra de jarabe (Angiofilina), para la que no pudo determinarse la
concentracién de efedrina debido a la presencia de otras sustancias en el preparado el
farmacé:utico que reaccionaban con el reactivo dando lugar a un espectro de absorci6n

diferentee con maximo localizado a 506 nm.
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TABLA 27. Determinacion de la concentracion de clorhidrato de Efedrina enjarabe (Pazbronquial) mediante
el calibrado convencional y la primera derivada correspondiente, a las X468 nm y 526 nm, respectivamente.
Condiciones: NQS 6.4x10'* M, tampon pH 7.5, calentando a 70°C durante 30 minutos y usando alcohol
isoamilico como disolvente de extraccion del producto de reaccion. Temperatura 25°C. (*) Volumen de muestra
tomado después de haber diluido el preparado farmacéutico (**) 1 mL diluido a 10 mL. (**) 5 mL diluidos a
50 mL.

Muestra Conc. MOSA Primera derivada
Cantidad tomada anadida MOS/
de muestra  después de (mg/L)
(mL) la dilucion Conc. Error Con. Error
(mL) Encontrada % Encontrada %
(mglL) (mg/L)

1*) 0.5 16.6 20.5 +23.7 20.3 21
5(*%) 0.5 16.6 216 +30.1 184 + 10.8
5(**) 0.5 16.6 2.8 +25.3 20.9 + 194

Aplicando el método de Aplicando el método de
Youden Youden

K*) 0.5 16.6 16.9 +18 17.6 +6.0
5(**) 0.5 16.6 17.8 +7.2 16.3 -1.8
5(*%) 0.5 16.6 17.3 +4.2 17.8 +7.2

3.4.5.3.- Conclusiones

Se ha demostrado que la efedrina (feniletiamina con un grupo -OH en posicion a)
puede ser determinada mediante su reaccidn con 1,2-naftoquinona 4-sulfonato en preparados
farmacéuticos si los productos de reaccion se extraen con alcohol isoamilico, dado su mayor

caracter polar en referencia con los obtenidos con anfetaminas.

El método se ha aplicado a diversas formulaciones taies como colirios, soluciones
nasales, comprimidos y jarabes, que presentan matrices muy diversas, obteniendo buenos

resultados para todas ellas, a excepcidn de un jarabe.

La exactitud y precisidon obtenidas son adecuadas para este tipo de determinaciones,

no necesitando el procedimiento ningln acondicionamiento previo de la muestra.
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3.5.- DETERMINACION CINETICO ESPECTROFOTOMETRICA
DE FENILAMINAS CON 1,2-Naftoquinona 4-Sulfonato
EN DISOLUCION ACUOSA






El NQS, en disolucion acuosa, tanto en presencia como en ausencia de aminas,
experimenta una modificacion de los valores de absorbancia con el tiempo. Por otra parte,
cuando tiene lugar la reaccién entre el reactivo y las aminas aparece un precipitado coloreado
correspondiente al producto de reaccién que en el procedimiento extracto-espectrofotométrico
se extrae en un disolvente orgénico. Este precipitado se solubiliza en presencia de un

tensioactivo no i6nico como es el Triton X-100.

Basado en estos hechos, en este apartado se realiza un estudio cinético-espectrofoto-
- métrico de la reaccién, con el propésito de desarrollar un método répido que permita la
determinacién de fenilaminas en disolucién acuosa eliminando el proceso de extraccién del

producto de reaccién con el disolvente organico.

Procedimiento experimental

En cubetas de cuarzo se adicionaron volimenes adecuados de cada una de las
disoluciones de amina de concentracién 1mg/mL, disolucién amortiguadora que se preparé
mezclando NaHCO, al 8% con la -minima cantidad posible de NaOH 10M y Triton X-100
al 2%, afiadiendo agua destilada hasta 1.5 mL. A esta mezcla se adicioné NQS al 0.42% p/v,
siendo el volumen total en la cubeta de 2.5 mL y la concentracién final de reactivo 6.4x10°
*M. Se consideré como tiempo cero el tiempo en el que cae a la cubeta la dltima gota de
reactivo. Cada experiencia se hizo por triplicado salvo que se especifique lo contrario. Las
medidas de absorbancia se realizaron frente a blanco reactivo para las disoluciones que
contenian la amina o frente a blanco todos los reactivos excepto NQS para las disoluciones

que sélo contenian reactivo.

El procedimiento general, en las condiciones 6ptimas, es el que se describe a
continuacién: A diferentes volimenes de disoluciones patrén de aminas, para obtener
concentraciones finales entre 5 y 50 pug/mL, se adicionaron 0.3 mL de tampén carbonato-
bicarbonato pH=10.5 (0.95M), 0.ImL de Triton X-100 (2%) y agua destilada hasta
completar un volumen de 1.5 mL. Finalmente, en la cubeta se adicioné 1 mL de reactivo
NQS siendo el volumen final de 2.5 mL, y las concentraciones de reactivo, tampén

carbonato-bicarbonato y triton X-100 de 6.4x10° M, 0.1 M y 0.1%, respectivamente. Las

160



disoluciones resultantes se calentaron a 45°C, midiendo los valores de absorbancia a 490nm,

entre 45 y 180s. En todos los casos se realizaron tres replicas de cada disolucion.

3.5.1.- Estudio de las condiciones dptimas de reaccién

Las condiciones 6ptimas se eligieron procurando obtener ademds de la méxima
sensibilidad, los mayores intervalos de linealidad, los mejores coeficientes de correlacién y
la maxima precisién. Con el fin de encontrar estas condiciones, se estudiaron los principales
parametros que afectan a la reaccién entre el NQS y las aminas, como son el tiempo de
reaccion, el pH, la concentracién de Triton X-100, la temperatura de calefaccién y la

concentracién de NQS.
Influencia del tiempo de reaccion.

En un estudio cinético, una de las primeras variables que hay optimizar es el tiempo
de reaccién. Con este objeto, se realizaron los espectros de absorcion, entre 460-820nm, en
funcién del tiempo, cada 15s en el intérvalo entre 15 y 300s, para disoluciones de NQS en
concentracién 6.4x10°M y en presencia de 20 mg/L de B-feniletilamina (Figura 48a) y de
20 mg/L de efedrina (Figura 48b), pH=10.5, Triton X-1002al 0.1% y 45°C, medidos frente
a blanco todos los reactivos excepto NQS. Los espectros presentan una banda de absorcion,
con un méaximo alrededor de 490 nm, que se incrementa en funcién del tiempo alcanzando
la B-feniletilamina un valor de absorbancia a los 300s mucho mayor que el obtenido para la

efedrina.

Dado que el aumento de absorbancia con el tiempo durante los primeros 300s fue
lineal, la pendiente de la recta (tan «) se pudo utilizar como medida de la velocidad de

reaccion.

En la Tabla 28 se muestran los valores obtenidos para la velocidad de reaccién y la
variacion de absorbancia a diferentes intervalos de tiempo y a 490nm, tanto para el NQS solo
como en presencia de B-feniletilamina y efedrina. El comportamiento observado a esta
longitud de onda puede extrapolarse a las otras A en el intervalo estudiado entre 490-510nm,
si bien sélo se muestran los resultados obtenidos a 490nm por obtenerse la sensibilidad

mayor.
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TABLA 28. Velocidad de reaccidii e iiicrenieiuos de absorbancia a diferentes intervalos de tiempo (s), para el NQS |3-feniletilaniina 20 “tg/niL y efedrina 20 *g/niL. NQS

6.4x10°’M, pH = 10.5, Triton X-100 0.1%, 45"C 5 niin.(* medidos frente blanco reactivo).

Velocidad de 30-90
reacciénIxKf*)
NQs 1.6910.04
BFN* 2.41 £0.04
FIE' 1.34£0.06
90-30
NQS 0.098+0.003
BFN* 0.14+0.04
FIE® 0.080%0.002

30 180

1.927+0.054

3.000+£0.025

1.60610.050

180-30

0.28%0.01

0.4303 £0.0003

0.229+0.006

Intérvalo de tienipos (s).

30-300

2.268%0.029

2.731 £0.03!

1.641 £0.021

300-30

0.611 £0.008

0.700£0.005

0.4068 + 0.0003

15-300

2.234+0.024

2.710%0.026

1.58610.020

300-15

0.631 £0.009

0.724£0.005

0.418+0.007

45-180

1.94810.082

3.051 £0.048

1.677%0.039

180-45

0.2671 £0.0061

0.405%0.007

0.217£0.004

45-270

2.231 £0.050

2.815%0.061

1.706£0.049

270-45

0.500%0.003

0.61 £0.01

0.3510.01

FIGURA 48. Espectro de absorcién del NQS en presencia de a) jS-feniletilaniina 20 Ag/niL b) efedrina 20 /xg/mL. NQS 6.4xI0*M, pH = 10.5, Triton X-100 0.1%, 45”C

5 min.(espectros medidos frente blanco reactivo).
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Tanto los valores de velocidad como los AA, a todos los intervalos de tiempo
estudiados, aumentan en orden efedrina-NQS, NQS vy /3-feniletilamina-NQS. Por otra parte,
para la reaccién entre NQS vy jg-feniletilamina el mayor valor de la velocidad se obtiene para
los intervalos de tiempo 30-180 y 45-180s, mientras que para la reaccién entre NQS y
efedrina los intervalos fueron 45-180 y 45-270. Ademas, el incremento en los valores de
absorbancia aumenta al hacerlo el intérvalo de tiempo eligiendo 45-180s como intérvalo de

medida.
Efecto de la acidez y de la concentracidon de tampén

Este estudio se realizd en el intérvalo de pH 8.4-12.0 usando disoluciones reguladoras
de carbonato-bicarbonato sbédico con adiciébn de hidréxido sddico para modificar el pH. A
pHs menores la velocidad de la reaccién fue demasiado baja. Como puede observarse en la
Figura 49, la velocidad de reaccién para el NQS aumenta con el pH, siendo esta variacion
menor a partir de pH 10.5. Por otra parte, para las otras dos reacciones (Figura 49B), las
mayores velocidades de reaccidn se obtienen a pH 10.5. Por lo tanto, se eligid 10.5 como

pH 6ptimo de trabajo.

4.0 4.0 1

C 3.0

~ 2.0

0.0 0.0
8.0 9.0 10.0 12.0 8.0 9.0 10.0 12.0

FIGURA 49. Variacién de la velocidad de reaccién en funcién del pH del medio. A) NQS, B) NQS en
presencia de a) /3-fenileiilamina 20 /xg/mL, b) efedrina 40 /ig/mL. NQS 6.4xI0'*M, pH = 10.5, Triton X-100
0.1%, 45°C 5 min. Intérvalo 45-180s a X490 nm. (medidos ffente blanco reactivo).
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Las condiciones en que la evolucion del reactivo es mayor coinciden a su vez con las
eue la extraccién del reactivo en el disolvente organico es menor, lo que podria indicar que
e reactivo bajo estas condiciones evoluciona hacia una/s especie/s que no se extraen en €l
disolvente organico. Sin embargo, a valores de pH menores, la evolucidn del reactivo es
mucho menor, siendo en este caso la extraccion del reactivo en el disolvente organico mayor.

Aunque bicarbonato al s % (pH = 8.4) es el medio mas empleado en la bibliografia,
nosotros preferimos la utilizacion de disoluciones reguladoras de dihidrégeno-monohidrégeno
fosfato (pH=7.5) o de carbonato-bicarbonato (pH=10.5), dado que la interferencia del

reactivo en la disolucién organica fue menor.

También se estudio la influencia de la concentracion de carbonato-bicarbonato en el
intérvalo 0.01-0.3 M. Los resultados obtenidos indicaron que tanto en ausencia como en
presencia de aminas, la concentracion de disolucién reguladora influye sobre la velocidad de
reaccion (Figura 50). Asi para la reacciébn NQS-j3-feniletilamina el aumento de la velocidad
con la concentraciébn de carbonato-bicarbonato es mayor que para la reaccién entre la

efedrina y el reactivo. La concentracion de O.IM se elige como concentracién de trabajo.

5.0

0.0 0.0
(0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0
HCOa'-COj** M concentraciéon xIO™ HCOj'-COj** M concentraciéon xIO *

FIGURA 50. Variacién de la velocidad de reaccion en funcidn de la concentracién de tampdn carbonato/bicar-
bonato). A) NQS, B) NQS en presencia de a) jS-feniletilamina 20 figivo L, b) efedrina 40 /xg/mL.NQS 6.4xI0'*M,
pH = 1(0.5, Triton X-100 0.1%, 45°C 5 min. Intérvalo 45-180s a X490 nm. (medidos frente blanco reactivo).
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Influencia de la concentracion de Triton X-100

A continuaciébn se estudia el efecto de la concentracion de tensioactivo sobre la

velocidad de la reaccidn entre el reactivo y las dos aminas.

El intérvalo de concentraciones estudiado varié entre 0.1 y 0.8 % de Triton X-100.
La presencia de tensoactivo permitidé la solubilizacién del producto de reaccion sin afectar
practicamente a la velocidad en el caso del reactivo solo y en presencia de efedrina (Figura
51). Para la reaccibn NQS-jS-feniletilamina, puede considerarse que la velocidad no se
modifica en presencia de una concentracién de Triton inferior al 0.4%. En base a estos

resultados, se eligid una concentracién de Triton X-100 de 0.1%.

4.0

a 3.0

2.0

0.0
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
Triton % Triton %

FIGURA 51. Variacion de la velocidad de reaccion en funcion de la concentracion de Triton X-100. A) NQS,
B) NQS en presencia de a) j3-feniletilamina 20 /xg/mL, b) efedrina 40 fxg/mL. NQS 6.4xI0'*M, pH= 10.5,
Triton X-100 0.1%, 45°C 5 min. Intérvalo 45-180s a X490 nm. (medidos frente blanco reactivo).

Influencia de la temperatura

También se estudid el efecto de la temperatura en el intérvalo entre 25 y 55®C. En
presencia del tensioactivo no se pudieron utilizar temperaturas superiores por producirse un
enturbiamiento en las disoluciones que impedian la medida de la senal analitica. En las

Figuras 52 A y B puede apreciarse que para las dos reacciones estudiadas la velocidad
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aumemta con la temperatura. Dado que la velocidad de reaccion del blanco también aumenta
con lai temperatura, seleccionamos una temperatura de calefaccibn 45°C, con el proposito

e disrminuir la senal analitica correspondiente al blanco reactivo.

o

N oo

02.0

o B8

0.0 0.0
25 30 35) 40 45 50 55 25 30 35 40 45 50 55
Temperatura * Temperatura

FIGURA 52. Variacion de la velocidad de reaccion en funcion de la temperatura. A) NQS, B) NQS en presen-
cia de ia) jS-feniletilamina 20 /xg/mL, b) efedrina 40 /xg/mL. NQS 6.4xI0'*M, pH= 10.5, Triton X-100 0.1%,
45°C % min. Intérvalo 45-180s a X490 nm. (medidos frente blanco reactivo).

Influencia de la concentracion de NQS

La variacién de la concentracidon de NQS viene limitada por la alta absortividad molar
del reactivo. Este estudio al igual que los anteriores se realizd tanto en presencia como
ausenicia de aminas. En ausencia de amina, la velocidad de reaccibn aumenta con la
concentracion de reactivo (Figura 53 A) . En la Figura 53B, se muestran las curvas de
saturateidbn en presencia de jS-feniletilamina y efedrina, observandose que las velocidades de
reacciibn aumentan con la concentracién de NQS hasta 6.4x10* M y 1.02x10'"* M, respec-

tivamtente. En base a estos resultados elegimos una concentracion de NQS 6.4x10'"* M.
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2,0

0,0 0,0

NQS concentracién xIO* NQS concentracién MxIO™

FIGURA 53. Variacion de la velocidad de reaccion en funcion de la concentracion de NQS. A) Reactivo NQS,
B) NQS en presencia de a) /i-feniletilamina 20 /xg/mL, b) efedrina 40 *g/mL. pH= 10.5, Triton X-100 0.1 %,
45°C 5 min. Intérvalo 45-180s a X490 nm. (medidos frente blanco reactivo).

3.5.2.- Orden de reaccion

El método diferencial se basa en la medida de las velocidades iniciales de las
reacciones determinadas midiendo las pendientes de las curvas concentracién-tiempo. Si una
reaccién es de un orden n, puede relacionarse la velocidad con la concentracién de un reacti-
vo mediante la ecuacion: v=kc* (siendo k la constante de velocidad). Por tanto, si se déter-
mina la velocidad para distintos valores de concentracién de reactivo, la representacién del
logaritmo de la velocidad frente al logaritmo de la concentracidn debe de dar una linea recta,
donde la pendiente représenta el orden de reaccién respecto a la sustancia cuya concentracién
se ha variado y la ordenada en el origen représenta el valor de logaritmo de la constante de

velocidad.

Aplicando el método diferencial se calcularon los ordenes de reaccidn correspondien-
tes al NQS, jS-feniletilamina, efedrina, dl-anfetamina, d-anfetamina, d-metanfetamina y dI-
metanfetamina en las condiciones Optimas de trabajo obtenidas para jS-feniletilamina vy
efedrina: disolucidn reguladora carbonato-bicarbonato 0. IM (pH= 10.5), 0.1% en Triton X-

100, 45°C, intérvalo de tiempo entre 45-180s y longitud de onda 490nm (Tabla 29). Tanto
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para el reactivo como para los analitos en presencia del reactivo, se obtienen reacciones de

pseudo-primer orden.

TABLA 29. Orden de reaccion para los distintos analitos y el NQS. NQS 6.4xI0'*M. pH = 10.5, Triton X-100

0.1%, 45°C 5 min. Intérvalo 45-180s a X490 nm. (medidos frente blanco reactivo).

Sustancia
NQS
[3-feniletilamina
efedrina

d-anfetamina

dl-anfetamina
d-metanfetamina
dl-metanfetamina

3.5.3.- Ecuaciones de las rectas de calibrado con patrones y

paramétres anaiiticos

-1.95
-3.84
-4.08
-4.35
-4.39
-4.03
-3.84

0.994
0.999
0.990
0.999
0.999
0.999
0.999

Para calcular las curvas de calibrado, se utilizaron dos métodos: el de la velocidad

de reaccion entre 45-180 sy los incrementos de los valores de absorbancia entre 45 y 180s.

Para todas las aminas estudiadas las graficas de calibrado se evaluaron en las condiciones

Optimias obtenidas para /3-feniletilamina y efedrina.

En la Tabla 30 se muestran las caracteristicas analiticas de las determinaciones

indiviiduales de /3-feniletilamina, efedrina, d-anfetamina, dl-anfetamina, dI-metanfetamina y

d-mettanfetamina aplicando los dos métodos arriba indicados.
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TABLA 30. Caracteristicas analfticas de la reaccion entre el NQS y (S-feniletiamina (BFN), Efedrina (EFE),
dl-metanfetamina (dI-MET), d-metamfetamina (d-MET), d-anfetamina (d-AMP) y dl-anfetamina (dI-AMP).
Condiciones: NQS 6.4xI0'*M, NaHCO, 0. IM, pH 10.5, triton X-100 0.1 %, Temperatura 45°C e intérvalo de
tiempo 45-180s a490 nm.(1. D = Intérvalo dirdmico, C.R. = coeficiente de regresion, CLD= limite de deteccion. )

METODO  BFN EFE dI-MET d-MET dI-AMP d-AMP
(“iao~"4s)

Ordenada 3 04x10° ... x.'  -5.84x10'  3.24x10'  -3.44x10'  -9.84x10’
Pendiente  20.03x10°  9.23x10'  12.84x10'  12.47x10'  5.72x10'  5.79x10'
CR. 0.9999 0.9990 0.9991 0.9992 0.9990 0.9992
Cu. (mgll) 092 - 14 15 32 3.2
ID(mglL) 31-500 67-50  48-50 4.9 - 50 108-5 106 - 50
Velocidad

Inicial

(45-1808)

rdorad 1.80x10'  4.81x10°  -577x10°  -4.07x10'  -520x10*  -9.01x10'
Pendiente  15.0x10'  7.06x10'  9.57x10'  9.31x10'  4.22x10'  4.32x10'
CR. 0.9999 0.9990 0.9994 0.9992 0.9990 0.9993
Co(mgll) 35 - . 5.8 57
LR(mglL) 55 - 50 16-5 .. -50 oo - 50 194-5 190 - 50

El limite de deteccién (Cld) se calculé a partir de la expresidén 3 Sg/m (98). El limite
de cuantificaciéon se évalué a partir de la expresion 10 SMm (99) y se corresponde con €l
limite inferior del intérvalo lineal. La determinacibn méas sensible corresponde a la p-
feniletilamina y las menos sensibles son las de d-anfetamina y dl-anfetamina. Para todas las
determinaciones, utilizando el método de AA se obtienen unos intervalos de linealidad
mayores y unos limites de deteccién y de cuantificacion menores que empleando el método

de la velocidad de reaccion.

3.5.4.- Determinacion de anfetamina y efedrina en preparados

farmacéuticos

En este apartado se realizd la determinacién de una amina primaria, anfetamina y de
una secundaria, efedrina, en algunos preparados farmacéuticos, en las condiciones Optimas
previamente establecidas: tampén carbonato-bicarbonato 0.IM, pH= 10.5, Triton X-100

0.1%, NQS 6.4x10" M, temperatura de calefaccién de la muestra a 45 °C. Las lecturas de
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absorbancia se realizaron a 490nm. El procedimiento se evalué quimiométricamente mediante

la aplicacion del método de adicion estandar y del método de Youden.

Los preparados farmacéuticos utilizados son colirio de ojos y comprimidos. El colirio
de ojos comercialmente conocido por Mirazul y segin la referencia del fabricante con un
contenido de 0.5 mg/mL de clorhidrato de efedrina. (Laboratorio de Aplicaciones

Farmacodinamicas, S.A.)

La determinacion de anfetamina se realizé en comprimidos, comercialmente conocidos
" con el nombre de Centramina, y con un contenido de 10 mg de sulfato de anfetamina por -

comprimido.
Procedimiento experimental.
Preparados farmacéuticos
Colirio

Mirazul: volimenes 1.8 y 1.3 mL del preparado farmacéutico fueron diluidos a 10 mL, de
estas disoluciones se tomaron alicuotas de 0.5 y 1.0 mL, respectivamente, a las cuales se les
adicioné tampén carbonato-bicarbonato pH=10.5, Triton X-100 y agua destilada hasta
completar un volumen de 1.5 mL. Finalmente, se afiadi6. 1.0 mL de NQS, siendo el volumen
final en la cubeta de 2.5 mL. Las muestras se procesaron siguiendo el procedimiento descrito

para las disoluciones patrdn.
Comprimidos

Centramina: En todos los casos, se pesaron y homogeneizaron 3 pastillas del preparado
farmacéutico. La cantidad requerida (aproximadamente 0.06 g) fue suspendida en agua
destilada y agitada durante 30 minutos, siendo posteriormente filtrada. El filtrado fue llevado

a 50 mL con agua destilada.
Métodos de Youden y Adicién Estandar

Para la aplicacién del método de Youden, se tomaron voliimenes variables, entre 0.2-
1.1 mL, de la disolucién del preparado farmacéutico, estando las concentraciones finales
comprrendidas entre 7.1 y 39.1 mg/L. Estas muestras se procesaron de acuerdo con el

procedimiento descrito anteriormente.
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Para la aplicacién del método de adicién estindar, a un volumen constante de la
disolucién del preparado farmacéutico, se adicionaron volimenes variables de disolucién
patrén de sulfato de anfetamina o de clorhidrato de efedrina, disolucioén reguladora carbonato-
bicarbonato (pH=10.5), Triton X-100, agua destilada, y NQS, siendo el volumen final de
2.5 mL. La mezcla resultante se procesé de acuerdo con el procedimiento descrito para las

disoluciones patron.

Como puede verse lo largo de la presente memoria, el NQS constituye un blanco que
absorbe a las mismas longitudes de onda que el producto de reaccién amina-NQS. Cuando
se aplico el método de Youden a muestras de preparados farmacéuticos que contenian
anfetamina (Centramina) se observé que la ordenada en el origen en presencia de analito era
diferente de cero (AA 545 =0.2634£0.0041, Vs 15, =(1.949+0.002)x107?) siendo este valor
coincidente con el valor correspondiente al blanco de reactivo (AA g 45, =0.2671+0.0061,
Vas.1s0s=(1.948 +£0.082)x10?). En la Figura S4a, se muestra la representacién correspondiente
al Youden en presencia de anfetamina. Cuando se resta el valor del blanco reactivo, la
ordenada en el origen es coincidente con cero (Figura 54b). Dada la coincidencia entre los
valores del TYB y del blanco reactivo se puede decir que la determinacién de anfetamina
presenta un error de tipo constante debido al reactivo estando libre de cualquier otro tipo de

error constante debido a la matriz.

En general se puede afirmar que la determinacién de aminas mediante reaccioén con
NQS a través del procedimiento cinético-espectrofotométrico, presenta un error constante

debido a la interferencia del blanco reactivo.

171



a0.3 -

TYB

0.0
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
Volumen de muestra (mL)

FIGURA 54. Variacion de la senal analitica AA vs volumen de muestra,a) frente a blanco medio de reaccion,
b) frente a blanco reactivo. Condiciones: NQS 6.4xIO'*M, NaHCOj O.IM, pH 10.5, triton X-100 0.1%,
Teraperamra 45°C e intérvalo de tiempo 45-180s a 490 nm.

Determinacion del contenido de sulfato de anfetamina en comprimidos y de

efedrina en colirio.

Previamente a la determinacidon de! contenido de anfetamina en el preparado
farmaceéutico, se aplicd el método de adicidn estandar con el propdsito de observar la ausen-

cia o presencia de errores proporcionales debidos a la matriz.

En la determinacion de sulfato de anfetamina en comprimidos, la pendiente de la recta
obtenida mediante la aplicacién del MOSA ( m:AAi8075,=5.4612x10" V45.igos=4.0555xI10°0
fue similar ala correspondiente a la curva de calibrado con patrones (m:AAiso*ss=5 .79 X lo"'\
V45.i80s=4.32x10'*), mostrando la ausencia de errores sistematicos proporcionales debidos a
la matriz. Dicho resultado indica que la concentracién de anfetamina présente en la muestra
puede ser determinada bien a partir de la aplicacion del MOSA o bien directamente a partir
de la sustitucién de la senal analitica obtenida en la correspondiente curva de calibrado de
los patrones. En ambos casos, sera necesario evaluar previamente la senal correspondiente
al TYB o blanco reactivo, el cual sera sustraido a la senal analitica de la muestra,

previamente a su determinacién.
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En la Tabla 31 se muestran los resultados de concentracion de sulfato de anfetamina
encontrados en la muestra mediante la aplicacién del MOSA y de la curva de calibrado con
patrones, utilizando como parametros la velocidad de reaccién entre 45-180s y los
incrementos de absorbancia entre 45-180s. Usando estos dos métodos, se obtienen resultados

comparables.

Finalmente, se determind la concentracién presente de sulfato de anfetamina por
comprimido siendo de 9.95+0.39 mg (n=16), cuando la cantidad dada por el fabricante es
de 10 mg por comprimido. Por tanto la concentracién de anfetamina en la muestra puede

determinarse con un error maximo del 3.9%.

Anilogamente, se determind el contenido de clorhidrato de efedrina en muestras de
colirio. En este caso, la aplicacién del MOSA permiti6 obtener pendientes similares a las
correspondientes a la curva de calibrado con patrones (m:AA g s ,=10.14x107, v,q
150s=7.59x10%, AA 45 s=9.23x102, Vv, 5.14,=7.09x10°, respectivamente) indicando la
ausencia de errores sistematicos proporcionales en la determinacion. Consecuentemente, tanto
la aplicacion del MOSA como de la curva de calibrado permiten determinar la concentracién
de clorhidrato.de efedrina en el preparado farmacéutico, si previamente se ha évaluando la
interferencia constante del blanco reactivo. En la Tabla 31 se observa que los valores de
concentracién encontrados en el preparado farmacéutico mediante la aplicacién de ambos
métodos son similares. La concentracion obtenida fue de 0.50+0.02 mg/mL (n=8), cuando
la concentracién indicada por el fabricante era de 0.5 mg/mL. Estos resultados nos indican
que la concentracién de clorhidrato de efedrina en la muestra puede ser determinada con un

error maximo del 4%.

El valor de concentracién obtenido en la determinacion de efedrina fue similar al
evaluado mediante la aplicacion del procedimiento de determinacion de efedrina extracto-
colorimétricamente con NQS utilizando como disolvente de extraccién alcohol isoamilico,

en cuyo caso la concentracién encontrada fue de 0.504+0.035 mg/mL para n=38.
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TABLA 31. Resultados de concentracidn obtenidos en preparados famiacéuticos (Centramina y mirazul). Aplicando el MOSA y la curva de calibrado con
patrones.(ANF = antetamina, EFE = etedrina).(*) Correspondiente a las muestras de colirio para la determinacion de clorhidrato de efedrina.

Cantidad Vol. de M uestras Con. Incremento de Absorbancia 45-180s Velocidad de reaccion (45-180s)
de muestra fortificada indicada
muestra d::mfmde CZ’,""'FT . E‘f’ e't Método de Adicion Curva de calibrado con Método de Adicion Cuiva de calibrado con
(9) p'uesm " abricante Estandar (MOSA) patrones Estandar (MOSA) patrones
la dilucién EFE en ANF o
(mL) aiiadida. EFE* Conc. Error (%) Conc. Error (%) Conc. Error (%) Conc. Error (%)
(mg/L) (nig/L) encontrada encontrada encontrada
L encontrada L L
(mg/L) (mglL) (mglL) (mg/L)
0.0623 0.5 17.8 18.1 + 1.7 181 + 1.7 17.9 +0.6 17.6 1.1
16.0 15.4 -1.9 14.8 -7.5
32.0 30.4 -5.0 29.4 -8.1
40.0 38.3 -4.3 36.8 -8.0
0.0633 0.5 18.7 19.2 +2.6 19.3 +3.2 19.5 +4.3 18.9 1.1
8.0 8.2 +25 7.6 -5.0
24.0 231 -3.9 22.6 -5.8
40.0 37.9 -5.2 36.8 -8.0
0.0623 0.4 14.2 14.8 +4.2 14.4 + 1.4
0.0633 0.7 26.2 24.7 -5.7 24.3 -7.2
0.0633 0.9 33.6 34.2 -1.8 33.6 0.0
0.0633 1.1 411 38.5 -6.3 37.8 -8.0
(*>1.8 niL 0.5 18.0 18.4 +2.2 18.7 +3.9 18.8 +4.4 19.2 + 6.6

(*)1.3 niL 1.0 26.0 23.8 -8.4 25.9 -0.4 25.1 -3.5 26.5 +19



3.5.5.- Conclusiones

En este apartado se ha establecido un procedimiento cinético-espectrofotométrico para
la determinaciéon de aminas mediante reaccién con el reactivo NQS y en presencia de un
tensoactivo (Triton X-100) que permite la solubilizacién del producto de reaccién, evitando
por tanto la necesidad de su extraccidn con disolventes orgénicos. Este procedimiento ha sido
aplicado a la determinacién de anfetamina y efedrina en preparados farmacéuticos,
pudiéndose en ambos casos determinar la concentracioén de analito presente en la muestra con
errores menores del 4 %. Los resultados obtenidos han sido comparables a los evaluados
mediante la utilizacién del procedimiento extracto-espectrofotométrico con extraccién del
producto de reaccién con disolventes organicos. Sin embargo, el empleo del procedimiento
cinético permite reducir considerablemente el tiempo de andlisis asi como el consumo de

reactivos (especialmente los disolventes de extraccion del producto de reaccién).

Este procedimiento no es adecuado para la determinacién de estas drogas en muestras de

orina dados las altas sefiales analiticas obtenidas para los blancos correspondientes.
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3.6. DETERMINACION DE ANFETAMINA Y
METANFETAMINA EN MUESTRAS DE ORINA
MEDIANTE CLAR EN FASE NORMAL






Este apartado se inicia con un estudio del procedimiento cromatogréfico descrito por
Endo y col.(57) , y reproducido por Farrell y col.(58) para la determinacion de anfetaminas
en muestras de orina con deteccién UV/V, estudiando de la separacién cromatografica de los
productos de reaccién (amina-NQS) para las diferentes condiciones de reaccidn, siendo el
principal objetivo de este apartado incidir en el tratamiento previo de la muestra de orina

para la determinacion de estos analitos.

'3.6.1.- Seleccion de las condiciones de derivatizacion

Procedimiento experimental

Con objeto de estudiar las especies presentes en los extractos organicos tras previa
derivatizacién con NQS se ha realizado la separacién cromatogréfica empleando cromatogra-
fia liquida de alta resolucion tanto en fase reversa como en fase normal. Del mismo modo
que en el procedimiento extracto-espectrofotométrico, se ha realizado una comparacion de

los distintas condiciones de reaccidn.

El procedimiento experimental ha sido el descrito en la pagina 88, correspondiente
a la preparacién de patrones de anfetamina-NQS y metanfetamina-NQS. Se han utilizado las
condiciones descritas por Endo y col.(57) y Farrell y col.(58) utilizando bicarbonato (8%)
y NQS 0.5%, siendo la mezcla resultante calentada durante 20 minutos a 70°C. De forma
analoga, se ha realizado el procedimiento de derivatizacién en condiciones de pH 10.5
calefaccién a 45°C durante 10 minutos. Los productos de reacciéon han sido extraidos en
cloroformo, filtrados e inyectados en el cromatédgrafo, utilizando una columna de silice
LiChrospher Si-60u 250 mm x 4 D.I y como eluyentes cloroformo:etanol:acetato de etilo:n-
hexano (15:15:12:58).

En el caso de la utilizacién de cromatografia en fase reversa, los extractos de
cloroformo fueron evaporados a sequedad y reconstituidos en un volumen igual de metanol,
siendo posteriormente filtrados e inyectados en una columna LiChrospher 100 PR-18 (125

x 4) y como fase mévil acetonitrilo: agua (50:50).
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Resultados y discusion

En la Figura 55, se muestran los cromatogramas obtenidos trabajando en las
condiciones de reaccion establecidas por Endo y col.(Tabla 5B) y en condiciones de pH 10.5
con calefaccién de la muestra durante 10 minutos a la temperatura de 45°C. En el primer
caso, el cromatograma muestra los picos de los productos de reaccion anfetamina-NQS,
metanfetamina-NQS y B-feniletilamina-NQS, con tiempos de retencién 7.1, 7.5 y 8.5
minutos, respectivamente. Sin embargo en la parte inicial del cromatograma se observa la
existencia de pequeiios picos que también corresponden a productos de reaccién amina-NQS,
correspondiendo a cada analito dos picos. Anidlogamente, el cromatograma obtenido en
condiciones de pH 10.5 es similar, sin embargo las dreas de los picos obtenidos son
diferentes para anfetamina y S-feniletilamina, observindose un aumento de las dreas de los

primeros picos y una disminucién de los segundos.

La disminucién del contenido de etanol en la fase mévil permitié la resolucién de los
picos iniciales del cromatograma (Figura 55B) mostrandose los picos correspondientes a cada

analito y al reactivo.

En la Figura 56, se muestran los espectros correspondientes a los productos de
reaccion obtenidos. Los espectros tanto de los primeros productos de reaccion como los de
los segundos son bastante similares, por lo que en principio ambos productos contribuirdn
a la sefial analitica obtenida en el procedimiento extracto-colorimétrico. Las especies
indicadas presentan diferentes polaridades siendo los segundos productos de reaccion més

apolares.

Cuando la fase moévil contiene elevados porcentajes de etanol se observa una
alteracion en el orden de elucién de los productos de reaccién, sin embargo en condiciones
cloroformo:etanol:acetato de etilo:n-hexano (22:1:32:45) el orden de elucién coincide con
el indicado en la bibliografia siendo metanfetamina-NQS, anfetamina-NQS y 3-feniletilamina-
NQS.
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FIGURA 55. Cromatograma correspondiente a los productos de reaccion amina-NQS. Utilizando un columna
LiChorspher Si-60 &5xm 250 x 4 mm D.l. Fase movil: Cloroformo:acetato de etilo:n-hexano:etanol
A)(15:12:58:15) B)(22:32:45:1) (1: anfetamina, 2: metanfetamina, 3: /3-feniletilamina).
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FIGURA 56. Espectros de absorcion UV-V de los productos de reaccion separados mediante CLAR.

Cuando los productos de reaccidn son separados utilizando CLAR en fase reversa,

el orden de elucién de los analitos se invierte, siendo /3-feniletilamina, anfetamina y

metanfetamina. Bajo estas condiciones los subproductos de reaccién dado su mayor caracter

apolar eluyen posteriormente apareciendo en la parte final del cromatograma (Figura 57).
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FIGURA 57. Cromatograma correspondiente a los productos de reaccion amina-NQS utilizando una columna
Cl. . (1: anfetamina, 2: metanfetamina, 3: /J-feniletilamina, 4: efedrina.).

De este estudio se dériva que por lo menos en el extracto organico existen dos
especies diferentes. La relacidon entre sus concentraciones depende de las condiciones

expérimentales de derivatizacién estando interrelacionadas.

Desde el punto de vista de la determinacion CLAR résulta mas adecuado la utilizacion
de las condiciones descritas por Endo y col. (Tabla 5B) sobre todo para anfetamina. De ahi
que se hayan elegido estas condiciones y como disolvente de extraccién cloroformo dado que
la recuperacidn es superior y al introducir una etapa de separacién los problemas de blanco

son menos graves, incluso despreciables.
3.6.2.- Seleccion de las condiciones cromatograficas
Procedimiento experimental

Los condiciones cromatograficas descritas por Endo y col.(57), asi como por Farrell
y col.(58) se muestran en la Tabla 5B. Ambos autores utilizan el reactivo NQS como agente
de derivatizacion de aminas y realizan su determinacién en orina por CLAR en fase normal.
El procedimiento de derivatizacién se realiza mediante calefacciéon a 70°C durante 20
minutos de una mezcla de amina, tampdn bicarbonato al s % y reactivo NQS 0.5% (Volumen

total 2 mL), siendo el producto de reaccién extraido en 2 mL de CHClIs.
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Ambos procedimientos cromatograficos son similares presentando ligeras modificacio-

nes para obtener los mismo resultados.

En este caso se ha utilizado un columna LiChrospher Si-60, tamafio de particula 5
pm, 125 mmx4 mm DI. Columnas de mayor tamaiio (250 mm x 4 mm DI) prolongan
considerablemente el tiempo de anlisis, requiriéndose ademas un aumento considerable en
el porcentaje de etanol en la fase mévil con el fin de disminuir los tiempos de retencién. Con
el propésito de obtener resultados comparables a los establecidos en la bibliografia se han
estudiado las condiciones cromatograficas (composicién de la fase mévil, velocidad de flujo,
volumen de inyeccién de la muestra). La identificacion de cada uno de los productos de
reaccién (amina-NQS), se realizé por comparacién de sus espectros y tiempos de retencion,

con los obtenidos previamente mediante la inyeccién directa de cada uno de ellos.

El detector ha registrado los espectros del eluato entre 270 y 600 nm. (cada 4 nm) a
intervalos de 460 ms, siendo la longitud de onda de referencia 600 nm. Se han ¢legido
diferentes longitudes de onda 254, 280, 450 y 464 nm. La utilizacién de menores longitudes
de onda no ha sido posible debido al elevado ruido de fondo proporcionado por los

disolventes utilizados. Las inyecciones cromatograficas se realizaron a temperatura ambiente.

Resultados y discusion

Los disolventes empleados en la fase mévil fueron etanol, cloroformo, acetato de etilo
y n-hexano en las mismas proporciones que las establecidas en la bibliografia por Farrell y
col.(57). Sin embargo, en este caso la velocidad de flujo ha sido de 2 mL/min, dado que una
velocidad de flujo menor aumenta el tiempo de anilisis y la resolucion de los picos es peor
presentando una gran dispersion. Las condiciones cromatograficas propuestas se muestran
en la Tabla 32.

En la Figura 56 se muestran los espectros de absorcion de los diferentes compuestos
considerados utilizando las condiciones cromatogréficas indicadas anteriormente. En general
los méximos de absorcién de mayor intensidad aparecen en la region de longitudes de onda
230-300 nm. Sin embargo trabajando en cromatografia en fase normal, no se han podido
utilizar longitudes de onda menores a 270 nm. Los espectros correspondientes a los productos

de reaccion de la (-feniletilamina y anfetamina son idénticos, presentando maximos
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localizados a 276, 324 y 448 nm. El producto de reaccion metanfetamina-NQS présenta un
espectro ligeramente diferente estando en este caso los maximos de absorcién localizados a
280, 340 y 456 nm. Las principal diferencia entre estos compuestos reside en el tiempo de
retencion, siendo este de 2.6, 3.7 y 4.9 min. para metanfetamina, anfetamina y S

feniletilamina, respectivamente (Figura 58).

TABLA 32. Condiciones cromatogréficas.

Condiciones cromatograficas

Columna LiChrosfer Si-60, 5/im, 125x4mm
D.I
Fase movil Cloroformo:acetato de etilo:

n-hexano:etanol(22:32:45:1)

velocidad de fluio 2.0
(mL/min)

Volumen de inveccion 25
(/in)
Deteccion 280 y 450 nm

m& O

FIGURA 58. Cromatograma correspondiente a los productos de reaccion amina-NQS utilizando CLAR en fase
normal (LiChrosfer Si 60 5/xm, 125 x 4 mm D.l.), en las condiciones descritas en la Tabla 32.
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3.6.3.- Curvas de calibrado con patrones y parametros analiticos

Procedimiento experimental

Las curvas patrén se han obtenido a partir de los productos de reaccién NQS-amina.
Para ello previamente se ha realizado el procedimiento de derivatizacién partiendo de
disoluciones acuosas de los analitos. En este caso se han tomado voliimenes variables die una
disolucién patrén de analito, a los que se ha adicionado 0.5 mL de una disolucidn de
bicarbonato al 8% y 0.5 mL de reactivo NQS (volumen final 1.5 mL). La mezcla resultante
se ha calentado a 70°C durante 20 minutos y el producto de reaccién ha sido extraido en 1.5
mL de cloroformo. Se han reproducido concentraciones comprendidas entre 0.66 y 13.33
pg/mL. Las condiciones cromatogréficas son las descritas en la Tabla 33, realizindose tres

réplicas de cada disolucion.
Resultados y discusion

Las curvas de calibrado se han construido representando el area de los picos
cromatogréaficos obtenidos para los productos de reaccion amina-NQS frente a la concentra-

cién de analito en la muestra.

En la Tabla 33 se muestran los pardmetros analiticos correspondientes a los tres

analitos estudiados. El calibrado es lineal en todo el intervalo de concentraciones estudiado.

TABLA 33. Pardmetros analfticos correspondientes a los productos de reaccién amina-NQS. Condiciones:NQS
6.4x10° M, medio bicarbonato 0.26 %, calefaccién 20 min.70°C. Extraidos en cloroformo.

Pardmetros analiticos
-feniletilamina Anfetamina Metanfetamina
280 nm 450 nm 280 nm 450 nm 280 nm 450 nm
a+s$, 08 +44 | 1.5+1.97 | -1.12+4.8 | 0.85+1.35 0.3+3.2 3.26+2.05
b+S, | 3554+£0.6 | 7.93+0.25 | 32.09+0.6 | 7.30+0.2 | 22.54+0.42 8.42+0.25
r 0.998 0.995 0.998 0.997 0.998 0.995
n 12 13 13 13 13 13
Swx 9.3 4.2 10.4 2.9 6.7 4.4




3.6.4.Tratamiento previo de muestras de orina

Como se deriva de la lectura del apartado dedicado al tratamiento de muestra en los
antecedentes, la mayor parte de los procedimientos descritos al respecto, se basan en la
extraccion liquido-liquido, por lo que estos firmacos son aislados de la matriz bioldgica, y
en ocasiones preconcentrados, en un disolvente organico adecuado. Estos procedimientos
suelen requerir grandes voliimenes de disolventes puesto que con frecuencia no es suficiente
una dnica etapa de extraccion si se desea conseguir un elevado rendimiento o una eliminacion
. suficiente de la matriz, con lo que el tiempo de preparacién de la muestra se alarga
considerablemente. Ademds, la inmiscibilidad entre las dos fases puede conducir a la
formacién de emulsiones, lo que se traduce en la obtencién de recuperaciones variables de

los analitos.

Como puede observarse en la Tabla 4, son muy pocos los procedimientos descritos
en la bibliografia que utilizan extraccion en fase sélida en la etapa de tratamiento de la
muestra. Estas técnicas se basan en la retencion selectiva de los analitos en columnas rellenas
con un material similar al que se usa en la separacién cromatogréafica de las muestras, pero
con un didmetro de particula muy superior. Los compuestos de la matriz que también hayan
podido quedar retenidos, se eliminan lavando la columna con un disolvente, en el caso de
analitos de baja polaridad es suficiente el empleo de agua o un tampén. Finalmente, los
analitos son eluidos con un disolvente apropiado (metanol, acetonitrilo...etc.). Estas técnicas
presentan claras ventajas sobre la extraccién liquido-liquido al requerir una menor
manipulacién de la muestra, y un menor consumo de disolventes orgénicos, suponiendo

ademds un ahorro en el tiempo total de analisis.

En este apartado se estudian las posibilidades de las técnicas de extraccién en fase
solida para el andlisis de anfetaminas en muestras de orina, y posterior determinacion CLAR
tratando de encontrar las condiciones mds favorables para el andlisis. Este estudio se ha
realizado para diversos tipos de rellenos octadecilo (C18), octilo (C8), etilo (C2), ciclohexilo
(CH), fenilo (PH) y cianopropilo (CN), ensayados con anterioridad en el apartado de la
determinacién extracto-espectrofotométrica. En aquella seccién no se eligié este procedimien-
to dado que la interferencia introducida por el blanco de orina era superior a la presentada
por la extraccion liquido-liquido, sin embargo en este apartado al incluir una etapa de

separacion, en principio, puede resultar ventajoso.
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Los compuestos ensayados han sido anfetamina, metanfetamina y B-feniletilamina.
En la eluciéon de la nuestra se ha utilizado una fase mévil (etanol:cloroformo:acetato de
etilo:n-hexano 1:22:32:45), segin las condiciones optimizadas con anterioridad. Los
resultados obtenidos se comparan con los obtenidos mediante un procedimiento convencional

de extraccion liquido-liquido (57).
3.6.4.1.- Extraccién liquido-liquido
Procedimiento experimental

Las muestras para el andlisis han sido preparadas adicionando a 5.0 mL de orina 200
pL de una disolucion acuosa de concentracién 100 pg/mL en cada una de las anfetaminas,

de forma que la concentracién final en la muestra es de aproximadamente 4 pug/mL.

El tratamiento de la muestra se realiza en medio bésico, en este caso se afiade a las
muestras 0.1 mL de amoniaco concentrado por cada S mL de orina, con lo que el pH de la
muestra es aproximadamente 10. A continuacién 2 mL de la muestra se extraen con 2 mL
de n-hexano con agitacién mecénica, con posterior centrifugacion para eliminar la emulsion
formada entre ambas fases. El prmedihiento de extraccion se realiza 3 veces, disponiendo
al final de un volumen total de 6 mL al que se le adiciona 50 uL de una disolucién de EtOH-
HCl (6:1). Estos extractos son evaporados con rotavapor y el residuo obtenido es regenerado
en 0.5 mL de agua destilada al que se afade 0.5 mL de bicarbonato (8%) y 0.5 mL de
reactivo NQS (0.5%). La mezcla resultante se calienta durante 20 minutos a 70°C, siendo
posteriormente enfriada a temperatura ambiente durante 5 min. La mezcla se trata con
cloroformo (utilizando el mismo volumen que el volumen de muestra 1.5 mL), agitacion
mecénica durante 2 minutos y centrifugacion 5 minutos. Finalmente, se separan ambas fases,
anadiéndose sulfato sédico anhidro a la disolucién orgéanica, que es filtrada con un filtro de
nylon de un didmetro de poro 0.45 um (Tecknokroma) previamente a la inyeccion de 25 uL

en la columna analitica.

Se han ensayado diferentes muestras de orina, siendo las condiciones cromatograficas
las ya descritas con anterioridad: composicion de la fase mévil, EtOH:cloroformo:acetato de
etilo:n-hexano(1:22:32:45); flujo de la fase mévil 2 mL/min; volumen de muestra inyectado,
25 uL.
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El detector ha registrado el espectro del eluato entre 270 y 600 nm (cada 4 nm) a
intervailos de 460 ms, tomando como longitud de onda de referencia 600 nm. Las longitudes
de ondia de trabajo han sido 280 y 450 nm. Los ensayos se han realizado a temperatura
ambiemte. El calculo de los porcentajes de analito recuperado en cada caso, se ha efectuado
por coomparacién entre las dreas del analito obtenido después de la extraccién, con el area
corresppondiente para la misma concentracion en patrones. En las concentraciones de trabajo,

las detterminaciones pueden hacerse simultineamente para el conjunto de analitos.
~Resultados y discusién
Extraccion liquido-liquido

Los cromatogramas obtenidos para los blancos de orina tratados de acuerdo con el
procedlimiento de extraccion liquido-liquido descrito aparecen el la Figura (59A) para las dos
" longitwdes de onda de trabajo. Estos cromatogramas muestran muy pocos picos correspon-
dientess a compuestos enddgenos. El nimero de estas sustancias que pasan a la fase orgénica,
que a ssu vez reaccionan con el NQS y que finalmente son extraidos en cloroformo son muy
pocos,, obteniéndose blancos muy limpios en la zona donde son eluidos los compuestos de
interéss. Por otra parte la mayoria de los constituyentes de la matriz presentan un absorcién
mayor: a menores longitudes de onda 254 nm, por lo que la interpretacion de los cromatogra-

mas otbtenidos para las muestras es mds facil a 280 nm o 450 nm.

Bajo las condiciones cromatogrificas establecidas, ninguno de los constituyentes de
la mattriz es eluido en el mismo tiempo de retencién de los analitos estudiados, por lo que
estos [pueden ser identificados sin dificultad, tal como se deriva de la observacién de la
Figuraa 59, que muestra los cromatogramas de los blancos de orina y muestras de orina a las

que se: ha afiadido la mezcla de analitos considerada.
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280 nm 280 nm

450 nm
40

20

FIGURA 59. Cromatogramas obtenidos para blancos de orina y para muestras de orina con analitos con
extraccion liquido-liquido.

En la Tabla 34 aparecen los porcentajes de recuperacién de cada analito mediante

extraccién liquido-liquido.

Bajo estas condiciones de extraccién tanto la anfetamina como la metanfetamina
presentan porcentajes de recuperaciobn de aproximadamente 90%, sin embargo, la
recuperacién de la /3-feniletilamina es bastante menor 44+ s. Por lo que este procedimiento
es bastante efectivo para anfetamina y metanfetamina, no siendo demasiado apropiada para

/5-feniletilamina.

189



TABLA 34. Eficiencias de la extraccion liquido-liquido.

lj-fenileiilamina

3.5

3.5

3.5

5.03

(lig/imL)
Meianfeiatnina Anfciamina [3-fenileiilamina
2.66
5.33
8.00
10.66
13.30
8.00 44.7
10.66 41.3
48.2,38.6,45.3
,36.5
5.03 5.03 53.0
58.6
44%8

280 nm

Metanfetamina

98.4

93.0

78.0

82.8

81.1

87.8

84.9

81.7

87.4

% Recuperacion

Anfetamina |3-fenileiilamina
44.6
40.3

43.5,37.4,451
89.3 50.7
98.7 58.4

450 nm

Metanfetamina

76.0

82.8

87.5

91.5

81.5

87.7

Anfetamina

85.3

95.3



3.6.4.2.- Extraccion sélido-liquido
3.6.4.2.1.- Estudio de los diferentes rellenos
Procedimiento Experimental

Al igual que en la extraccién liquido-liquido el tratamiento de la muestra se realiza
en medio basico, anadiéndose 0.1 mL de amoniaco concentrado por cada S mL de orina. En

este caso la muestra de orina se centrifuga tomdndose 2 mL del sobrenadante.

Se han utilizado columnas de extraccién en fase sélida de tipo Bond-Elut C18, C8,
C2, CH, PH y CN (Scharlau), con una capacidad de carga de 100 mg/mL. Estas columnas
han sido activadas haciendo pasar 500 uL de metanol, y seguidamente 500 uL de agua
destilada para evitar el contacto directo del metanol con la muestra. A continuacién se eluyen
2 mL de muestra de orina, y la matriz de la muestra es eliminada lavando con 2.5 mL de
agua destilada. Los analitos retenidos en la columna son eluidos con 1.0 mL de metanol. A
las disoluciones resultantes se les afiade SO uL de una disolucién de EtOH:HCI (6:1), siendo
posteriormente llevadas a sequedad, reconstituidas y filtradas antes de ser iﬁyectadas. Para
pasar los disolventes y las muestras a'través de la columna se ha aplicado presién con una

jeringa conectada a estas mediante un adaptador.

Una vez utilizadas, las columnas han sido regéneradas haciendo pasar 2 mL de
metanol, y seguidamente 1 mL de agua, para eliminar los posibles compuestos de baja y alta

polaridad, respectivamente, que hayan podido quedar retenidos.

El tratamiento posterior ha sido el mismo que en el caso de la extraccién liquido-

liquido (pagina 187).
Resultados y discusion

En la Figura 60A aparecen los cromatogramas a 280 nm obtenidos para blancos de
orina al ser tratados en las diferentes columnas de extraccidn en fase sélida. Se observa que
independientemente de la columna utilizada en todos los casos los cromatogramas son
similares, apareciendo blancos de orina bastante limpios y no mostrando picos a los tiempos
de retencién que presentan los analitos, siendo equiparables a los obtenidos con extraccion

liquido-liquido.
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En la Figura 60B se muestran los cromatogramas a 280 nm obtenidos, para muestras
de orina que contienen los analitos ensayados, en los distintos materiales utilizados en la

extraccion.

4001
CN CN
- 300
300 PH PH
200. CH 200 CH
a
u
C2
e C2
100. Cs 100 Cs
o -I;£:
0.0 5.5 0.0 5.5
T1me (min. ) T1me (min. )

FIGURA 60. Cromatogramas obtenidos para A) blancos de orina, B) muestas de orina con analitos con las
diferentes columnas de extraccion en fase sdlida.

Los porcentajes de analito recuperado en las distintas columnas examinadas aparecen
en la Tabla 35. Como puede observarse, la reproducibilidad es similar a la obtenida mediante
la extraccién liquido-liquido, mientras que los porcentajes de recuperacién son mas altos,

especialmente para la /3-feniletilamina.

Al igual que ocurre para la matriz, no se observan grandes diferencias para los
analitos entre la utilizacibn de columnas con un tipo de relleno u otro. Por lo tanto
independientemente de la polaridad de la columna los resultados son similares no existiendo

diferencias significativas entre ellas. Solamente en el caso de la utilizaciéon de columnas de
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mayor polaridad como cianopropilo CN se obtiene una baja recuperacién de la /3-feniletilami-
na dado su mayor caracter polar, mientras que para la anfetamina y metanfetamina s

obtienen recuperaciones similares a las obtenidas con las otras columnas.
TABLA 35. Eficiencias de la extraccion en fase solida.

%Recuperacion

280 nm 450 nm
COLUMNA (i-fenileiilamina Metanfeumina Anfetamina la-feniletilamina Metanfetamina Anfetamina
PH 92+1 835 1059 8814 78%4 1028
(n=3) (n=3) (n=4) (n=3) (n=4) (n=4)
cs8 857 75%7 95+2 88%3 8416 956
(n=4) (n=4) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
Ccl 885 85+2 1005 85+5 8614 9715
(n=4) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=4)
CN 454 8311 91%3 461 85+3 93.5
(n=2) (n=2) (n=2) (n=3) (n=3) (n=1)
CH 8716 811 997 82+4 91+8 96%7
(n=4) (n=3) (n=4) (n=3) (n=2) (n=3)
Cc18 947 80+3 10416 917 8415 1026
(n=8) (n=4) (n=8) (n=6) (n=15) (n=5)

En algunos casos para anfetamina se obtienen valores de recuperacidon superiores al
100 % debido a la contribucidn de la serial analitica como ruido de fondo de los componentes

de la matriz.

El empleo de columnas de extraccidn en fase sblida proporciona resultados muy
adecuados para la separacidon de anfetaminas, en el tratamiento previo de las muestras de
orina. Con empaquetamientos del tipo Cls, Cs, C2, CH y PH, las recuperaciones de estos
compuestos son superiores al 80% para los trés analitos considerados, mejorandose la

extraccion de la /5-feniletilamina en relacién a la extraccién liquido-liquido.

Tanto en la extraccion liquido-liquido como en la extraccion en fase sélida, los
blancos de orina obtenidos son igualmente limpios, no presentando picos a los tiempos de

retencidn de los productos de reaccidon amina-NQS.
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Por otra parte las técnicas de extraccion en fase sélida son mucho més répidas, el
tiempo total de tratamiento de muestra se reduce practicamente a la quinta parte del requerido

si se lleva a cabo una extraccion liquido-liquido.

3.6.4.2.2.- Influencia del pH y del disolvente de elucién utilizando extraccién

en fase sélida

Segin el procedimiento descrito por Farrell y col. (57) la muestra de orina es
alcalinizada con NaOH 5M a un pH=11.4. y eluida utilizando una mezcla de cloroformo:iso-
“propanol (3:1), los mismos disolventes emplean Franceschini y col.(109) pero en proporcion
(3:2), sin embargo en este caso el pH de la orina es ajustado a 7.‘ En base a la controversia
existente respecto al pH de la orina, se ha realizado un estudio de la influencia del pH en la
extraccion de las aminas en estudio. Del mismo modo, también se ha realizado un estudio
- comparativo entre la utilizacién de cloroformo:isopropanol (3:1) y metanol como eluyentes
de la muestra, estudidndose los volimenes requeridos para la obtencién de las mayores

porcentajes de recuperacion.
Procedimiento experimental

Se ha realizado un estudio de la influencia del pH de la orina entre 7 y 11.4, previo
a la extraccion de aminas. Para lo cual se afiade la cantidad de NaOH 5 M necesaria para
la modificacién del pH original de la misma. Posteriormente, estas muestras son sometidas

a extraccion sélido-liquido utilizando un columna con relleno C18 de capacidad 200 mg/mL.

El procedimiento de extraccion y derivatizacién a realizar, es el descrito anteriormente
en el tratamiento de la muestra mediante extraccién en fase sélida. Los disolventes de elucién

de la muestra han sido CHCl,:isopropanol (3:1) en volimenes de 2 y 4 mL, y MeOH 2 mL.
Resultados y discusion

En la Figura 61A se muestran los cromatogramas correspondientes a distintos blancos
de orina a diferentes valores de pH, utilizando MeOH como disolvente de elucién. Como
puede observarse, los blancos de orina se muestran limpios a valores de pH 7, 9 y 10. Sin
embargo, en las condiciones indicadas por Farrell y col.(58) pH=11.4 el cromatograma
presenta un pico a un tiempo de retencién préximo al tiempo de retencion correspondiente

a la anfetamina (NQS-anfetamina), pudiendo por tanto interferir en la determinacién de la
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misma, por ello es recomendable la extraccidbn de las aminas a pH inferiores. Cuando la
elucién se realiza con CHCls:isopropanol (3:1), se observa un comportamiento similar sin
embargo el pico a 17=3.2, présenta un &rea menor indicando por tanto que bajo estas

condiciones de extraccion la interferencia es menor.

En relacién a las muestras de orina que contienen los analitos en estudio, se observa
que a valores de pH 7, 9 y 10 el porcentaje de recuperacibn para /3-feniletilamina y
anfetamina es similar. Por el contrario, la metanfetamina présenta problemas de extracciéon
a valores de pH inferiores a 10 independientemente del eluyente utilizado. En base a estos
resultados, se concluye que la muestra de orina debera llevarse a un pH de 10 con €l fin de
aumentar el porcentaje de recuperacién de la metanfetamina y de aumentar la selectividad
eliminado la interferencia de sustancias endégenas de la orina que pueden ser extraidas a

mayores valores de pH y en este caso puedan presentar solapamiento con la anfetamina.

250 250-
200 200.
150 150-
50- 50-
pH"? pH“?
0.0

FIGURA 61. Cromatogramas obtenidos a distintos valores de pH de la orina, extraccion en columnas C18 y
utilizando MeOH como disolvente de elucion. A) blancos de orina, B) muestras de orina con analitos.
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En relacién al volumen de eluyente necesario para la obtencién de una mayor
recuperacion, se observa que en el caso de utilizar MeOH se requieren 2 mL de eluyente,
mientras que para la mezcla HCl,:isopropanol (3:1) se han necesitado 4 mL para obtener los

mismos porcentajes de recuperacion.
3.6.4.2.3.- Factores de recuperacion
Procedimiento experimental
La recuperacién de la anfetarﬁina y metanfetamina en las condiciones propuestas se

ha determinado por comparacién entre las dreas obtenidas en muestras de orina, con las
obtenidas en la curva de calibrado correspondiente a una misma concentracion. Se han

ensayado distintas concentraciones para cada analito comprendidas entre 0.6 y 12.5 ug/mL.
Resultados y discusion

En la Tabla 36, se muestran los porcentajes de recuperacion obtenidos para diferentes
concentraciones de anfetamina y metanfetamina utilizando los dos tipos de eluyentes
anteriormente mencionados. Como puede observarse, independientemente del eluyente los
porcentajes de recuperacién son similares. En ambos casos, para las concentraciones mas
bajas de metanfetamina no siempre se han obtenido valores aceptables, siendo tal efecto
independiente del tipo de eluyente utilizado. En la Tabla 37 se presentan las concentraciones
obtenidas para anfetamina, metanfetamina y (-feniletilamina en muestras de orina por
sustitucion del area en el calibrado correspondiente. Independientemente del eluyente
utilizado, las concentraciones determinadas son similares a las concentraciones presentes en
la muestra. Dichos resultados indican que se puede determinar la concentracion de anfetamina

y metanfetamina en muestras de orina con un error menor al 10%.

Se ha ensayado como patrén interno la B-feniletilamina. Al comparar las pendientes
de las curvas de calibrado obtenidas utilizando como sefial analitica el cociente de senales
analito/patrén interno de patrones y muestras se obtienen porcentajes de recuperacién

similares a los proporcionados en el caso de no utilizar patrén interno.
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3.6.5.- Precision y exactitud

Procedimiento experimental

Se ensayaron diferentes muestras de orina a las cuales se les habia adicionado
previamente sulfato de anfetamina, clorhidrato de metanfetamina y B-feniletilamina, siendo
la concentracién de estos analitos en la muestra de 5.03 pug/mL. Las muestras fueron
procesadas de acuerdo al procedimiento de extraccién en fase sélida y derivatizacién descrito

en la pagina 191.
Resultados y discusion

En la Tabla 38, se muestran las concentraciones de anfetamina y metanfetamina
encontradas en muestras de orina mediante la utilizaciéon o no de patrén interno ( -
feniletitamina 5.03 pg/mL). En ambos casos, se ha podido determinar la concentracion de
anfetamina y metanfetamina presente en la muestra con errores menores del 10%. Sin
embargo, la utilizacion del patrén interno permite obtener una mayor precision y exactitud
en la determinaciéon de la concentracion. En la Tabla también se muestra de desviacién
obtenida en medidas realizadas el mismo dia y en dias diferentes. En el primer caso los
coeficientes de variacidn oscilan entre 1.7 y 6.2, mientras que en el segundo varian en el

intervalo 3.0 y 9.2.
3.6.6.- Limites de deteccion y cuantificacion
Procedimiento experimental

Se estimaron en primer lugar los limites de deteccién a partir de muestras sintéticas
disminuyendo progresivamente la concentracion de analito en las mezclas hasta obtener una
sefial 3 veces el ruido de fondo. De la misma forma pero con un umbral de 10 se han
determinado los limites de cuantificacién. Seguidamente, se han afiadido a diferentes muestras
de orina cantidades de cada uno de los firmacos considerados, reproduciendo las
concentraciones correspondientes a los limites de deteccién, corregidos por los porcentajes

recuperados de cada analito en el procedimiento de preparacién de la muestra.
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TABLA 36. Porcentajes de recuperacidn obtenidos distintos eluyentes A) MeOH, B) ciorofomio:isopropanol (3:1). (BFN:|3-feniletilaniina, METinietanfetaniina,
ANF:anfetaniina).

%Recuperacion
‘aredich (/*é7ML)
280 imi 450 nm
BFN MET ANE jS-feiiiletilamina  Metanfetamina Anfetamina [3feniletilamina  Metanfetami- Anfetamina
na
A B A B A B A B A B A B

503 0.63 0.63 911 99.0 58.6 69.2 1280 1080 894 97.8 50.9 gfg 92.2 103.5
91.5 52.2 104.9 88.4 : 80.0

2.52 2.52 98.4 95.7 811 75.8 99.8 1011 96.7 90.4 809 719 919 88.5

93.4 880 79.2 73.9 95.1 93.6 93.6 85.2 776 619 875 87.3

5.03 5.03 90.4 73.5 80.9 84.0 1051 78.8 89.1 686 819 798 100.7 922

89.0 90.8 781 84.4 95.6 1072 76.3 61.2 66.0 76.6  89.2 80.6

8.81 8.81 92.5 90.8 84.3 6.6 106.7 1156 92.0 84.9 804 s 1069  109.1

85.3 85.9 80.4 84.8 1052 1082  85.6 734 79.3 59.2 1053 831

1258 1258 93.5 101.0 61.4 76.6 1043 1055 90.3 93.2 55.8 80.5 1056 103.6
84.3 94.7 531 48.8 100.0 98.1 85.6 9141 53.8 539 1014 99.6



TABLA 37. Concentraciones de antetaniina, metanfetamina y jS-feniletilamina obtenidos en muestras de orina. Elucion A) con MeOH, B) ciorofoniio:isopropanol (3:1).
(BFN:j(i-feniletilamiiia, METrmetanfetamina, ANF:anfetamina).

Concentracion encontrada en muestras de orina anlicando la curva de calibrado con patrones

280 nm

KI N MIT ANF d-feniletilamina Metanfetamina Anfetamina

Con./lig/imL Er.(%) Con fdg/mL Er.(%) Con.*g/mL Er.(%) Con./lig/mL Er.(%) Con.ffg/mL Er.(%) Con.uc/mL br.(%)

5.00 -0.59 5.45 +7.75 0.44 -30.2 0.51 -19.0 0.76 +20.6 0.62 -1.59
5.03 0.63 0.63

4.62 -8.15 0.38 -39.6 0.61 -3.17
2.52 2.52 5.4 4-7.35 5.24 +4.17 2.40 -4.76 2.20 -12.7 2.50 -0.79 2.44 -3.17
5.13 + 1.98 4.89 -2.78 2.30 -8.73 2.14 -15.0 2.38 -5.55 2.26 -10.3
5.03 5.03 4.96 -1.9 4.82 -4.17 4.80 -4.57 4.87 -3.18 5.29 +5.16 5.20 +3.59

4.43 -11.9 4.08 -18.88 4.60 -8.54 4.84 -3.77 4.82 -4.17 3.86 -
8.81 8.81 5.07 +0.79 5.05 +0.39 8.70 -1.25 8.74 -0.79 9.43 +7.03 9.86 +11.9
4.68 -6.9 4.78 -4.97 8 30 -5.80 8.56 -2.33 9.31 +5.67 9.22 +4.65
12.58 12.58 5.13 + 1.98 5.61 +11.53 9.00 -28.5 11.05 -12.16 13.2 +4.93 12.87 +2.31

4.62 -8.15 5.26 +4.57 7.47 - 7.05 - 12.66 +0.64 11.96 -4.93



TABLA 38. Concentracion de anfetamina y metanfetamina encontrada en muestras de orina mediante la
utilizacion o no de S.I.

Concentracion enc ontrada en muestras de orina usando S.I(* feniletilamina)

280 nm 450 nm
Anfetamina (5.03fig/mL) Metanfeumina(5.03/xg/mL) Anfeumina(5.03/ig/mL) Meunfeuminai 5.03Mg/mL)
Con./lig/imL Er.(%) Con./lig/imL Er.(%) Con.Mg/mL Er.(%) Con. Mg/mL Er.(%)
4.99 -0.79 4.99 -0.79 5.00 -0.59 4.84 -3.77
5.00 -0.59 4.90 -2.58 5.16 +2.58 4.82 -4.17
5.23 +3.98 5.10 +1.39 5.00 -0.59 5.10 +1.39
538 +6.96 5.40 +7.36 5.30 +5.36 4.98 -0.99
4.99 -0.79 4.80 -4.57 5.03 0.00 4.70 -6.56
4.90 -2.58 5.34 +6.16 5.45 +8.35 5.26 +4.57
5.03 0.00 4.95 -1.59 4.98 -0.99 4.15 -17.49
4.98 -0.99 4.90 -2.58 4.96 -1.39 435 - -13.51
5.07+0.13" 5.00+0.10* 5.05%0.09* 4.92+0.15*
5.06%0.15 5.05+0.21 5.11%£0.18 4.78%0.37

Concentradton encontrada en muestras de orina sin utilizar el S.|

5.03 0.00 5.40 +7.36 5.08 +0.99 5.00 -0.59
5.40 +7.36 5.32 +5.76 5.70 +13.32 5.04 -0.19
5.6.0 + 11.33 5.50 +9.34 5.65 +12.32 5.40 +7.35
4.9'8 -0.99 4.60 -8.54 5.07 +0.79 4.88 -2.98
5.441 +7.55 4.50 -10.54 5.17 +2.78 4.92 -2.19
5.6,0 +11.33 4.80 -4.57 5.17 +2.78 4.17 -17.09
514 +2.19 4.37 -13.12 4.85 -3.58 4.40 -12.52
5.00 -0.59 4.63 -7.95 4.85 -3.58 4.50 -10.53
5.34+0.29- 5.41 £0.09* 5.4710.34* 5.15%0.22"

5.27+0.26 4.8910.45 5.190.30 4.7910.40



Resultados y discusion

Bajo las condiciones cromatogréficas establecidas, todas las aminas estudiadas son
identificables a 280 nm y 450 nm, los limites de deteccion obtenidos han sido 2 ng y 5 ng,
respectivamente. Estos resultados coinciden con los valores dados en la bibliografia (57),
(58), Tabla 5. Los limites de cuantificacion han sido 7 y 17.5 ng a 280 y 450 nm.

3.6.7.- Conclusiones

De los resultados anteriormente expuestos se puede concluir que las condiciones
Optimas para el andlisis de anfetamina y metanfetamina mediante cromatografia en fase

normal (utilizando una columna LiChrosfer), son las que se resumen a continuacion:
Fase movil:

Composicion: Etanol:cloroformo:acetato de etilo:n-hexano (1:22:32:45)
Flujo: 2 mL/min
Volumen de inyeccion de muestra: 25 uL

Deteccién: 280 nm y 450 nm.

La modificacién en la proporcion de EtOH permite disminuir los tiempos de

retencion.

El empleo de columnas de extraccién en fase sélida proporciona buenos resultados
en la determinacién de anfetamina y metanfetamina en muestras de orina utilizando CLAR

en fase normal y NQS como agente de derivatizacién de aminas.

Con todas las columnas ensayadas se han obtenido buenos porcentajes de recupera-
cién, solamente con columnas CN no se ha alcanzado una separacion completa de (-
feniletilamina. Para esta amina, la extraccion en fase sélida proporciona una recuperacion
doble a la obtenida con extraccién liquido-liquido en n-hexano, lo que es importante para la

utilizacién de la misma como estindar interno.
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El pH 6ptimo de la orina (para efectuar la extraccion) es de 10, dado que bajo estas
condiciones se aumenta el porcentaje de recuperacién de los analitos y se reduce la

interferencia de componentes endégenos de la orina.

En relacion al disolvente de elucién de la muestra, tanto el metanol como la mezcla
isopropanol:cloroformo (1:3) permiten obtener porcentajes de recuperacién de los analitos
similares, con la salvedad de que el empleo de este ultimo eluyente requiere la utilizacién de
un volumen superior.Los resultados obtenidos mediante este procedimiento presentan buena

precision y exactitud.

La extraccion en fase sélida es répida (requiriendo cinco veces menos tiempo que la
extraccion liquido-liquido), es simple y ha permitido obtener resultados satisfactorios para
las aminas estudiadas. Ademds, una tnica extraccién es efectiva para todos los analitos.

- Dadas las numerosas ventajas de este tipo de extraccién sobre la extraccién liquido-liquido

es preferible su utilizacién para el andlisis de anfetamina y metanfetamina o sus mezclas bien
para el andlisis cuantitativo o de screening.
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4.- CONCLUSIONES GENERALES






Se han estudiado las variables experimentales de la reaccion entre fenilaminas y 1,2-
naftoquinona 4-sulfonato pH, temperatura y tiempo de reaccion, disolvente de extraccion y
concentracién de reactivo. De los resultados obtenidos se puede intuir que el reactivo en el
medio de reaccion experimenta dos reacciones de sustitucion del grupo sulfénico. Una de
ellas se verifica ain en ausencia de aminas y es debida a su sustitucién por OH, de la

segunda es responsable el grupo fenilamina.

Las condiciones mas favorables para la determinacién de anfetamina son pH 7.5
tampon dihidrogeno-monohidrogenofosfato), calefaccion a 70°C durante 30 minutos, 6 pH
10 (tampc’)h bicarbonato/carbdnato), caléfaccién a 45°C durante minutos, siendo estas
iltimas condiciones las éptimas para la determinacion de metanfetamina. La variable mas
importante para la determinacion de efedrina es el disolvente de extraccién, dado el mayor
cardcter polar del compuesto obtenido en referencia a los productos anfetamina-NQS y

‘metanfetamina-NQS. En este caso se eligié el alcohol isoamilico en vez de la mezcla n-

hexano:acetato de etilo (1:1).

Se ha realizado un estudio comparativo de diversos tipos de tratamientos previos de
muestras de orina, observindose que la extraccion liquido-liquido con n-hexano ofrece
mayores ventajas que el resto de procedimientos estudiados si no se incluye una etapa de
separacion cromatogréfica, dado que permite obtener porcentajes de recuperacién altos y una
disminucién considerable del blanco de orina, permitiendo obtener limites de identificacion

y cuantificacién menores.

Se han propuesto procedimientos extracto-espectrofotométricos para la determinacién
de anfetamina y metanfetamina en muestras de orina en base a su reaccion con NQS. Ambos
procedimientos han sido estudiados quimiométricamente mediante la aplicaciéon de los
métodos de Youden, adicién estandar y adicion estandar del punto H, observandose la
inexistencia de errores sistematicos proporcionales, sin embargo se evidencia la presencia de
error sistemdtico constante introducido por la matriz de la muestra(TYB). Dicho error debe
ser evaluado y corregido para la determinacién de los analitos exenta de error en las muestras
de orina. El TYB puede ser calculado a partir del método de Youden o mediante el uso de
un placebo como ha sido demostrado. En ambos casos, la concentracion de analito presente

en la muestra puede ser determinada con errores relativos inferiores al 10%.
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En el caso de la determinacién de metanfetamina también se ha contemplado la
existencia de anfetamina en la muestra, los resultados obtenidos muestran que su presencia
en la proporcién normal en la que estd como metabolito de la metanfetamina no introduce

errores superiores al 10%.

Se han demostrado las posibilidades del método de adicién estindar del punto H en
la resolucion de dos componentes cuando ademas estd presente el blanco total de Youden y
‘también su capacidad para caracterizar posibles fuentes de error introducidos por blancos
absorbentes. El método ha proporcionado buenos resultados en la determinacién conjunta de
anfetamina y metanfetamina en muestras de orina. La bondad del método en la resolucién
de problemas analiticos dificiles ha sido demostrada como es el caso que nos ocupa que retine
la presencia de interferente directo, TYB y similitud en la posicién de los maximos de

absorcién de analito e interferente.

La reaccidn en estudio para el caso de la efedrina ha sido aplicada a la determinacién
de este estimulante en preparados farmacéuticos, no pudiendose extender a muestras de orina
dado que el disolvente 6ptimo de extraccion es el alcohol isoamilico. En este disolvente el
blanco de orina presenta una interferencia irresoluble, imposibilitando por tanto la
determinacién de efedrina en fluidos bioldgicos. El método se ha aplicado a diversas
formulaciones tales como colirios, soluciones nasales, comprimidos y jarabes, que presentan
matrices muy diversas, obteniendo buenos resultados para todas ellas, a excepcién de un
jarabe. El procedimiento propuesto no requiere ningiin acondicionamiento previo de la

muestra.

Se ha establecido un procedimiento cinético-espectrofotométrico en disolucion acuosa
basado en la reaccion en estudio y en presencia de triton X-100, que permite la solubilizacién
de los productos de reaccion y evita la'etapa de extraccién en el disolvente organico. Este
método no es aplicable a muestras de orina pero si a preparados farmacéuticos. En este caso,
los errores encontrados han sido inferiores al 4% para la determinacién de anfetamina y
efedrina. Los resultados obtenidos han sido similares a los obtenidos procediendo de acuerdo
al método extractivo-espectrofotométrico. Este método permite reducir el tiempo de andlisis

y elimina el consumo de disolventes organicos.
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El empleo de columnas de extraccion en fase s6lida para el tratamiento previo de la
muestra de orina proporciona buenos resultados en la determinacién de anfetamina y
metanfetamina utilizando CLAR en fase normal y NQS como agente de derivatizacién de
aminas. Con todas las columnas ensayadas (C18, C2, C8, CH, PH) se han obtenido buenos
porcentajes de recuperacién, solamente con columnas CN no se han obtenido buenos
resultados para B-feniletilamina. Para esta amina, la extraccion en fase sélida proporciona
una recuperacién doble a la obtenida con extraccién liquido-liquido en n-hexano, lo que es

importante para la utilizacién de la misma como patrén interno.

El pH 6ptimo de la orina (para efectuar la extraccion sélido-liquido) es de 10, dado
que bajo estas condiciones se aumenta el porcentaje de recuperacion de los analitos y se
reduce la interferencia de componentes endégenos de la orina. En relacion al disolvente de

elucién de la muestra, tanto el metanol como la mezcla isopropanol:cloroformo (1:3)
permiten obtener porcentajes de recuperacion de los analitos similares, con la salvedad de
que el empleo de este tltimo eluyente requiere la utilizacién de un volumen superior.Los
resultados obtenidos mediante este procedimiento presentan buena precisién y exactitud. Con
este tipo de tratamiento previo se ahorra tiempo, una tinica extraccion es efectiva para todos
los analitos. Dadas las numerosas ventajas de este tipo de extraccion sobre la extraccion
liquido-liquido es preferible su utilizacién para el analisis de anfetamina y metanfetamina o
sus mezclas bien para el andlisis cuantitativo o de screening, siendo el primer paso para la
automatizacion del analisis puesto que es facil de adaptar en linea al cromatédgrafo utilizando

vélvulas de conmutacién.

A continuacién se resume una tabla (Tabla 40) indicando los intervalos de
concentracién y limites de deteccidn de los diferentes procedimientos propuestos, asi como

el tipo de muestras ensayado y los analitos determinados.
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TABLA 39. Resumen de las apiicaciones de detemiinacién de aminas con NQS.

Analito

Efedrina

Anfetamina

Metanfetamina

Muestra

Preparados farmacéuticos

Preparados farmacéuticos
Orina (5 mL)
Orina (10 mL)
Orina (2 mL)
Orina (5 mL)

Orina (2 mL)

Procedimiento

Extracto-colorimétrico

Cinético

Cinético

Extracto-colorimétrico

Extracto-colorimétrico

CLAR

Extracto-colorimétrico

CLAR

Intervalo dinamico (/xg/mL)

2.1-50
6.7-50
10.6-50
3.8-50
1.9-30
7 ng (0.28-13.00)
2.9-50

7 ng (0.28-13.00)

Limite de deteccion (/xg/mL)
0.6
20
3.2
11
0.6
2 ng (0.06)
0.9

2 ng (0.06)
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