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1. RESUMEN

Resumen

El 3,4-Dimetoxifeniletilamina (DMPEA) es un compuesto analogo de la dopamina, principal
neurotransmisor humano, donde los grupos hidroxi de las posiciones 3 y 4 han sido
reemplazados por grupos metoxi. Algunos autores consideran que estd implicado en
procesos clinicos relacionados con enfermedades mentales.

En este trabajo se desarrollan dos métodos analiticos para su determinacién basados en
técnicas de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) con detector UV/Vis vy
cromatografia de gases (CG) con detector de ionizacién de llama (FID), en presencia de otros
compuestos: urea, acido Urico, cafeina, paracetamol, acido acetilsalicilico, ibuprofeno y
diazepam. Ademadas de 4-bromo-2,5-dimetoxifeniletilamina (2C-B), droga de disefio con
efectos psicoestimulantes, dada su similitud estructural. Del estudio se concluye la
posibilidad de determinacién de dicho compuesto, se llevé a cabo por HPLC en un tiempo de
analisis no superior a 3 minutos y con un limite de deteccion de 0,9 ppm. En el caso de CG, el
tiempo de analisis fue inferior a 7 minutos y el limite de deteccion de 1,3 ppm.

Summary

The 3,4-Dimethoxyphenylethylamine (DMPEA) is a compound analogous to dopamine, main
human neurotransmitter, where the hydroxy groups at positions 3 and 4 have been replaced
by methoxy groups. Some authors consider that it is involved in clinical processes related to
mental illness.

In this work two analytical methods are developed for their determination based on high
resolution liquid chromatography techniques (HPLC) with detector UV / Vis and gas
chromatography (GC) with flame ionization detector (FID), in the presence of other
compounds: urea, uric acid, caffeine, acetaminophen, acetylsalicylic acid, ibuprofen and
diazepam. In addition to 4-bromo-2,5-dimethoxyphenylethylamine (2C-B), designer drug
with psychostimulant effects, given its structural similarity. The study concluded the
possibility of determining said compound, it was carried out by HPLC at a time of analysis not
exceeding 3 minutes and with a detection limit of 0,9 ppm. In the case of CG, the analysis
time was less than 7 minutes and the limit of detection is of 1,3 ppm.



2. INTRODUCCION

El 3,4-dimetoxifeniletilamina (DMPEA) es un derivado dimetilado de la dopamina, principal
neurotransmisor humano, donde los grupos hidroxi del anillo aromatico han sido
reemplazados por grupos metoxi. Algunos autores, Osmond y Smythies, Friedhoff y Van
Winkle (1), relacionan esta transmetilacién con enfermedades del cerebro, concretamente
con la esquizofrenia, sus estudios, se basan en la observacién de que las drogas alucinégenas
como: el 3,4,5-trimetoxifeniletilamina (mescalina), 4-hidroxi-N,N-dimetil-triptamina
(psilocina) y la dietilamida del acido lisérgico (LSD) son quimicamente parecidas a algunos
neurotransmisores. Segun esta teoria, un error congénito del metabolismo puede causar
algunos casos de esquizofrenia. Dentro de las sustancias que se forman por transmetilacién
dentro del organismo estan: la bufotenina a partir de la serotonina, la dimetiltriptamina a
partir de la triptamina y la 3,4-dimetoxifeniletilamina (DMPEA), a partir de la dopamina (2).

La via de sintesis de los principales neurotransmisores, o catecolaminas enddgenas,
dopamina a partir de L-dihidroxifenilalanina (L-DOPA), a partir de la dopamina
noradrenalina, que al metilarse por accion de la feniletanolamina-N-metiltransferasa forma

la adrenalina, se muestra en la figura 1.
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Figura 1. Biosintesis de las principales catecolaminas [!!



Las alteraciones en la biosintesis de estas catecolaminas parecen explicar ciertos trastornos
neuroldgicos y neuropsiquidtricos. Por ejemplo la depresiéon se asocia a niveles bajos de
estas sustancias, ocurre lo contrario en el caso de ansiedad. Por otra parte, la dopamina
parece ejercer un papel esencial en enfermedades como el parkinson y la esquizofrenia. La
transformaciéon de dopamina en noradrenalina se produce por la accidon de la enzima
dopamina-B-hidroxilasa, mientras que el DMPEA es un derivado dimetilado de la dopamina.
En los enfermos esquizofrénicos, la enzima dopamina-B-hidroxilasa esta disminuida respecto
a las personas sanas, por lo que la transformacién de dopamina en noradrenalina se ve
disminuida, aumentando asi el nivel de dopamina y en consecuencia el de su derivado
dimetilado.

HO NH, 0 NH,
Enzima metiante” o

HO

Dopamina DMPEA

Figura 2. Metilacion de la dopamina.

La sintesis de este compuesto ha sido descrita por Alexander Shulgin y Ann Shulgin, tal como
se refleja en su libro PiHKAL (3).



3. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

En 1962, Friedhoff y Van Winkle detectaron 3,4-dimetoxifeniletilamina (DMPEA) en la orina
de pacientes esquizofrénicos, pero no en la de individuos normales (4), posteriormente,
otros autores verificaron que el DMPEA era producido por un alto porcentaje de pacientes
con enfermedades mentales (5 y 6) aunque también fue detectado en orina de personas sin
este tipo de patologia (7); sin embargo, otros estudios no lo detectaron ni en pacientes
afectados de dichas patologias ni en personas sanas (8 y 9). Estos trabajos se llevaron a cabo
en muestras de orina, previa extraccion con cloroformo, por cromatografia en papel.

En 1965 (10) se presenta una correlacién entre el DMPEA detectado en orina y el diagndstico
de esquizofrenia, se considera, puede ser debido a la similitud estructural entre el DMPEA vy
la mescalina, un psicégeno del que ya se tenia un amplio conocimiento sobre su actividad
cerebral. Ademads, una metilacion de la 3,4-dihidroxifeniletilamina (dopamina) puede inducir
a conductas psicoticas, esta metilacion, no habitual, da lugar en el organismo a DMPEA, esto
se ha constatado “in vivo” en algunos animales (5 y 11). La alteracién del metabolismo de la
dopamina, también se ha observado en algunos pacientes esquizofrénicos (12 y 13).

También se ha demostrado que el DMPEA tiene un efecto depresivo sobre el sistema
nervioso central en una gran variedad de animales, al producir un estado de catatonia o
acinesia (14 y 15).

En 1967, W. H. Vogel and M. K. Horwitt (16), determinaron mediante cromatografia en capa
fina los niveles de DMPEA en cerebro de ratas.

C. VanderWende y J. C. Johnson (17), estudiaron el efecto del DMPEA sobre la actividad
antihistaminica, puesto que se habia observado que los enfermos de esquizofrenia tenian
una incidencia mucho menor de respuestas alérgicas en comparacion con la poblacién
normal, sin embargo, los resultados indicaron que el DMPEA como tal compuesto, no
presenta actividad antihistaminica.

En 1969, Elnora Van Winkle et al. (18), estudiaron en ratas algunos metabolitos derivados de
la acetilacion del DMPEA, el N-acetil-3,4-dimetoxifeniletilamina (NADMPEA), demostrando
que este compuesto es diez veces mds potente para producir comportamientos
hipocinéticos. La identificacion se realizd a partir de datos obtenidos por cromatografia en
capa fina (TLC)

N. Narasimhachari et al. (19), propusieron el uso del disulfuro de carbono para la separacién
de las aminas primarias. El DMPEA-NCS presenta fluorescencia bajo luz UV por lo que puede
utilizarse para la identificacion y cuantificacion de DMPEA en muestras de orina. Ademas,
este derivado también se puede estudiar por diferentes técnicas cromatograficas.



En 1975, Riceber, L. J. et al. (20) desarrollaron un radioinmunoensayo sensible y especifico
capaz de medir 100 pg de DMPEA que es al menos 1/5000 de la cantidad previamente
requerida para identificacion y cuantificacion por cromatografia de gases o fluorescencia.
Compuestos que tienen un nucleo de 3,4-dimetoxifenilo, reaccionan de forma cruzada con el
anticuerpo, por lo que es necesario separar el DMPEA de dichos derivados mediante
cromatografia liquida antes de la cuantificacion por radioinmunoensayo.

En los dltimos afios, la popularidad de las drogas sintéticas ha aumentado y los compuestos
relacionados con la feniletilamina son drogas comunes de abuso. Son muchos los métodos
de separacion que se utilizan para su determinacién: cromatografia de liquidos con detector
UV/Vis (HPLC-UV), electroforesis capilar (CE), cromatografia de gases con detector de masas
(GC-MS) y cromatografia de liquidos con detector de masas (HPLC-MS), asi, en 2012, Hadir
M. M., et al. (21) Hacen un estudio sobre la determinacion de regioisomeros del DMPEA
mediante métodos de GC-MS y cromatografia de gases con detector infrarrojo GC-IRD, los
resultados obtenidos les permiten identificar todos los compuestos sin necesidad de
derivatizacidén quimica.



4. CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DE LOS COMPUESTOS ESTUDIADOS

Dadas las referencias bibliograficas indicadas en el apartado anterior, un objetivo
interesante, seria la posible determinacién de DMPEA en presencia de otros compuestos en
muestras bioldgicas como la orina, hemos procedido por lo tanto al estudio de los
compuestos que estan presentes en este medio, tales como la urea y el acido urico (la orina
contiene aproximadamente un 95 % de agua, un 2 % de sales minerales y 3 % de urea vy
acido Urico). También se han realizado medidas con algunos de los analgésicos vy
estimulantes mds comunes que pudieran encontrarse opcionalmente en este medio.

DMPEA

Liquido viscoso de color amarillo claro

-0 NH; Férmula: C;oH;sNO,
OD/\/ Peso molecular: 181,23 g/mol
| Punto de ebullicién: 188°C

Miscible en agua y en etanol

Urea

Polvo de color blanco

0 Férmula: CON,H,

Peso molecular: 60.06 g/mol
HoN~" NH, Punto de fusion: 133°C
Solubilidad en agua: 480 g/L
Solubilidad en etanol: 100 g/L

Q=

Acido urico

Sélido cristalino de color beige
o Férmula: CsH4N,O5

N NH Peso molecular: 168,11 g/mol
O_ﬂ/N | /J% Punto de fusién: >300°C

HooN o Solubilidad en agua: 200 g/L
Solubilidad en etanol: poco soluble




Cafeina

O CcH
HiC N
N
Ay
o] r‘\l N
CH,

Polvo de color blanco
Férmula: CgH1oN,O0,
Peso molecular: 194,19 g/mol
Punto de fusion: 234 a 236,5°C
Solubilidad en agua: 16 g/L
Solubilidad en etanol: 15 g/L

Paracetamol

H CH
3
SO
(@]
HO

Acido acetilsalicilico

O._ _.CH,

Polvo de color blanco
Férmula: CoHgO,

Peso molecular: 180,16 g/mol
Punto de fusion: 134-136°C
Solubilidad en agua: 2,48 g/L
Solubilidad en etanol: soluble

10

Polvo de color blanco.
Férmula: CgHeNO,
Peso molecular: 151,16 g/mol
Punto de fusidn: 167°C
Solubilidad en agua: 14 g/L
Solubilidad en etanol: 13 g/L




Ibuprofeno

Sélido de color blanco
CH, Férmula: Cy3H.50,
OH Peso molecular: 206,28 g/mol
’ !)I Punto de fusidn: 77 a 78°C
HC Solubilidad en agua: 0,021 g/L
Solubilidad en etanol: 60 g/L

CH

Diazepam

HG Sélido de color blanco.
O ‘g Formula: C,¢Hy3CIN,O
cl =N Peso molecular: 284,74 g/mol
O Punto de fusién: 125 a 126°C
Solubilidad en agua: 0,05 g/L
Solubilidad en etanol: 41 g/L

4-Bromo-2,5-Dimetoxifeniletilamina (2C-B)

Pastilla con color
\O Férmula: C10H14BTN02

NH, Peso molecular: 260,13 g/mol
Br/@” Punto de fusion:
Solubilidad en agua: 0,199 g/L
Solubilidad en etanol: 3 g/L

11




5. OBIJETIVOS

Desarrollo de una metodologia analitica para la determinacién de DMPEA por técnicas
cromatograficas de liquidos y gases en presencia de otros compuestos que posiblemente
puedan encontrarse en un medio bioldgico como la orina.

a) Realizar un estudio de las longitudes de onda dptimas de absorcién del DMPEA
mediante espectroscopia UV-Vis, para su posterior determinacidn por cromatografia
liguida de alta resolucién (HPLC) con detector UV-Visible,

b) Realizar un estudio por cromatografia de gases (CG) con detector de ionizacién de
llama (FID), para su identificacién y determinacién

5.1. TECNICAS PARA EL ESTUDIO Y DETERMINACION DE DMPEA
5.1.1. ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION MOLECULAR UV/VIs

La espectroscopia de UV-Vis nos permite obtener los espectros de absorcion de los
compuestos estudiados ya que son compuestos organicos que pueden absorber radiacién en
estas regiones del espectro electromagnético. El espectro de absorcién de una molécula en
solucion constituye una caracteristica propia de la molécula que depende de sus
propiedades estructurales y del disolvente, pudiendo asi, ser detectadas.

5.1.2. CROMATOGRAFIA

La cromatografia es un método fisico de separacidn en el cual los diferentes componentes
de una muestra se distribuyen entre una fase estacionaria de elevada superficie especifica y
una fase moévil que la atraviesa. La fase movil, en cromatografia de liquidos de alta
resolucién (HPLC) es un liquido y en cromatografia de gases (CG) es un gas.

En la cromatografia de liquidos de alta resolucidn, la muestra en disolucién, se inyecta en la
columna y seguidamente se pasa una fase mdvil de forma continua. Los componentes de la

muestra se separan en funcion de su interaccién con la columna y fase movil.

En la cromatografia de gases, la muestra se introduce en estado liquido o gaseoso, es
vaporizada y transportada por una fase mévil de gas inerte (nitrégeno o helio) a través de
una columna donde se produce la separacidn de los componentes de la muestra en funcion
de las caracteristicas de la misma.

En ambos casos, una vez separados los componentes de la muestra, llegan al detector,
UV/Vis en el caso de cromatografia de liquidos y FID en el de gases, proporcionando una
sefial que es registrada y visualizada en un lo que se conoce como cromatdgrama.

12



6. EXPERIMENTACION Y RESULTADOS

6.1.

6.2.

REACTIVOS

DMPEA de la casa Sigma Aldrich, con una pureza del 97%.

Urea de la casa Sigma Aldrich, con una pureza 98%.

Acido urico de la casa Sigma Aldrich, grado analytical standard.

Cafeina de la casa Sigma Aldrich, grado Sigma Reference Standard.
Paracetamol de la casa Sigma Aldrich, European Pharmacopoeia (EP)
Reference Standard.

Acido acetilsalicilico de la casa Sigma Aldrich, grado analytical standard.
Ibuprofeno de la casa Sigma Aldrich, European Pharmacopoeia (EP) Reference
Standard.

Diazepam (vial 10 mg de diazepam/2 ml, Excipientes: 170,5 mg de etanol,
31,4 mg de alcohol bencilico, 828 mg de propilenglicol, 5 mg de acido
benzoico (E-210), 95 mg de benzoato de sodio (E-211)).

2C-B proporcionado por el Area de Sanidad de la Delegacién del Gobierno.
Agua desionizada.

Etanol absoluto casa Panreac, grado ACS, ISO.

Acetonitrilo casa Panreac gradiente para cromatografia liquida.

Metanol casa Panreac tipo (UV-IR-HPLC isocratic) de calidad PAI-ACS.

Acido acético, solucién para HPLC.

EQUIPOS EMPLEADOS

= Balanza Sartorius Entris +0,00001 g
= Material de vidrio de la casa Scharlau

Espectrofotometro UV-Vis

Equipo HEWLETT PACKARD AGILENT 8453

Cubeta Cuarzo

Ldmpara Wolframio y Deuterio
Cromatografo de liquidos de alta resolucion

Equipo Agilent 1200

Columna Col KROMAPHASE C18 5.0pum 150mm x 4.6mm
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Cromatografo de gases

Equipo Agilent Technologies 6890N

GC Capillary Column HP1
100% dimetilpolisiloxano
Columna 5m x 0,53mm x 2,65um
GC Capillary Column BP20
100% polietilenglicol
30m x 0,32mm x 0,25um

Gas portador Nitrégeno

6.3. PREPARACION DE PATRONES DE DMPEA

En agua:

Se pesan 0,1820 g de DMPEA, se disuelven en agua desionizada y se enrasa en un matraz
aforado de 100 ml. Se toman alicuotas de esta disolucién y se enrasan al volumen que
convenga obteniendo disoluciones cuyas concentraciones estan comprendidas, entre 0,1 y
20 ppm.

En etanol:

Se pesan 0,1620 g de DMPEA, se disuelven en etanol y se enrasa en un matraz aforado de
100 ml. Se toman alicuotas de esta disolucién y se enrasan al volumen que convenga
obteniendo disoluciones cuyas concentraciones estan comprendidas, entre 0,1y 20 ppm.

6.4. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD DE ABSORCION POR ESPECTROSCOPIA UV-VIS

Teniendo en cuenta las caracteristicas fisicoquimicas del compuesto a determinar como del
disolvente utilizado para la preparacion de los patrones, y puesto que se va a utilizar un
detector UV para su determinacion, se decide realizar espectros UV-Vis de los patrones de
DMPEA cuyas concentraciones estén comprendidas entre 0,1 y 20 ppm, en el rango de
longitudes de onda entre 200 y 800 nm, cuya finalidad es determinar la longitud de onda
Optima de absorcidon para obtener la maxima sensibilidad, selectividad y precisién en las
medidas de DMPEA por HPLC. Los resultados se recogen en la figura 3.

14
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Figura 3. Espectros UV de DMPEA en agua y etanol.

Se observa que en ambos medios aparecen tres bandas de absorcion a una longitud de onda
de 200, 230y 280 nm.

La longitud de onda correspondiente a 200 nm, a pesar de ser la de maxima absorcidn, no es
la mas adecuada para trabajar puesto que los otros compuestos que vamos a considerar en
el trabajo, absorben también a esta longitud de onda. Por lo que la longitud de onda de
trabajo elegida preferentemente va a ser de 230 nm.
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Agua Etanol
Concentracion (ppm) | A (nm) | Absorbancia | Concentracién (ppm) | A (nm) | Absorbancia
200 0,352 200 0,318
1,82 230 0,050 1,62 230 0,052
280 0,010 280 0,030
200 2,390 200 1,800
18,2 230 0,627 16,2 230 0,636
280 0,220 280 0,222

Tabla 1. Datos de absorbancia del DMPEA por espectroscopia UV-Vis

A continuacién, de forma andloga al DMPEA, se hizo el estudio de absorcién de los
compuestos: Urea, acido Urico, cafeina, paracetamol, acido acetilsalicilico, ibuprofeno,
diazepam y 2C-B. Los resultados se muestran en la Figura 4.
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Figura 4. Espectroscopia UV-Vis de: urea, acido Urico, cafeina, paracetamol, ibuprofeno, acido
acetilsalicilico, diazepam y 2C-B. En concentraciones del orden de las 4 ppm.

Como se puede observar en los espectros, todos los compuestos absorben a 200 nm y
aunqgue bastantes también lo hacen a 230 nm, su respuesta es de mucha menor intensidad,
por lo cual vamos a considerar esta para las medidas por HPLC.
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6.5. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION CON DETECTOR UV-VIs

Se presenta el desarrollo, y puesta a punto de una metodologia analitica por cromatografia
liguida de alta resolucién para la determinacién de DMPEA en presencia de otros
compuestos: urea, acido Urico, cafeina, paracetamol, acido acetilsalicilico, ibuprofeno,
diazepam y 2C-B.

6.5.1. ESTUDIO FASE MOVIL

Teniendo en cuenta las caracteristicas fisicoquimicas del compuesto a determinar, tanto de
polaridad como de absorcién de la radiacién se decidid ensayar con una fase movil, en
régimen isocratico, conformada por acetonitrilo, agua, metanol y dcido acético 0,01M.

Se fue variando la composicién de dicha fase, y en funcién de dichos estudios, se procede a
elegir la composicion de fase moévil mas adecuada para la determinacién de DMPEA, tanto
en medio etanol como acuoso.

Los resultados se reflejan a continuacién en las tablas 2 y 3.

Acetonitrilo/Agua/Metanol/Acido acético 0,01M | Tiempo de retenciéon (min)

90/0/0/10 1,696

86/4/0/10 1,719

84/6/0/10 1,742
80/10/0/10 1,790
75/10/5/10 1,864
70/10/10/10 2,022
60/20/10/10 2,245
50/30/10/10 2,464
5/75/10/10 10,385

Tabla 2. Variaciones de la fase movil para patrones de DMPEA en agua.

Acetonitrilo/Agua/Metanol/Acido acético 0,01M | Tiempo de retencién (min)
50/30/10/10 1,757
40/40/10/10 1,764
30/50/10/10 1,805
20/60/10/10 1,825
10/70/10/10 1,864

Tabla 3. Variaciones de la fase mdvil para patrones de DMPEA en etanol.
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En medio etanol, no se obtuvo en practicamente ningln caso una buena resolucion del pico,
ver anexos (9.1.2).

En funcidén de los resultados obtenidos, en cuanto a respuesta y resoluciéon de pico, se
procede a elegir como medio para la medida de las muestras el acuoso y fase movil,
Acetonitrilo/Agua/Metanol/Acido acético 0,01M: 50/30/10/10; que da sefial para el DMPEA
a 2,4 minutos como se observa en la figura 5.

VWD1 A, Wavelength=230 nm (ALBAAL-VIC001257.D)
mAU

2464

45

35+

30

0 ‘ 05 1 15 2 25 ; 3 375 4 min
Figura 5. Determinacién de DMPEA con fase mévil Acetonitrilo/Agua/Metanol/Acido acético 0,01M:
50/30/10/10y A 230 nm.

A continuacién, en las condiciones anteriormente indicadas, de fase mévil y longitud de
onda 230 nm, se hizo un estudio individualizado, en medio acuoso, de los posibles
interferentes presentes en la muestra: urea, acido urico, cafeina, paracetamol, acido
acetilsalicilico, ibuprofeno y diazepam.

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 4 y figura 6.

Compuesto Tiempo de retencién (min)
Urea -

Acido urico 1,284
Cafeina 2,151
Paracetamol 1,506
Acido acetilsalicilico 1,925
Ibuprofeno 2,147
Diazepam 2,163

Tabla 4. Tiempos de retencion de los posibles interferentes.
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VWD1 A, Wavelength=230 nm (ALBA\AL-VIC001242.D)
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VWD1 A, Wavelength=230 nm (ALBA\AL-VIC001240.D)
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VWD1 A, Wavelength=230 nm (ALBAVAL-VIC001259.D)
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Figura 6. Cromatogramas de los posibles interferentes en medio acuoso con fase movil
Acetonitrilo/Agua/Metanol/Acido acético 0,01M: 50/30/10/10 y A 230 nm.

A continuacién se hizo un patrén con la mezcla de todos estos compuestos, en las mismas
condiciones de fase movil. Los resultados se reflejan en la figura 7.

VWD1 A, Wavelength=230 nm (ALBAAL-VIC001256.D)

mAU §
-+ cafeina
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0 BES— A | A" _ e ——————— — — i —
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Figura 7. Cromatograma conjunto de los posibles interferentes.

Por ultimo, se procedio a realizar la medida de DMPEA con la mezcla de estos compuestos,
para comprobar la posibilidad de su determinacion.
El resultado se muestra en la Figura 8.
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VWD1 A, Wavelength=230 nm (ALBA\AL-VIC001266.D)
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Figura 8. Determinaciéon de DMPEA en presencia de otros compuestos.

A la vista de los resultados obtenidos, se puede considerar que la determinacién de DMPEA
no se ve afectada por la presencia de estos compuestos.

Con el fin de ver si se podian separar los picos de algunos de los compuestos estudiados, se
hizo un estudio con fase mévil acetonitrilo, agua, metanol, acido acético 0,01 M: 86/4/0/10.
Los resultados en estas condiciones no fueron satisfactorios, pues los picos no estaban bien
definidos apreciandose en algunos casos desdoblamientos, ver anexo 9.1.3.

6.5.2. SEPARACION DE DMPEA Y 2C-B

A continuacidn, dadas las semejanzas estructurales entre el DMPEA y el 4-bromo-2,5-
dimetoxifeniletilamina, droga conocida como 2C-B, se procede a realizar un estudio a
efectos de verificar la posibilidad de separacién y determinacion por HPLC.

Se realiza un estudio para fijar las condiciones éptimas de medida de fase mdvil, pues en las

condiciones anteriormente estudiadas, se producen solapamientos.

La fase movil elegida se corresponde con, Acetonitrilo/Agua/Metanol/Acido acético 0,01M:
80/10/0/10y longitud de onda de 230 nm.

Dadas las dificultades para trabajar con patrones de 2C-B (se utilizaba una muestra
requisada de pureza del 75%, proporcionada por la Delegacién del Gobierno), se procedié a
realizar un método de adiciones patréon a efectos de comprobar el pico correspondiente a

esta sustancia.

Los resultados se recogen en la figura 9, donde los picos correspondientes a tiempos de
retencién inferiores a 1,7 minutos, pudieran ser debidos a las impurezas (colorante) de la
pastilla de 2C-B.
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VWD1 A, Wavelength=230 nm (ALBAIAL-VIC001231.D)
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“VWD1 A, Wavelength=230 nm (ALBAAL-VIC001234.D)
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Figura 9. Método de adiciones patrén para la identificacion de 2C-B
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6.6. CROMATOGRAFIA DE GASES CON DETECTOR DE IONIZACION DE LLAMA

Se presenta el desarrollo, y puesta a punto de una metodologia analitica por cromatografia
de gases para la determinacion de DMPEA en presencia de otros compuestos: urea, acido
urico, cafeina, paracetamol, acido acetilsalicilico, ibuprofeno y 2C-B.

La preparacion de los patrones de DMPEA se especifica en el apartado 6.3, en medio etanol.

6.6.1. ESTUDIO DE LAS CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Se hizo un estudio con la columna HP1, cuyas caracteristicas se indican en el apartado 6.2, se
hicieron estudios previos con patrones de DMPEA con diferentes rampas de temperatura
con el fin de ver con cual se obtiene mejor respuesta.

Portal de inyeccién | Temperatura del inyector 220°C
Volumen de inyeccién lpuL
Rampal 50 °C durante 1 min, 50-220 °C a 16 °C/min
Rampa 2 60 °C durante 1 min, 60-220 °C a 16,8 °C/min
Horno Rampa 3 70 °C durante 1 min, 70-220 °C a 18,7 °C/min
Rampa 4 80 °C durante 1 min, 80-220 °C a 20 °C/min
Detector Temperatura del horno 250°C

Tabla 5. Estudio de las condiciones cromatograficas con la columna HP1.

Como se observa en el anexo 9.2.1., se obtiene buena resolucién de pico para todas las
rampas de temperatura, obteniendo sefial para el DMPEA a un tiempo de retencidn entre
6,9y 5,9 minutos.

A continuacién, con la rampa de temperatura 3, se procede al estudio individualizado de
otros compuestos: urea, acido durico, cafeina, paracetamol, acido acetilsalicilico e
ibuprofeno. Los resultados se muestran en la tabla 6 y en el anexo 9.2.1.

Compuesto Tiempo de retencién (min)
Urea 4,012
Acido urico -
Cafeina 9,005
Paracetamol 5,464
Acido acetilsalicilico 8,776
Ibuprofeno 4,129

Tabla 6. Tiempos de retencidn de posibles interferentes.
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A la vista de los resultados si seria posible la separacién de todos ellos, pero la resolucién de
los picos no es muy buena.

Un estudio andlogo se hace con una columna BP20, cuyas caracteristicas se indican en el
apartado 6.2, para comparar los resultados con la columna HP1, que es la que
habitualmente se utiliza en los analisis de drogas.

Como en el caso anterior, se realiza un estudio de las condiciones cromatograficas,
encontrandose que las mas adecuadas para la determinacion e identificacién son:

Portal de inyeccién | Temperatura del inyector 220°C
Volumen de inyeccién Tpl
Horno Rampa 50 °C durante 1 min, 70-275 °C a 30 °C/min
Detector Temperatura del horno 250°C

Tabla 7. Estudio de las condiciones cromatograficas con la columna BP20.

En dichas condiciones, se hizo un estudio individualizado de todos los compuestos. Ademas
de una mezcla de DMPEA y 2C-B. Los resultados se muestran en la tabla 8 y en el anexo
9.2.2.

Compuesto Tiempo de retencién (min)
DMPEA 3,925
Urea 6,863
Acido drico 5,908
Cafeina 4,425
Paracetamol 4,150
Acido acetilsalicilico 3,790
Ibuprofeno 4,014
2C-B 4,365

Tabla 8. Tiempos de retencion de los compuestos analizados individualmente.

Por ultimo, y en las condiciones anteriormente indicadas, se procede a una determinacion
conjunta de todos ellos. La respuesta de DMPEA se obtiene a un tiempo de retencion de
3,923 minutos, bien definida y separada de todos los componentes de la mezcla. Los
resultados se reflejan en la figura 10.
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Figura 10. Determinacién de DMPEA en presencia de otros compuestos.

Como se puede observar en el anterior cromatégrama, el DMPEA puede ser determinado en
presencia de compuestos como la urea y el acido urico, presentes en muestras bioldgicas
como la orina, ademads de algunos de los analgésicos y estimulantes mds comunes que
pudieran encontrarse opcionalmente en este medio. Por lo tanto, la cromatografia con
detector de ionizacién de llama, es un buen método para separar y determinar este
compuesto.
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7. CONCLUSIONES

- Se ha realizado un estudio de absorcion molecular UV/Vis, para la posterior
determinacién por HPLC, de DMPEA en presencia de compuestos como la
urea y el acido Urico, presentes en muestras bioldgicas como la orina, ademas
de algunos de los analgésicos y estimulantes mds comunes que pudieran
encontrarse opcionalmente en este medio. A efectos de minimizar
interferencias, se determina que la longitud de onda mas adecuada es 230
nm.

- Se ha determinado DMPEA, mediante HPLC/UV-Vis, se selecciona como

medio para la medida de las muestras el acuoso y fase movil
Acetonitrilo/Agua/Metanol/Acido  acético 0,01M, 50/30/10/10. Su
determinaciéon no se ve afectada por la presencia de los otros compuestos. El
DMPEA da sefal a un tiempo de retencién de 2,440 minutos con un limite de
deteccion de 0,9 ppm.
Se ha determinado DMPEA en presencia de droga 2C-B con fase movil
Acetonitrilo/Agua/Metanol/Acido acético 0,01M, 80/10/0/10, obteniéndose
una buena separacién de ambos con tiempos de retencién: DMPEA 1,789
minutos y 2C-B 2,298 minutos.

- Se ha determinado DMPEA, mediante CG/FID con dos tipos de columna:
La columna HP1 proporciona buena resoluciéon de pico para el DMPEA con
diferentes rampas de temperatura, dando seinal para el DMPEA entre 6,9 y
5,9 minutos.
La columna BP20 da respuesta para el DMPEA a un tiempo de retencién de
3,923 minutos, bien definida y separada de todos los componentes de la
mezcla, con limite de deteccidén de 1,3 ppm

- Como conclusién general, indicamos que ambos métodos podrian ser
adecuados para la determinacidon de esta sustancia en muestras de orina,
aunque consideramos que la cromatografia de gases presenta mayores
ventajas, debido a la mejor separacion de los componentes.
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9. ANEXOS

9.1. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

9.1.1. DETERMINACION DE DMPEA EN AGUA

VWD1 A, Wavelength=230 nm (ALBAAL-VIC001204.D)
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Figura 11. Determinacién DMPEA en agua con fase mdvil: Acetonitrilo/Agua/Metanol/Acido acético
0,01M (90/0/0/10)

VWD1 A, Wavelength=230 nm (ALBA\AL-VIC001205.D)
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Figura 12. Determinacién DMPEA en agua con fase mévil: Acetonitrilo/Agua/Metanol/Acido acético
0,01M (86/4/0/10)
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VWD1 A, Wavelength=230 nm (ALBAAL-VIC001243.D)
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Figura 13. Determinacién DMPEA en agua con fase mdvil: Acetonitrilo/Agua/Metanol/Acido acético
0,01M (84/6/0/10)

VWD1 A, Wavelength=230 nm (ALBAAL-VIC001180.D)
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Figura 14. Determinacién DMPEA en agua con fase mdvil: Acetonitrilo/Agua/Metanol/Acido acético
0,01M (80/10/0/10)

34



VWD1 A, Wavelength=230 nm (ALBA\AL-VIC001215.D)
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Figura 15. Determinacién DMPEA en agua con fase mdvil: Acetonitrilo/Agua/Metanol/Acido acético
0,01M (75/10/5/10)
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Figura 16. Determinacién DMPEA en agua con fase mdvil: Acetonitrilo/Agua/Metanol/Acido acético
0,01M (70/10/10/10)
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Figura 17. Determinacién DMPEA en agua con fase mdvil: Acetonitrilo/Agua/Metanol/Acido acético
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Figura 18. Determinacién DMPEA en agua con fase mdvil: Acetonitrilo/Agua/Metanol/Acido acético

0,01M (50/30/10/10)
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VWD1 A, Wavelength=230 nm (ALBA\AL-VIC001209.D)
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Figura 19. Determinacién DMPEA en agua con fase mdvil: Acetonitrilo/Agua/Metanol/Acido acético
0,01M (5/75/10/10)

9.1.2. DETERMINACION DE DMPEA EN ETANOL

VWD1 A, Wavelength=230 nm (ALBA\AL-VIC001202.D)
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Figura 20. Determinacién DMPEA en etanol con fase mévil: Acetonitrilo/Agua/Metanol/Acido acético
0,01M (50/30/10/10)
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VWD1 A, Wavelength=230 nm (ALBAAL-VIC001197.D)
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Figura 21. Determinacién DMPEA en etanol con fase mévil: Acetonitrilo/Agua/Metanol/Acido acético
0,01M (40/40/10/10)
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Figura 22. Determinacién DMPEA en etanol con fase movil: Acetonitrilo/Agua/Metanol/Acido acético
0,01M (30/50/10/10)
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VWD1 A, Wavelength=230 nm (ALBA\AL-VIC001192.D)
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Figura 23. Determinacién DMPEA en etanol con fase mévil: Acetonitrilo/Agua/Metanol/Acido acético
0,01M (20/60/10/10)

VWD1 A, Wavelength=230 nm (ALBAAL-VIC001184.D)
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Figura 24. Determinacién DMPEA en etanol con fase mévil: Acetonitrilo/Agua/Metanol/Acido acético
0,01M (10/70/10/10)
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9.1.3. DETERMINACION DE LOS OTROS COMPUESTOS ESTUDIADOS

VWD1 A, Wavelength=230 nm (ALBA'AL-VIC001250.D)
mAU

0 05 o 1 15 2 25 3 35 min

Figura 25. Determinacién urea en agua con fase mévil: Acetonitrilo/Agua/Metanol/Acido acético
0,01M (86/4/0/10)

VWD1 A, Wavelength=230 nm (ALBAAL-VIC001249.D)
mAU §
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S0

20+

0 05 . ‘ 1 15 2 25 3 35 min

Figura 26. Determinacion 4cido Urico en agua con fase mévil: Acetonitrilo/Agua/Metanol/Acido
acético 0,01M (86/4/0/10)
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VWD1 A, Wavelength=230 nm (ALBA\AL-VIC001246.D)
mAU

1476

1.607
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N

Figura 27. Determinacién cafeina en agua con fase mévil: Acetonitrilo/Agua/Metanol/Acido acético
0,01M (86/4/0/10)

VWD1 A, Wavelength=230 nm (ALBA\AL-VIC001248.D)
mAU 3

25

20

10

07 7 1 7 2 - ‘ 3 4 min

Figura 28. Determinacién paracetamol en agua con fase mdvil: Acetonitrilo/Agua/Metanol/Acido
acético 0,01M (86/4/0/10)
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VWD1 A, Wavelength=230 nm (ALBAAL-VIC001244.D)
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Figura 29. Determinacién acido acetilsalicilico en agua con fase mavil:
Acetonitrilo/Agua/Metanol/Acido acético 0,01M (86/4/0/10)

VWD1 A, Wavelength=230 nm (ALBAAL-VIC001247 D)

mAU |
7
6
-
~
S+ wn
4.
3
2
0 1 2 3 4 B 6 min

Figura 30. Determinacion ibuprofeno en agua con fase mévil: Acetonitrilo/Agua/Metanol/Acido
acético 0,01M (86/4/0/10)
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VWD1 A, Wavelength=230 nm (ALBA\AL-VIC001245 D)
mAU 3
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Figura 31. Determinacién diazepam en agua con fase mévil: Acetonitrilo/Agua/Metanol/Acido
acético 0,01M (86/4/0/10)
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9.2. CROMATOGRAFIA DE GASES

9.2.1. CoLumNA HP1

PRGN S "

o —

L o 2 4 6 i 8 10 mint

Figura 32. Determinacién DMPEA. Rampa 1. 50 °C durante 1 min, 50-220 °C a 16 °C/min
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Figura 33. Determinacion DMPEA. Rampa 2. 60 °C durante 1 min, 60-220 °C a 16,8 °C/min
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' FIDT B, (CURSOITSIGI0164D)
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Figura 34. Determinacion DMPEA. Rampa 3. 70 °C durante 1 min, 70-220 °C a 18,7 °C/min
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Figura 35. Determinacion DMPEA. Rampa 4. 80 °C durante 1 min, 80-220 °C a 20 °C/min
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~FiD1 B, (CURSO17\SIG10184.D)

pA ] o UREA
.1 T
: |
] ‘!
30 ‘
- |
J
20
!
/"1
15 /1 8 |
%1 |
p \
/ \"J\\J: 1
10 Y R ~ |
1 I" ~— il / /
,'/ - ) - T
8 I - B e e J
1 2 3 4 K-) = 8 B 7 8 9 min
Figura 36. Determinacién urea. Rampa 3. 70 °C durante 1 min, 70-220 °C a 18,7 °C/min
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Figura 37. Determinacion acido Urico. Rampa 3. 70 °C durante 1 min, 70-220 °C a 18,7 °C/min
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Figura 38. Determinacion cafeina. Rampa 3. 70 °C durante 1 min, 70-220 °C a 18,7 °C/min
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Figura 39. Determinacion paracetamol. Rampa 3. 70 °C durante 1 min, 70-220 °C a 18,7 °C/min



’ FID1 B, (CURSO17\SIG10191.D) |
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Figura 40. Determinacion &. acetilsalicilico. Rampa 3. 70 °C durante 1 min, 70-220 °C a 18,7 °C/min
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Figura 41. Determinacion ibuprofeno. Rampa 3. 70 °C durante 1 min, 70-220 °C a 18,7 °C/min
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9.2

.2. CoLumNA BP20

FID1 B, (CURSO17\SIG10227.D)

1400
1200

1000

L .

I |

3.925

A

DMPEA

1 2

3

4

1

5

—
6 min

Figura 42. Determinacion DMPEA. 50 °C durante 1 min, 70-275 °C a 30 °C/min
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Figura 43. Determinacion urea. 50 °C durante 1 min, 70-275 °C a 30 °C/min
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Figura 44. Determinacion acido urico. 50 °C durante 1 min, 70-275 °C a 30 °C/min
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Figura 45. Determinacidn cafeina. 50 °C durante 1 min, 70-275 °C a 30 °C/min
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PARACETAMOL
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Figura 46. Determinacién paracetamol. 50 °C durante 1 min, 70-275 °C a 30 °C/min
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Figura 47. Determinacion acido acetilsalicilico. 50 °C durante 1 min, 70-275 °C a 30 °C/min
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Figura 48. Determinacion ibuprofeno. 50 °C durante 1 min, 70-275 °C a 30 °C/min
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Figura 49. Determinacion 2C-B. 50 °C durante 1 min, 70-275 °C a 30 °C/min
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Figura 50. Separacion de DMPEA y 2C-B. 50 °C durante 1 min, 70-275 °C a 30 °C/min
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