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1. RESUMEN/SUMMARY

En el trabajo se realizan diferentes estudios para la puesta a punto de métodos para la
determinacién de mefedrona en presencia de posibles adulterantes: acido acetilsalicilico,
acido salicilico, paracetamol, cafeina, teobromina y teofilina, algunos de ellos de presencia
habitual en muestras requisadas a consumidores o en el mercado de calle “menudeo’,
mediante cromatografia de liquidos (HPLC) con detector UV/Vis y cromatografia de gases
(GC) con detector de ionizacion de llama (FID). A afectos de una caracterizacion rapida de
las muestras también se efecta un breve estudio por espectroscopia Raman vy

espectroscopia de fluorescencia.

During the project we have carried out different studies for the development of
methodologies, based on the determination of mephedrone in the presence of possible
adulterants such as acetylsalicylic acid, salicylic acid, acetaminophen, caffeine, theobromine
and theophylline. Many of these adulterant substances are commonly present in
requisitioned samples from consumers or from the street market as retail products. The
determination of mephedrone was carried out using a High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) equipment tandem and UV visible (UV/Vis) detector, and Gas
Chromatography (GC) coupled a Flame lonization Detector (FID). For the purpose of a quick
sample characterization, simple tests by Raman and Fluorescence Spectroscopy were also

made.
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2. INTRODUCCION

2.1. Mefedrona

2.1.1. Mefedrona como droga sintética

La aparicion en el mercado ilegal de sustancias nuevas estimulantes es algo habitual y esta
en progresivo incremento, sobre todo en lo referente a compuestos de tipo anfetaminico.
Estas sustancias a menudo tienen propiedades farmacologicas y/o quimicas similares a las
sustancias controladas internacionalmente como estupefacientes.

Entre las sustancias sintéticas de nueva aparicién en la venta de menudeo o de calle, se

encuentra la mefedrona.

2T

CHg

CH
HaC ®

Se trata de un compuesto sintético perteneciente al grupo de las catinonas con efectos
estimulantes parecidos a las anfetaminas. Concretamente es una -ketoanfetamina que es
similar estructuralmente a la metcatinona (4, R=Me). Las catinonas (4, R=H) son un tipo de
fenetilaminas estimulantes controladas internacionalmente, que son el principal principio
activo de la planta de khat. También es conocida como mefe, miau-miau, 4-MMC, bk-MMA,
o M-CAT entre otros. Un 20% de los informes enviados a la UNODC [1] en el periodo
comprendido entre 2008 y 2015 pertenecian a las fenetilaminas y un 17% a las catinonas

sintéticas.
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La mefedrona esta dentro de las denominadas nuevas sustancias psicoactivas (NSP) que
en el mercado se conocen como "Research Chemical", "RCs", "Legal Highs", “drogas de
disefio”, “hierbas euforizantes” o “sustancias de investigacion”. Segun la Oficina de las
Naciones Unidas contra la Droga y el Delito (UNODC) [1] las NSP se definen como
"sustancias de abuso, ya sea en forma pura o en preparado, que no son controladas por la
Convencion Unica de 1961 sobre Estupefacientes ni por el Convenio sobre Sustancias
Sicotrépicas de 1971, pero que pueden suponer una amenaza para la salud publica". Puede
aparecer en forma de polvos o cristales de color blanco o amarillo, de olor caracteristico, o

también en forma de cdpsulas, comprimidos o pequefias bolitas.

En 1929 fue sintetizada por primera vez por J.S4enz y col. [2], en la cual se produce la alfa
brominacién de la 1-tolilpropano-1-ona y luego reacciona con la metilamina para producir 4-

metilmetcatinona racémica.

A partir del afio 2007 esta sustancia comenzd a venderse por internet por empresas de
suministros de productos quimicos. Este medio se ha convertido en un lugar popular de
venta de mefedrona ya que ofrece una amplia posibilidad de anuncio a través de paginas
web, redes sociales, foros de debate, blogs, etc, nombrandola con apelativos que resultan

” ” o«

faciles de recordar como “miau miau”, “top cat”, “burbujas” y “ola de marfil’ y ademas permite
una facil distribuciéon mediante “tiendas Online” donde ademas, se venden accesorios para
su consumo. A veces se disfraza su venta como productos quimicos de investigacion,
ambientadores, abono para plantas o sales de bafio con una “advertencia” o “descargo de
responsabilidad” en la que se indica su caracter de no aptos para el consumo humano o
bien que se han de utilizar Gnicamente con fines de investigacion. También se puede
encontrar mezclada con otras sustancias como la metilona, dando lugar a productos
denominados “Bubbles”, “Neo Doves”, etc...

El 2 noviembre del 2010, la mefedrona pasa a ser una sustancia controlada en todos los
paises de la Unién Europea, y el 3 de febrero del 2011 fue publicada la orden SP1/201/2011
que la incluia en la lista | de sustancias controladas en Espafa. Finalmente durante el 58°
periodo de sesiones de la Comision de Estupefacientes en 2015, la mefedrona se sometié a
fiscalizacion internacional y se clasificé en la Lista Il del Convenio sobre Sustancias
Sicotropicas de 1971.

En cuanto a sus efectos, son de tipo estimulante y euforizante, como el de las anfetaminas o
la cocaina y duran de 2 o 3 horas, siendo los mas intensos a partir de los 45 minutos y
hasta las 2 horas después de la ingesta. Ademas produce otros efectos secundarios tales

como: pérdida de apetito, vision borrosa, ansiedad, depresién, confusion, alucinaciones etc.
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Como efectos a largo plazo se puede destacar la vasoconstriccidn, coloracion roja de la piel y
problemas cardiovasculares.

Su via de consumo suele ser oral o intranasal, teniendo efectos secundarios mas graves esta
segunda forma de ingesta. EI aumento en el consumo de mefedrona plantea una seria
amenaza para la salud de los consumidores y ha hecho que aumente la demanda de
tratamiento por consumo de drogas.

Aunque se tienen escasos datos de investigacién clinica en animales y humanos, la
mefedrona es metabolizada en el higado produciendo los siguientes metabolitos: nor-dihidro-
mefedrona, 4-carboxidihidromefedrona, nor-dihidroxiltolil-mefedrona y hidroxitolil-mefedrona,
siendo estas dos Ultimas excretadas por el rifién.

A nivel del sistema nervioso central posiblemente actie como inhibidor de la recaptacion y

liberador de dopamina y norepirefrina [paginas Web 9.

Dadas las caracteristicas actuales de sustancia ilegal, se procede al control de su venta
mediante el requisado por los Cuerpos de seguridad y su correspondiente analisis en las
Areas Funcionales de Sanidad en las Subdelegaciones y Delegaciones del Gobierno
(dependientes organicamente del Ministerio de Administraciones Publicas y Hacienda),

mediante el empleo de técnicas cromatograficas, (tales como HPLC, CG, etc).

En este trabajo pretendemos realizar un estudio de esta sustancia y proponer algunos
procedimientos de identificacibn y determinacion que pudieran ser alternativos a los

actualmente utilizados.
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2.1.2. Antecedentes bibliograficos

En la bibliografia consultada figuran varios métodos analiticos para la identificacion y
cuantificacion de la mefedrona. Las técnicas mas empleadas son la cromatografia de gases
y la cromatografia de liquidos de alta eficacia, ambas acopladas normalmente a la

espectrometria de masas, aunque también se emplean otros detectores.

En este afio 2016 la seccién de laboratorio y asuntos cientificos de la Oficina de las
Naciones Unidas contra la Droga y el Delito (UNODC) ha publicado un manual para usarse
en los laboratorios nacionales de analisis de drogas en el que se exponen los métodos
recomendados para la identificacion y el analisis de catinonas sintéticas en los materiales
incautados. En dicho manual se detallan desde métodos para determinar a qué clase de
compuestos pertenece una sustancia, sin especificar qué tipo de compuesto es (es decir
que no se pueden considerar pruebas de confirmacién), como los ensayos presuntivos de
color, cromatografia en capa fina (TLC) y pruebas microcristalinas, hasta procedimientos

basados en técnicas de infrarrojo y cromatografia con detector de masas [3].

A continuacion vamos a comentar brevemente algunos de los procedimientos citados en

dicho manual:

El ensayo presuntivo de color empleado es el de Zimmermann, que consiste en afiadir dos
gotas de 1,3-nitrobenceno en metanol al 1% masa/volumen y 2 gotas de hidroxido de
potasio en agua al 15% masa/volumen, observandose para la mefedrona un color inmediato

morado oscuro que después de cinco minutos vira a granate/morado.

La TLC es un método barato, rapido y sensible. Las placas estan formadas por capas (fases
estacionarias) de gel de silice de 0,25 mm de grosor y un indicador inerte que produce
fluorescencia en respuesta a la luz ultravioleta (A=254 nm). Los eluyentes son acetato de
etilo, metanol y amoniaco al 25% (85:10:5) y las disoluciones se preparan en metanol. La
visualizaciébn se produce a partir de las manchas generadas que, en el caso de la

mefedrona, son de color negro.

Las pruebas microcristalinas se basan en la reacciéon de la mefedrona con una solucién
acuosa de cloruro de mercurio originando formaciones cristalinas que posteriormente se
analizan mediante un microscopio de luz polarizada y se comparan con el material de

referencia.
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La espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier permite confirmar la identidad de
una sustancia de forma inequivoca a partir de su espectro exclusivo. Las sefiales obtenidas

se encuentran en un intervalo de frecuencias entre 3416,6 y 477,7 cm™.

En GC-MS se utiliza una columna capilar de 5% de fenilo y 95% de metil silicona de 30 m x
0,25 mm de didmetro interno x 0,25 mm de grosor de la pelicula. El gas portador utilizado es
el helio. Se utiliza metanol como disolvente de extraccion. No se necesita derivatizar la

muestra.

La HPLC-MS/MS es otra de las técnicas, acopladas, recomendada [3]. Se emplea una
columna C18 de 75 x 4,6 mm de diametro interno, con un tamafio de particula de 3,5um. La
fase movil, que se compone de una mezcla A de 95% de agua + 5% de acetonitrilo + 0,1%
de acido férmico y una mezcla B de 95% de acetonitrilo + 5% de agua + 0,1% de &cido
férmico, combina un flujo isocrético (de 0 a 2 minutos (90:10), y de 7 a 9 minutos (60:40))

con un flujo en gradiente de 2 a 7 minutos.

Ademdas del anterior documento existen diferentes trabajos en los que se detalla la
determinaciéon de mefedrona en presencia de otras sustancias. E. Y. Santali y col. [4]
desarrollaron y validaron un método para la deteccion y el andlisis cuantitativo de la
mefedrona en presencia de una serie de adulterantes (cafeina, paracetamol, benzocaina,
lidocaina, sacarosa, manitol, actosa, metilona, ketamina, cocaina y diamorfina) por HPLC en
fase reversa. Se utiliza una columna C18 de 150 x 4,6 mm de didmetro interno y un tamafio
de particula de 3 pum. La fase movil, se compone de metanol y formiato de amonio (28:62).
Al cromatografo de liquidos se le acopla un detector de diodo array (PDA-UV), que permite

la determinacion en UV de la mefedrona (A=258nm) junto con otros componentes).

Los analitos con elevada absorcién en UV (paracetamol, cafeina, metilona, mefedrona y
benzocaina) dan respuesta lineal en un rango de concentraciones de 0,5-10 pg/ml, estando
los coeficientes de correlacion entre 0,993 y 0,995. Los limites de deteccion se determinaron
entre 0,23 y 0,28 pg/ml. Para los analitos que presentan una respuesta mas débil en UV
(lidocaina, ketamina, cocaina y diamorfina) la respuesta del detector es lineal en un rango
de concentraciones de 2,5-25 pg/ml, estando los coeficientes de correlacion entre 0,987 y
0,989. Los limites de deteccion se determinaron entre 0,99 y 1,08 pg/ml. Finalmente se
demuestra que la presencia de analitos inactivos en UV (sacarosa, manitol y lactosa) no

interfieren con el resto de los analitos anteriormente mencionados.
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Una gran parte de las referencias bibliogréficas se refieren a la determinacion de mefedrona

en matrices bioldgicas, tales como, sangre, orina, pelo o saliva [5-9].

La GC-MS se ha usado rutinariamente para la deteccién de mefedrona en sangre y orina
aungue recientemente también se ha comenzado a utilizar la HPLC-MS para el analisis de
muestras de sangre, orina y cabello. La técnica de HPLC-MS/MS permite el andlisis de
trazas en muestras biolégicas, como las anteriormente citadas, debido a la alta sensibilidad
y selectividad de esta técnica, alcanzandose limites de deteccion del orden de la ppb.

Los andlisis de muestras de cabello [5,6] tienen la ventaja de proporcionar informacion
sobre el historial de ingesta de este tipo de drogas por su acumulacion en el pelo durante el
crecimiento del mismo, por lo que se han validado métodos tanto de cromatografia de gases
como de cromatografia de liquidos. A continuacion se van a mostrar diferentes métodos en

los que la matriz analitica son muestras de cabello.

M. Martin y col. [5] han desarrollado y validado un método preciso y especifico para la
determinacion de mefedrona en muestras de cabello usando cromatografia de gases con
espectrometria de masas, pudiendo ademas determinar tanto el consumo regular como
ocasional de la mefedrona. Como en el caso de las anfetaminas y la cocaina, las
concentraciones de mefedrona en el pelo se encuentran en el rango de los ng/mg. Para
llevar a cabo el andlisis se utiliza una columna capilar apolar de 30 m x 0,25 mm de diametro

interno x 0,25 um de grosor de la pelicula.

Previamente se realiza la extraccién de la mefedrona. Para ello se toma una muestra de
pelo, se trocea adecuadamente y se procede a su digestion con hidroxido sédico 1N. A
continuacion se realiza la extraccion en acetato de etilo, y por ultimo se procede a inyectar 1

UL en el cromatografo de gases utilizando helio como gas portador.

Para comprobar la validez del método en presencia de otras posibles sustancias, debido al
consumo de diferentes tipos de drogas, a las muestras de pelo se les afiadié una mezcla de
anfetaminas, catinonas y sustancias relacionadas con las anfetaminas, no observandose

interferencias.

La respuesta del detector es lineal en un rango de concentraciones de 0,2 a 313,2 ng/mg,
con una concentraciéon media de 26,8 ng/mg, siendo el coeficiente de correlacion superior a
0,99. El limite de cuantificacion es 0,2 ng/mg y el limite de deteccién se establecié en 0,08

ng/mg.
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S. A.B. Shah y col. [6] desarrollaron un método validado para el analisis cuantitativo de
mefedrona en pelo humano por HPLC-MS/MS. La respuesta del detector es lineal en el
rango de concentraciones de 5-100 pg/mg. Se utiliza una columna C18 de 2,1 um x 150
mm de didmetro interno, y un tamafo de particula de 1,8 um. La fase movil estd compuesta
por acetonitrilo y agua, se trabaja en régimen de gradiente (de 0 a 3 minutos (65:35), de 3 a
5 minutos (100:0) y de 5 a 10 minutos (65:35). Como en el caso anterior previamente se
debe extraer la mefedrona. Para ello se toma una muestra de pelo de 50 mg
aproximadamente, se trocea adecuadamente y se procede a su digestiébn con hidréxido
sbédico 1M a 95°. A continuacidén se realiza la extraccion liquido-liquido y por ultimo se
procede a inyectar la disolucién en el cromatégrafo de liquidos. No se observa ninguna
interferencia en los cromatogramas, por lo que se demuestra que el método es altamente
selectivo. El coeficiente de correlacion resultd ser 0,999. El valor del limite de deteccion es
2,5 pg/mg y el limite de cuantificacion es 5 pg/mg. En el trabajo los autores indican que los

tratamientos estéticos realizados sobre el pelo no afectan a la deteccién de la droga.

R. Lake y col. [7] desarrollan un método para la determinacién simultanea por HPLC-MS/MS
de anfetaminas y varias catinonas, entre las que se incluyen la mefedrona, metilona y MDPV
en la orina a niveles bajos. Las catinonas son compuestos muy similares a las anfetaminas.
Se utiliza una columna de ultra-bifenilo de 50 x 2,1 mm y un tamafio de particula de 5 um. La
fase movil se compone de una mezcla de agua + 0,1% de acido féormico y de una mezcla de
metanol + 0,1% de acido férmico y se trabaja en régimen de gradiente: de 0,00 a 2,50
minutos (85:15), de 2,50 a 3,50 minutos (45:55), de 3,50 a 3,51 (5:95) y de 3,51 a 4,50
(85:15).

La respuesta del detector es lineal en un rango de concentraciones de 1-500 ng/ml, siendo
los coeficientes de correlacién superiores a 0,995. Cuando las concentracién de las
muestras son mayores de 1000 ng/ml se produce una sobrecarga tanto en el detector como
en la columna, que se puede remediar mediante el uso de un mayor factor de diluciéon y/o un
volumen de inyeccién mas pequefio, aunque se puede exceder el rango dinamico lineal del

detector de MS/MS. El limite de cuantificacion es 1 ng/mg.

P.d. Maskell y col. [8] validaron un método para la deteccién y cuantificaciéon de mefedrona
en sangre venosa femoral, de cuatro victimas mortales, por cromatografia liquida de alta
resolucion con un detector Diode-Array. La columna empleada es de 150 x 4,6 mm de
diametro interno, con un tamafio de particula de 5um. La fase mévil se compone de un flujo
isocratico de acetonitrilo y un tampén 25mM (90:10). La respuesta del detector es lineal en
un rango de concentraciones de 0,078-10 mg/l, siendo el coeficiente de correlacion superior
a 0,999.
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El limite de cuantificacion es 0,078 mg /I y el limite de deteccion se establecié en 0,039 mg/I.
La longitud de onda de maxima absorcion de la mefedrona es 264,2 nm. Los resultados
revelaron una concentracion de mefedrona de 0,98; 2,24; 0,13 y 0,24 mg/l respectivamente.

Los sistemas de deteccion empleados para la determinacion del consumo de drogas en los
conductores espafioles mediante analisis de saliva, implantados en los controles de
carretera a partir de diciembre de 2010, solo permiten la identificacion de las drogas de
abuso tradicionales, incluyendo opidceos, cocaina, anfetamina y derivados, y cannabis.
Pero, debido al crecimiento en el consumo de la mefedrona, es fundamental disponer de las
herramientas analiticas necesarias para identificar el consumo de esta sustancia con el fin
de establecer las politicas adecuadas de prevencion y control del consumo de esta nueva
droga. Por todo esto, en el Servicio de Toxicologia del Instituto de Técnicas Forenses Luis
Concheiro, en la Universidad de Santiago de Compostela, han validado un método que
permite detectar y cuantificar catinonas sintéticas, en muestras de saliva, entre las que se
incluye la mefedrona, por HPLC-MS/MS [9]. La separacién cromatogréfica se realizd
empleando una columna analitica de fase reversa de 150 x 2,1 mm de diametro interno y un
tamafio de particula de 3,5 um. La fase moévil, que consta de acido férmico del 0,1% en agua
(A) y acetonitrilo (B), tiene un flujo en gradiente (de 0,0 a 0,5 minutos (90:10), de 6,0 a 6,1
minutos (40:60) y de 6,1 a 12 minutos (90:10)). El limite de cuantificacién es 0,2 ng /mg y el

limite de deteccidn se establecié en 0,1 ng/mg.
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2.1.3. Caracteristicas de la mefedronay de los adulterantes estudiados

Mefedrona

- Estructura quimica: 4-metilmetcatinona

O
N
“CH,
CH,
HqC
- Tabla de caracteristicas:
Datos quimicos
Formula quimica C11HisNO
Peso molecular 177,24 g/mol
Datos fisicos
Aspecto fisico Polvo blanco
Punto de fusién 66,61°
Disolvente g/100ml
Solubilidad Agua 0,52
Etanol 0,50
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Introduccién

Acido acetilsalicilico

- Estructura quimica: acido 2-acetoxibenzoico

HO O

=

o

- Tabla de caracteristicas:

Datos quimicos

Formula quimica CoHgOy4
Peso molecular 180,15 g/mol
pka 3,5-3,6

Datos fisicos

Aspecto fisico

Sélido incoloro casi inodoro

Punto de fusion 135-144°
Disolvente g/100ml
Solubilidad Agua 033
Etanol 20,0

Marina Villafafie Alonso
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Introduccién

Acido salicilico

- Estructura quimica: &cido 2-hidroxibenzoico

OH

OH

- Tabla de caracteristicas:

Datos quimicos

Férmula qu,mica C/HgO3
Peso molecular 138,12 g/mol
pka 3,0

Datos fisicos

Aspecto fisico

Solido blanco inodoro

Punto de fusion

Solubilidad

160°
Disolvente g/100ml
Agua 1,80
Etanol 2,10

Marina Villafafie Alonso
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Introduccién

Cafeina

- Estructura quimica: 1,3,7-Trimetilxantina

CHgz

|
)
sod

- Tabla de caracteristicas:

Datos quimicos

Férmula quimica CgH1gN4O»
Peso molecular 194,19 g/mol
pka 14,0

Datos fisicos

Aspecto fisico

Sélido blanco inodoro

Punto de fusién

Solubilidad

234-239°
Disolvente g/100ml
Agua 1,60
Etanol 1,50

Marina Villafafie Alonso
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Introduccién

Teobromina

- Estructura quimica: 3,7 — dimetilxantina

N
HN
W
0 I\ll N
CHs

- Tabla de caracteristicas:

Datos quimicos

Férmula quimica C,HsN,O-»
Peso molecular 180,17 g/mol
pka 8,8
Datos fisicos
Aspecto fisico Solido blanco inodoro
Punto de fusién 357°
Disolvente g/100ml
Solubilidad Agua 0,056
Etanol 0,042

Marina Villafafie Alonso
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Introduccién

Teofilina

- Estructura quimica: 1,3-Dimetilxantina:

0
CH, NH\
V4
o) IT] N
CHy

- Tabla de caracteristicas:

Datos quimicos

Formula quimica C,HgN,O,
Peso molecular 180,17 g/mol
pPKa 8,8
Datos fisicos
Aspecto fisico Sdlido blanco inodoro
Punto de fusion 270-274°
Disolvente g/100ml
Solubilidad Agua 0,83
Etanol 1,25

Marina Villafafie Alonso
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Introduccién

Paracetamol

- Estructura quimica: 4-Hidroxifenilacetamida

H
N CHs

T

O
HO

- Tabla de caracteristicas:

Datos quimicos

Férmula quimica CsHgNO,
Peso molecular 151,17 g/mol
pPKa 9,51
Datos fisicos
Aspecto fisico Polvo blanco finamente cristalizado
Punto de fusion 169-171°
Disolvente g/100ml
Solubilidad Agua 1,40
Etanol 10,0-14,2

Marina Villafafie Alonso
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Introduccién

Cocaina

- Estructura quimica: Benzoilmetilecgonina:

Q CHs

HzC—N O

- Tabla de caracteristicas:

Datos quimicos

Formula quimica C17H24NO,
Peso molecular 303,40 g/mol
Datos fisicos
Aspecto fisico Polvo blanco
Punto de fusion 98°
Disolvente g/100ml
Solubilidad Agua 0,16
Etanol 15,38

Marina Villafafie Alonso
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2.2. Planteamiento y objetivos

Se pretende poner a punto métodos cromatograficos alternativos a los de HPLC-MS y GC-
MS, para la determinacion de mefedrona, droga sintética de la familia de las catinonas. En
todos los casos se ha planteado la posibilidad de analizar la mefedrona en presencia de
posibles adulterantes. Para ello nos marcamos los objetivos siguientes:

a) Estudio por espectroscopia UV-Visible de las longitudes de onda 6ptimas de
absorcion de la mefedrona y posibles adulterantes, para realizar la determinacién por
HPLC con detector UV-Visible, procediendo seguidamente a la puesta a punto del

correspondiente método cromatogréfico.

b) Estudio para la determinaciébn por cromatografia de gases con detector FID,
buscando las condiciones 6ptimas de medida y proceder a la determinacién del
compuesto, tanto solo como en presencia de adulterantes.

c) Con el fin de plantear procedimientos de identificacion rapida del compuesto, realizar

un breve estudio por las técnicas de: espectrofotometria de fluorescencia y

espectroscopia Raman.
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2.3. Lineas de actuacion y justificacion

2.3.1. Técnicas de determinacién de mefedrona

2.3.1.1. Espectroscopia de absorcién molecular UV/Vis

La absorcién de radiacion UV y visible por parte de las moléculas ocurre en una 0 mas
bandas de absorcién, posibilitando la determinacion cuantitativa de compuestos que
absorban a estas longitudes de onda. Es una técnica que se utiliza ampliamente como forma

de deteccién en los equipos de cromatografia de liquidos de alta resolucion.

2.3.1.2. Cromatografia

La cromatografia es el procedimiento principal utilizado en este trabajo. Tanto la
cromatografia de gases como la de liquidos, son métodos de separacion fisicos en el que
los componentes de una mezcla se dividen en funcion de sus coeficientes de distribucion en
una fase estacionaria, de elevada superficie especifica, y en una fase movil, que atraviesa la

fase estacionaria.

La cromatografia de liquidos de alta resolucién es un método de separacion por elucién en
el que la fase mévil es un liquido. La muestra, una vez preparada, se inyecta a través del
portal de inyecciéon en la columna cromatogréfica para que se produzca la separacion.
Cuando los compuestos salen de la columna llegan al detector el cual proporciona una sefial

que es registrada y visualizada en un cromatograma.

La cromatografia de gases es un método de separacion por elucion en el que la fase movil
es un gas. Una vez preparada la muestra se introduce en un vial para ser inyectada
mediante un sistema de inyeccion. A continuacion se vaporiza la muestra y, al ponerse en
contacto con el gas portador (normalmente nitrogeno), llega a la columna para que se
produzca la separacion de los analitos. Una vez separados llegan al detector

proporcionando una seflal que es registrada y visualizada en un cromatograma.
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2.3.1.3. Espectroscopia de fluorescencia

La fluorescencia es un proceso de fotoluminiscencia en el que los &tomos y las moléculas se
excitan con la absorcién de radiacion electromagnética a una determinada longitud de onda,
la especie excitada se relaja al estado fundamental y emite su exceso de energia a otra
longitud de onda mayor. La caracteristica mas atractiva de la fluorescencia molecular es su
sensibilidad, que es de uno a tres 6rdenes de magnitud mayor que la de la espectroscopia
de absorcion molecular UV-visible.

2.3.1.4. Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman, se basa en la irradiacion de la muestra con una fuente de
radiacibn monocromatica (laser) visible o infrarroja de alta intensidad en un medio
transparente. Parte de esta radiacidén se dispersa y se registra en un espectrometro. Es una
técnica muy util dentro del campo del andlisis pues no necesita, normalmente, tratamiento

previo de la muestra.
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3. EXPERIMENTACION Y RESULTADOS

3.1. Cromatografia liquida de alta eficacia con detector UV/Vis (HPLC-UV/Vis)

De la bibliografia consultada se deduce que la HPLC-UV/Vis no es una técnica utilizada
habitualmente en la determinacién de mefedrona, tanto desde el punto de vista de las
publicaciones relacionadas con trabajos de investigacion como desde el punto de vista de
laboratorios forenses. No obstante, dada la importancia de esta técnica mixta, hemos
procedido a realizar un estudio para la determinacion de mefedrona junto con algunos

posibles contaminantes mediante esta técnica.

3.1.1. Equipos empleados

Espectrofotémetro UV-Vis
Equipo HEWLETT PACKARD AGILENT 8453
Medio Neutro
Cubeta Cuarzo
Lampara Deuterio

Cromatdgrafo de liquidos de alta eficacia

Equipo Agilent 1200
Columna Col KROMAPHASE C18 5.0 150mm x 4,6mm
Fase movil Agua : Acetonitrilo : Metanol : Acido fosférico 0,1% :
Acetato aménico 5-10°M
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3.1.2. Preparacion de la muestra “patrén”

La muestra “patrén” se prepara a partir de una muestra de mefedrona proporcionada por el
Area de Sanidad de la Delegacion del Gobierno, de pureza aproximada al 55% (obtener
patrones de mefedrona de pureza contrastada ocasionan dificultades administrativas que
nos impiden acceder a este tipo de muestras).

Se pesan 8,16 + 0,01 mg de muestra, se disuelven en agua desionizada y se enrasa a 10,0
ml. Se toman alicuotas de esta disolucion y se enrasan al volumen que convenga
obteniendo disoluciones cuyas concentraciones estan comprendidas, una vez realizadas las

correspondientes correcciones, entre 1y 20 ppm.

3.1.3. Estudio de la capacidad de absorcion por espectroscopia UV/Vis

Puesto que se va a utilizar un detector de estas caracteristicas, se procede a realizar un
estudio que tiene como finalidad determinar la longitud de onda 6ptima de absorcion para
obtener la maxima sensibilidad, selectividad y precision en las medidas de mefedrona por
HPLC.

Para ello se toman los “patrones” de mefedrona cuyas concentraciones estdn comprendidas
entre 1 y 20 ppm y se realizan barridos entre 200 y 400 nm (la mefedrona no absorbe en el
visible) frente a blancos de contenido en cafeina del orden del indicado para nuestra

muestra. Los resultados se recogen en la Figura 1.

25 MEFEDRONA

200 220 ' 240 260 280 300 320 340 380

Figura 1: Espectroscopia UV/Vis del “patron” de mefedrona
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Se observa que aparecen 2 bandas. La banda a la longitud de onda menor de 200 nm no es
adecuada para trabajar porque hay muchos compuestos organicos que absorben a esta
longitud de onda. Por lo que la banda que se obtiene a una longitud de onda de 264 nm se
considera la mas adecuada para trabajar, por lo que se ha utilizado tanto en medida directa
por absorcion molecular como para HPLC.

A dicha longitud de onda se realizé una linea de calibrado para conocer la relacion lineal
entre la absorbancia y la concentracion de la mefedrona y para obtener, ademas, el valor de
la absortividad molar de la mefedrona. Los resultados se muestran en la Tabla 1 y en la

Figura 2.

Tabla 1: Datos de la linea de calibrado de la mefedrona por espectroscopia UV/Vis

Concentracion (ppm) Absorbancia
1,3 0,110
3,5 0,225
6,2 0,350
9,7 0,512
13,1 0,716
16,3 0,784
19,2 0,957

Linea de calibrado '~ °ut0 0>
1
0,9 P
0,8 L
0,7 *

0,6
0,5 0/
0o A

0,2

0,1 —0/

0 5 10 15 20 25
Concentracion

Absorbancia

Figura 2: Linea de calibrado de la mefedrona por espectroscopia UV/Vis
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De la pendiente obtenemos el valor de la absortividad, a=0,0467 ppm™ cm™, que

corresponde a un valor de absortividad molar de €=8,28:10° L moltcm™.

A continuacion se hizo el estudio de absorcién de los adulterantes. Los resultados se
muestran en la Figura 3y en la Tabla 2.

T 1 CAFEINA
25 \
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200 220 240 260 280 300 320 340 360
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PARACETAMOL
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Figura 3: Espectroscopia UV/Vis de: cafeina, &cido acetilsalicilico, acido salicilico,
paracetamol, teofilina y teobromina

Marina Villafafie Alonso 27



TFG 2015/2016 Experimentacioén y resultados: HPLC-UV/Vis

Tabla 2: Longitud de onda y bandas de los distintos adulterantes

Compuesto Longitudes de onda Longitud de onda de
de absorcion (nm) maxima absorbancia (nm)

Cafeina 207, 273 273
Acido acetilsalicilico 209, 273 273
Acido salicilico 208, 232, 298 298
Paracetamol 205, 241 241
Teofilina 207, 271 271
Teobromina 206, 272 272

Como se puede observar en las figuras todos los compuestos muestran absorbancia a 264
nm lo que significa que todos estos adulterantes van a dar respuesta a la A de medida de la

mefedrona.

3.1.4. Estimacion de la pureza de la muestraincautada

Se ha determinado, mediante el método de adiciones patrén, la concentracion de cafeina
contenida en la muestra a partir de una disolucion patrén de cafeina de concentracion 16,3
ppm por espectroscopia de absorcibn molecular UV/Vis. De la extrapolacion del
correspondiente tramo recto se obtiene un resultado que implica una concentracién del
orden del 47% en cafeina, por lo tanto la concentracion de mefedrona seria del 53%, valor

préximo al suministrado por la delegacion.

3.1.5. Estudio de la fase movil

Todos los estudios se han realizado a la longitud de onda de 264 nm, correspondiente a la
méxima absorcion, teniendo en cuenta que la muestra inicial tiene un contenido apreciable

de cafeina.

Los estudios previos para la determinaciéon de mefedrona se realizaron con una fase movil
isocratica de Agua: Acetonitrilo en proporciones 90:10. Se obtiene un pico, a un tiempo de

retencion de 8,331 min, cuyo cromatograma se muestra en la Figura 4.
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mAU

8:331

- 2.069

0 1 2 < 4 5 6 7 8 9 min

Figura 4: Cromatograma de la mefedrona con una fase mdévil de Agua : Acetonitrilo en

proporciones 90:10

A continuacion vy, a efectos de observar la influencia de la fase movil en los tiempos de
retencién, se va variando la composicion de la fase moévil. Los resultados obtenidos se

muestran en la Tabla 3, todos ellos correspondientes a la aparicién de un Unico pico.

Tabla 3: Tiempo de retencion de la mefedrona en régimen isocratico variando la

composicion de la fase mévil (A=Agua, B=Acetonitrilo)

% A % B tr (Min)
90 10 8,331
85 15 4,045
80 20 2,604
75 25 2,122
70 30 1,883

A continuacion se hizo un estudio por separado de los adulterantes: cafeina (dada su
presencia inicial en la muestra), acido acetilsalicilico, acido salicilico, teobromina, teofilina y
paracetamol, en las mismas condiciones isocraticas que en los ensayos previos (Agua :
Acetonitrilo en proporciones 90:10). Los tiempos de retencidén obtenidos se muestran en la
Tabla 4.
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Tabla 4: Tiempo de retencién de la cafeina, acido acetilsalicilico, acido salicilico,

teobromina, teofilina y paracetamol en régimen isocratico en proporciones 90:10

Compuesto tr (Min)
Cafeina 8,324
Acido acetilsalicilico 4,443
Acido sallicilico 2,250
Teobromina 3,036
Teofilina 4,435
Paracetamol 4,275

A la vista de los tiempos de retencién, esta fase movil no nos permite una separacion de la
cafeina y la mefedrona, y también se produce un solapamiento entre el acido acetilsalicilico,
el paracetamol y la teofilina. Por ello se procedid a realizar modificaciones en la composicion
de la fase movil. Se han probado diferentes componentes (agua, acetonitrilo, metanol, acido
fosforico 0,1% y acetato aménico 5-10°M) y se ha ido variando el porcentaje de cada uno de

ellos para cada fase mévil. Los resultados se reflejan en las Tablas 5y 6.

Tabla 5: Tiempo de retencién de la mefedrona y la cafeina en régimen isocratico variando la
composicién de la fase mévil (A=Agua, B=Acetonitrilo, C=Metanol, D= Acido fosforico 0,1%,

E= Acetato amoénico 5:10*M)

% A % B % C % D % E tr Mefedrona (min) | tg Cafeina (min)
80 10 0 0 10 7,720 7,697

70 10 10 0 10 6,078 6,089

75 10 5 0 10 5,972 5,511

85 10 5 0 0 5,727 5,842

80 10 10 0 0 4,960 4,989

86 14 0 0 4,226 4,238

80 20 0 0 0 2,671 2,645

50 30 10 10 0 1,901 1,824

Marina Villafafie Alonso 30



TFG 2015/2016 Experimentacioén y resultados: HPLC-UV/Vis

Tabla 6: Tiempos de retencion del acido acetilsalicilico, teofilina y paracetamol en régimen
isocratico variando la composicion de la fase movil (A=Agua, B=Acetonitrilo, C=Metanol, D=

Acido fosférico 0,1%, E= Acetato amonico 5:10°M)

%A| %B | %C | %D | % E tr Acido tg Teofilina | tg Paracetamol
acetilsalicilico (min) (min) (min)

80 10 0 0 10 2,087 4,146 4,069

75 10 5 0 10 2,081 3,565 3,536

80 10 10 0 0 4,457 2,960 2,898

50 30 10 10 0 3,704 1,742 1,795

A la vista de estos resultados consideramos que el primer objetivo, la separacion de la
cafeina y la mefedrona, no tiene lugar, aunque si mejoran los resultados obtenidos con

respecto a otros adulterantes.

A continuacién procedimos al estudio por HPLC en régimen de gradiente (Tablas 7 y 8) de

la mefedrona y la cafeina por separado.

Tabla 7: Gradiente 1 (A=Agua, B=Metanol, C=Acetonitrilo, D= Acetato amodnico 5-102M)

Tiempo (min) | % A | %B | %C | %D

0 80 0 10 10
4 40 0 50 10
5 10 0 80 10

Tabla 8: Tiempo de retencién de la cafeina sola y de la mefedrona y la cafeina en régimen

de gradiente 1 por separado

Compuesto tr (min) gradiente 1
Cafeina 1,555
Mefedrona + Cafeina 1,559/6,788
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Se observa, que en estas condiciones, si se produce la separacion de la mefedrona de la
cafeina. Los resultados se reflejan en los cromatogramas 1y 2 del Anexo 6.1, el primero
correspondiente al cromatograma de la cafeina sola y el segundo a la muestra que lleva
mefedrona y cafeina, lo que permite deducir que la cafeina sale a 1,559 minutos y la
mefedrona a 6,788 minutos.

No obstante a dichos gradientes no se producia una separacion adecuada de otros
adulterantes, e incluso originaban problemas en la identificacion de la mefedrona
(dependiendo de la concentracion de alguno de ellos), con tiempos de retencién proximos a
nuestro analito, por lo que se procedié a realizar medidas a otros gradientes. Los mejores

resultados se obtuvieron en las condiciones que se reflejan en la Tabla 9.

Tabla 9: Gradiente 2 (A=Agua, B=Metanol, C=Acetonitrilo, D= Acetato aménico 5-10°M)

Tiempo (min) | %A | %B | % C | %D
0 75 10 10 5
3 75 10 10 5
4 70 10 15 5
8 30 10 15 5
9 30 10 55 5
15 30 10 55 5
16 75 10 10 5

A continuaciobn se procede al estudio individual tanto de la muestra como de los
adulterantes. Los resultados obtenidos para cada uno de los compuestos por separado se

muestran en la Tabla 10 y los cromatogramas 3-9 se encuentran en el Anexo 6.1.
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Tabla 10: Tiempo de retencion de los 7 compuestos estudiados, por separado, en régimen
de Gradiente 2

Compuesto tr (Min)
Mefedrona 11,582
Cafeina 4,891
Acido acetilsalicilico 1,579
Acido salicilico 2,061
Teobromina 2,309
Teofilina 3,142
Paracetamol 3,130

Finalmente se procedié a realizar un patrén mixto con los 7 compuestos estudiados y asi
comprobar si era posible su separacion empleando el citado gradiente. Los resultados
obtenidos se muestran en la Tabla 11 y en la Figura 5.

Tabla 11: Tiempo de retencién de los 7 compuestos, mezclados, en régimen de gradiente 2

Compuesto tr (Min)
Mefedrona 11,648
Cafeina 5,033
Acido acetilsalicilico 1,581
Acido salicilico 2,034
Teobromina 2,346
Teofilina + Paracetamol 3,147
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<+—— Teofilina+ Paracetamol

o

Teobromina
\ Mefedrona

3.‘ Cafeina /
/

1.648

D 969

-
\ 6 8 10 12 mn

Acido acetilsalicilico

Figura 5: Cromatograma de los 7 compuestos estudiados en régimen de Gradiente 2

Como se puede observar se obtiene un cromatograma que permite la separacién de todos
los componentes salvo la teofilina y el paracetamol. Por ello consideramos que se ha
logrado poner a punto un método por HPLC para la determinacion de mefedrona en

presencia de diferentes adulterantes.
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3.2. Cromatografia de gases con detector FID (CG-FID)

Aunque la CG-FID es una de las técnicas que habitualmente se utiliza en los laboratorios
forenses de forma rutinaria, en las publicaciones mas recientes y en los centros forenses
mas especializados es la cromatografia de gases con detector de masas el procedimiento
més adecuado para su determinacibn en muestras biol6gicas o partidas de drogas

requisadas con problemética para su caracterizacion por los compuestos presentes en ellas.

3.2.1. Equipos empleados

Cromatdgrafo de gases
Equipo Agilent Technologies 6890N
Columna GC Capillary Column BP x 1.6m x 0,53mm x
2,650m
Gas portador Nitrégeno

3.2.2. Preparacion de la muestra “patrén”

La muestra patron se prepara a partir de una muestra de mefedrona proporcionada por el

Area de Sanidad de la Delegacién del Gobierno de pureza alrededor del 55%.

Se pesan 8,16 + 0,01 mg de muestra, se disuelven en etanol y se enrasa a 10,0ml. Se
toman alicuotas de esta disolucion y se enrasan al volumen que convenga obteniendo
disoluciones cuyas concentraciones estarian comprendidas entre 1 y 30 ppm, una vez

efectuada la correspondiente correccion asociada al porcentaje.

3.2.3. Estudio de las condiciones de trabajo

Se pretende proponer un método en el que se pueda identificar la mefedrona y los
adulterantes estudiados (cafeina, acido acetilsalicilico, acido salicilico, teofilina, teobromina y

paracetamol).
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Primero se introdujo una muestra “patron” de mefedrona de 30 ppm sin rampa de

temperatura obteniéndose un tiempo de retencién de 4,951 min, cuyo cromatograma se
muestra en la Figura 6.

pA -

4591

~=—0.284
0439

Figura 6: Muestra “patrén” de mefedrona sin rampa de temperaturas

Dada la respuesta obtenida, a la vista del anterior cromatograma, se procede a trabajar con
rampas de temperaturas, a fin de obtener una respuesta mas definida. Se probaron diversas

rampas obteniéndose los mejores resultados en las condiciones que se muestran en la
Tabla 12.
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Tabla 12: Condiciones de trabajo con la rampa de temperatura

Temperatura del inyector 290°

Portal de inyeccion Split del inyector 8:1
Flujo del Split 175 mL/min

Volumen de inyeccion 1pL

Temperatura inicial 130°

Temperatura final 240°

Rampa de temperatura 1

5°/min durante 8 min hasta 170°

Horno Rampa de temperatura 2 | 20°/min durante 3,50 min hasta 240°
Duracion del ensayo 12,5 min
Detector Temperatura del horno 250°

A continuacion se procede al estudio de los adulterantes. Algunos de ellos se corresponden

con los que de forma mas habitual se encuentran en este tipo de muestras: cafeina, 4cido

acetilsalicilico, acido salicilico, teofilina, teobromina o paracetamol.

Se inyectaron los adulterantes, anteriormente citados, individualmente, obteniéndose los

tiempos de retencidon que se muestran en la Tabla 13 y en los cromatogramas 10-16 que
se encuentran en el Anexo 6.2.

Tabla 13: Tiempos de retencion de los compuestos analizados individualmente

Compuestos tr (Min)
Mefedrona 2,975
Cafeina 8,063
Acido acetilsalicico 1,567
Acido salicilico 1,545
Teobromina 8,178
Teofilina 10,160
Paracetamol 5,683
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A la vista de estos resultados, nos encontramos con el posible solapamiento de los picos

correspondientes al acido salicilico y al acido acetilsalicilico, asi como los picos de la cafeina

y la teobromina, cuando se encuentren formando parte de una misma muestra.

A continuaciébn se procede al estudio conjunto, inyectandose los patrones mixtos,

observandose los resultados en la Tabla 14 y en la Figura 7.

Tabla 14: Tiempo de retencién de los compuestos analizados en conjunto

Compuesto tr (Min)
Mefedrona 3,193
Cafeina 8,008
Acido salicilico 1,513
Acido acetilsalicilico 1,513
Teobromina 8,008
Teofilina 10,108
Paracetamol 5,605
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C L g @;.
wl] F»'& Paracetamol
. Acido acetilsalicilico +

Acido salicilico

NN

»

Mefedrona

Cafeina+ Teobromina

Figura 7: Cromatograma de los patrones mixtos

Teofilina

Y,

3
99'
|
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Como se predijo anteriormente, se solapan las bandas del acido acetilsalicilico y la del acido

salicilico, y las de la cafeina y la teobromina.

La teofilina y teobromina como compuestos puros, no suelen ir presentes en estas muestras,

sin embargo si que pueden presentarse mediante afladidos de cacao o pequefias

cantidades de plantas aromaticas como el té.
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3.3. Espectroscopia de fluorescencia

3.3.1. Equipos empleados

Espectrofotémetro de fluorescencia
Equipo HITACHI F-3000
Medio Neutro
Cubeta Cuarzo
Lampara Xendn

3.3.2. Estudio de laluminiscencia por espectroscopia de fluorescencia

Se utiliza esta técnica para, en funcion de las propiedades luminiscentes de la mefedrona,
comprobar la viabilidad de la determinacién de mefedrona en presencia de los adulterantes
estudiados. Se ha utlizado un espectrofluorimetro que nos permite, mediante los
correspondientes barridos, un estudio completo a efectos de las longitudes de onda de

excitacion y emision.

Una vez realizado el correspondiente estudio, se encontré que la longitud de onda 6ptima
deexcitacion para la mefedrona en agua se correspondia con 264 nm, y la longitud de onda

de emisién a 533 nm.

El espectro obtenido se muestra en la Figura 8.
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Figura 8: Espectro de fluorescencia de la mefedrona

A continuacién y, con el fin de comprobar la viabilidad de llevar a cabo la determinacion

cuantitativa directa mediante esta técnica, se realizé una linea de calibrado, con un “patrén”

de mefedrona corregido, cuyos datos se muestran en la Tabla 15y en la Figura 9.

Tabla 15: Datos de la linea de calibrado de la mefedrona por espectroscopia de

fluorescencia

Concentracion (ppm) Intensidad
1,3 61,920
3,7 66,588
7,2 72,726
9,9 77,360
13,1 84,960
16,3 87,020
20,1 95,268
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Linea de calibrado

y =1,7488x + 60,082
R*=0,9918

100
95

90
85

,/0/
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70

Respuesta

65
60 ‘/

55

50

5 10 15
Concentracién (ppm)

20 25

Figura 9: Linea de calibrado de la mefedrona en agua por espectroscopia de fluorescencia

En cuanto a los adulterantes estudiados, se presentd que Unicamente el acido acetilsalicilico

y el &cido salicilico presentaban luminiscencia. Los espectros correspondientes se

encuentran en el Anexo 6.3. y las longitudes de onda de los 3 compuestos fluorescentes se

muestran en la Tabla 16.

Tabla 16: Longitudes de onda de la mefedrona, 4cido acetilsalicilico y acido salicilico por

espectroscopia de fluorescencia

Compuesto Longitud de onda de Longitud de onda de
excitacion (nm) emision (nm)
Mefedrona 264 533
Acido acetilsalicilico 273 502
Acido salicilico 298 420
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3.4. Espectroscopia Raman

3.4.1. Equipos empleados

Equipo Raman: i-Raman B&W TEK modelo BW S415-785

3.4.2. Determinacion de mefedronay adulterantes estudiados

Se ha realizado un estudio por espectroscopia Raman de la pastilla de mefedrona

incautada, que se muestra en la fotografia (Figura 10).

Figura 10: Pastilla de mefedrona incautada

Primero se analiza la pastilla tomando unos 10 mg, se trituran previamente en un mortero de
agata y se deposita, para mayor facilidad de enfoque, en una pequefa cavidad de una placa
de aluminio. A continuaciéon se mide por espectroscopia Raman fijando la longitud de onda
de excitacién en 784 nm, mediante una sonda laser. El espectro obtenido se muestra en la
Figura 11.
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Pastilla
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Figura 11: Espectro de la pastilla obtenido por espectroscopia Raman

Las bandas mas caracteristicas de la pastilla, mefedrona, se indican en la Tabla 17.

Tabla 17: Bandas mas caracteristicas de la mefedrona por espectroscopia Raman

Desplazamiento Raman (cm™) Intensidad relativa
638 42447
804 55905
1605 52746
1685 36590
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A continuacion se procedio al estudio de la cafeina, acido acetilsalicilico, &cido salicilico,
paracetamol y una muestra de cocaina requisada por espectroscopia Raman. Los espectros

Raman obtenidos se muestran en el Anexo 6.4.

Las bandas mas caracteristicas de los adulterantes estudiados se observan en la Tabla 18.

Tabla 18: Bandas caracteristicas de los adulterantes estudiados

Compuesto Desplazamiento Raman (cm™) Intensidad relativa
999 63218
Cocaina 1596 30474
1714 29267
555 48087
Cafeina 1327 21537
749 67459
1045 57784
Acido acetilsalicilico 1605 76501
772 98512
Acido salicilico 1029 56072
1245 55471
651 32322
797 32584
Paracetamol 858 54313
1168 34853
1236 34853
1323 37172

En la Figura 12 se muestra el espectro de la cafeina junto con el de la pastilla de mefedrona
con el fin de observar la diferencia de bandas que permiten diferenciar la mefedrona de la
cafeina en nuestro caso concreto, donde la pastilla de mefedrona se encuentra adulterada

con dicha sustancia.
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Mefedrona + Cafeina
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Figura 12: Superposicion de los espectros de la pastilla y de la cafeina

A partir de la superposicién de los espectros de los adulterantes con el espectro de la
pastilla de mefedrona observamos que, dependiendo del adulterante que se considere, se
solapan distintas bandas, dificultandose mucho su determinacion en el caso de que sean

varios los adulterantes, Figura 13.

No obstante, para muestras mas sencillas que contengan uno o dos adulterantes si que
seria factible su identificacion. Por tanto esta técnica puede ser muy adecuada para la
realizacion de un primer analisis. Los espectros de los adulterantes junto con el de la pastilla

de mefedrona se muestran en la Anexo 6.4.
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Mefedrona + Adulterantes
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Figura 13: Superposicién de los espectros de la pastilla y de la cocaina, cafeina, acido

acetilsalicilico, acido salicilico y paracetamol
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4. CONCLUSIONES

Se ha puesto a punto un método para la determinacion de mefedrona por HPLC con
detector UV-Vis., con un limite de deteccién del orden de 0,5 ppm y en un tiempo de

retencion no superior a 15 minutos.

Se ha puesto a punto un método para la determinacion de mefedrona por GC con
detector FID, con un limite de deteccion del orden de 0,8 ppm y tiempo de retencion

no superior a los 5 minutos.

En la aplicacion de ambos métodos sobre una muestra requisada y marcada con
diferentes adulterantes (cafeina, acido acetilsalicilico, &cido salicilico, teobromina,
teofilina y paracetamol) algunos de ellos muy comunes en este tipo de muestras, se
ha logrado la diferenciacion clara de la mefedrona y de la mayoria de los

adulterantes, en un tiempo de andlisis no superior, para todos ellos, a los 15 minutos.

Se ha realizado una serie de ensayos para la posible aplicacion de Raman y de la
espectroscopia de fluorescencia, para una identificacion rapida de mefedrona, tanto
en el caso de componente Unico como en presencia de adulterantes, los resultados
obtenidos nos permiten avalar el interés de estas técnicas para llevar a cabo tales
determinaciones, aunque légicamente requieren un estudio mas amplio que el

recogido en este trabajo
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6.1. Cromatografia liquida de alta eficacia
con detector UV/Vis (HPLC-UV/Vis)
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Data File C:\CHEM32\1\DATA\CRISTINA\CRISTINA000647.D

(modified after loading)
Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\CAF2012.M
Last changed : 6/17/2016 12:06:55 PM by eliam

(modified after loading)

Sample Name: cafeina50 rampa 5 CAFe{NA G‘RAD\ ENTE /_L
Acg. Operator : agua ds
Acg. Instrument : Instrument 1 Location : Vial 1
Injection Date : 11/26/2015 5:20:08 PM
Acqg. Method : C:\CHEM32\1\METHODS\CAF2012.M G i ”r\v;
Last changed : 11/26/2015 5:19:49 PM by agua ds kRQ'\){A K’(RAMA 4‘

Peak RetTime Type Width
# [min] [min]

Totals

Instrument 1 6/17/2016 12:08:

Marina Villafafie Alonso

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: VWDl A, Wavelength=264 nm

Area Height

mAU S [mAU

4253. 11307 371.108207

17 PM eliam

359.64694

VWD1 A, Wavelength=264 nm (CRISTINA\CRISTINA000647.D)
mAU ] 8
350 - ¥
] F
] l
300 f |
250 / ,
i |
200 } \
150 ‘ l
B
100 ( \
|
| g
| <
i g A T 4 y T T T y T T T T
0 2 4 6 8 m
Area Percent Report
Sorted By Signal
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000

Area

e fr = = = R !
1 1..555 VB 0.1679 4099.98730
2 6.861 BB 0.:1985; 15312516 11.43513

96.3997
3.6003
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Data File C:\CHEM32\1\DATA\CRISTINA\CRISTINAO00646.D

Sample Name: mefe30 rampa 5 MEFEDROMA & C_AFE(‘\)A GJRAB\E}\T[E j

Acqg. Operator : agua ds
Acqg. Instrument : Instrument 1
Injection Date : 11/26/2015 5:10:58 PM
Acg. Method : C:\CHEM32\1\METHODS\CAF2012.M C&QN\A@GRRMA 2
Last changed : 11/26/2015 5:10:41 PM by agua ds
(modified after loading)
Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\CAF2012.M
Last changed : 6/17/2016 12:06:18 PM by eliam
(modified after loading)

VWD1 A, Wavelength=264 nm (CRISTINA\CRISTINAQC0646.D)
mAU

Location : Vial 1

8:788
\

-
o
o
|
e

D o3

(=] o
| R
e =

] ¢ |
20 3 \\
1 ~ o | \ 0 10
il P\ 8 ,[ A\ () 'a
0 A o b o me
2R SR S L = E—=r =
T T [ L S P g IS s T T Lo % T
o] 1 2 3 4 5 6 e 8 m
Area Percent Report
Sorted By Signal
Multiplier s 1.0000
Dilution : 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: VWDl A, Wavelength=264 nm

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] mAU =S [mAU ] %

1l ik 0.1763 166.42357 12.80803 8.0700
2 6 0.1089 12 .60378 1.74842 0.6112
3 6.788 BB 0.2225 1802.86597 125.84315 87.4226
4 8 0.2508 43.01829 2.34047 2.0860
5 8 0

.375 VBA .1740 3738013 286199 1..18102

Instrument 1 6/17/2016 12:06:55 PM eliam Page 1 of 2
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Data File C:\CHEMSZ\L\DATA\UKLISLLINA\LKLDLLINAUUUD /0. U
Sample Name: mefe 50 (nueva)rampa cristina

METFENRONA GRAMENTE 2

Acq. Operator : agua ds
Acqg. Instrument : Instrument 1 Location : Vial 1
Injection Date : 12/1/2015 5:04:02 BPM

Acq. Method : C:\CHEM32\1\METHODS\CAF2012.M g {

Last changed : 12/1/2015 5:03:08 PM by agua ds CRON\ATOGRAMA 3
(modified after loading)

Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\CAF2012.M

Last changed : 1/14/2016 7:08:19 PM by eliam

VWD1 A, Wavelength=264 nm (CRISTINA\CRISTINAOO0676.D) ¢
mAU &
2
1
1204 i
] |
4
~* |
100 | }
1 |
80 — !I
] '|
] x
60 — |
‘ %
1 “z
40— |
1 \
|
20 E i‘
= ‘x
". :
2 VN ~ o RN © ©
0 = = @ =
o i \ 8 mo o E
— ——— n — ; -
0 2 4 6 8 10 12 14 16 m
Area Percent Report
Sorted By Signal
Multiplier 2 1.0000
Dilution ¥ 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: VWDl A, Wavelength=264 nm

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] mAU %5 [mAU ] %

el [Z=mlss=s—s [Es=rrat== [S sty e |
1 1.559 BV 0.0500 17.27574 5.25742 05056
2 4.945 BB 0.1309 204.24234 28715112 5..9771
3 11.582 BV . 0.2528 2612.21484 142.72253 76.4453
4 12.521 VB 0.4937 157.00485 3.84593 4.5947
5 13:517 BB 0.2650 48.93942 2436268 1.4322
6 14.019 BV 0.5086 97.49809 2.38698 28532
7 14.789 VvV 0.2618 37.81261 1.93185 1.1066

Instrument 1 6/22/2016 10:25:53 AM eliam

Page 1 of 2
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[ DaCa L44S “e \CliiuiDa VL \DALTA Ve 02 LA \CiL 0 L LNAUV UL ¢ . s cals —
Sample Name: cafeina 50 (nueva)rampa cristina =/ — =
cAFE(NA GRADIENTE 2
Acq. Operator : agua ds
Acqg. Instrument : Instrument 1 Location : Vial 1
Infection.Dakte @ 12/1/2015 5:22;14 PM
Acq. Method : C:\CHEM32\1\METHODS\CAF2012.M CROMATOGRAMA Y
Last changed : 12/1/2015 5:20:52 PM by agua ds
(modified after loading)
Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\CAF2012.M
Last changed : 1/14/2016 7:08:19 PM by eliam
VWD1 A, Wavelength=264 nm (CRISTINA\CRISTINA000677.D) 7’4
mAU >
¥
|
250 — i
! i
n
200 | .
] |
] N
150 ( \
] |
] |
100 E
|
50 I \!
i
=
5 [
A L s R e
!
T T T ¥ T 2 T L ¥
0 1 2. 3 4 S é m
Area Percent Report
Sorted By : Signal
Multiplier 3 1.0000
Dilution 3 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: VWDl A, Wavelength=264 nm
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] mAU ] [mAU ] %
e e l=rm=lism=r=mm [=msre=sm=s [Eemrr—rmen = |
1. 1..557 BV 0.6517 14.41636 4.35961 0.5775
2 4.891 BB 0.1307 2481.82544 2839.16644 99.4225
Totals : 2496.24180 293.52605
Instrument 1 6/22/2016 10:27:18 AM eliam Page 1 of
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DALa LAt e \“lluiUs \d \ AL\ INL U L L AN\ INL T L LINCAV UV U S e

Sample Name: aas50(nueva)rampa cristina A:db@ ACET\\_S HL\L(L\(Q (SQRD\ENTE 2

Acqg. Operator : agua ds

Acq. Instrument : Instrument 1 Location : Vial 1

Injection Date ¢ 12/1/2015 5:33:50 EM ~ ~

Acqg. Method : C:\CHEM32\1\METHODS\CAF2012.M C’RbMATbG’RA '\'\A 5
Last changed : 12/1/2015 5:33:18 BM by agua ds

(modified after loading)
Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\CAF2012.M
Last changed : 1/14/2016 7:08:19 PM by eliam

VWD1 A, Wavelength=264 nm (CRISTINA\CRISTINA000679.D) K
mAU | %
| It
30 ‘.
|
%
|
20 | [
s | ! ‘1
1
] |
] \
0._‘
-10
T ) ) T T Tl e T
0] 0.5 1 156 2, 25 m
Area Percent Report
Sorted By 2 Signal
Multiplier : 1.0000
Dilution z 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: VWDl A, Wavelength=264 nm

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] mAU &S [mAU ] 2
s=moil=msmran l==cl=rrnnan == e S |
1 1.359 VW 0.0899 42.06603 6.91413 23.0382
2 1.579 VWV 0.0454 140.52689 48.60717 76.9618

Totals 2 1.82..59292 55152130

Instrument 1 6/22/2016 10:28:12 AM eliam Page 1, of 1
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bata rlie LI \LnoMOZ\L\VATA\UKLIDLTLINA\ULKLDIINAUUUDDZ . U
Sample Name: as50(nueva)rampa cristina r e e o
ACD SALNAULCO GRADIENTE 2
Acg. Operator agua ds
Acg. Instrument Instrument 1 Location Vial 1
Injection Date 12/1/2015 5:42:04 PM
Acq. Method C:\CHEM32\1\METHODS\CAF2012.M CROM {\‘(QQ—S{[\MF\ 6
Last changed 12/1/2015 5:41:34 PM by agua ds
(modified after loading)
Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\CAF2012.M
Last changed 1/14/2016 7:08:19 PM by eliam
VWD1 A, Wavelength=264 nm (CRISTINA\CRISTINAOO0682.D)
mAU o /
o CH
g N
J/!'
o] |
4 i |
30 ! \
] \
] | i
20 ’
| |
1
10 4 41
] ‘ \
] ; R
] - e
] A\ =
0 1 e \;r/—/‘\u 7,,,\,—\
-10
T T T T T T T T T T e
0 0.5 1 156 2 25 3 35 m
Area Percent Report
Sorted By Signal
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: VWDl A, Wavelength=264 nm
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] mAU *s [mAU ] %
o maemn s [=mm=ll=rr e o= gersres [Emer e (tetts s |
L 1.561 BV 0.0596 15.93833 S.39825 6.8657
2 2.061 VV 0.0571L 216.20580 59.26375 93.1343
Totals 232.14413 63.26210
Instrument 1 6/22/2016 10:28:56 AM eliam Page i of 1
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Data File C:\CHEM3Z\L\DATA\CRLSTINA\CRLSTINAUUUOED.D =
Sample Name: teobromina50(nueva)rampa cristina " el TS D
TEORROMINA  GRADENTC 2
Acg. Operator : agua ds
Acqg. Instrument : Instrument 1 Location : Vial 1
Injection Date : 12/1/2015 5:55:55 PM
Acq. Method . C:\CHEM32\1\METHODS\CAF2012 .M CRONATOGRAMA  F
Last changed : 12/1/2015 5:55:22 PM by agua ds
(modified after loading)
Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\CAF2012.M
Last changed : 1/14/2016 7:08:19 PM by eliam
VWD1 A, Wavelength=264 nm (CRISTINA\CRISTINAOO0685.D) /
mAU 2
! D
500 -] ‘
| |
B 1
] |
|
]
400 — 1l
J ’%
] |
300 — i i
] B
|
200 | ‘
1 a
] P
100 | § |
[
4 | X"
2 =
1 °
0 i —
T 5 g T T 5 T ¥ T 5 y T ¥ T T ¥ T
Q 0.5 1 1.5 2 25 < m
Area Percent Report
Sorted By 2 Signal
Multiplier 3 1.0000
Dilution 2 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: VWDl A, Wavelength=264 nm
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] mAU s [mAU ] %
= et [ == [~==mmmm 1
1.563 BV 0.0520 13.01446 3.90748 0.4843
2 2,309 VB 0.0725 2674.17822 567.43707 99.5157
Totals: : 2687.19268 571.34456
Instrument 1 6/22/2016 10:30:05 AM eliam Page 1ef 1
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vata rile LI\LHAMSZ\IL\UATA\UKLIDTINA\LKLIDLTLINAUUUBTO.D

Sample Name: teofilina50 (nueva)rampa cristina TEQ‘:\UMA G)"RP{DKE‘\;TE )

<

Acqg. Operator : agua ds

Acqg. Instrument : Instrument 1 Location : Vial 1
Indjection Date = 42/1/2015 6:00:18 PM

Acqg. Method : C:\CHEM32\1\METHODS\CAF2012.M

Last changed : 12/1/2015 5:59:19 PM by agua ds LRQ’MPVTQGRAMR o]

(modified after loading)
Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\CAF2012.M

Last changed : 1/14/2016 7:08:19 PM by eliam
VWD1 A, Wavelength=264 nm (CRISTINA\CRISTINAOOO686.D)
mAU | g ¢
|
|
400 — f
] |
|
i
d /!
300 J \
| | |
] N
200 I
4 / !
] i
100 l \
J \
. =
1 8 / A
0+ B S ahe e WD
T ¥ T L ¥ v T ¥ ¥ T * ¥ T ' = T % L T i3
0 05 1 15 2 25 3 3.5 m

Area Percent Report

Sorted By : Signal
Multiplier 3 1.0000
Dilution 3 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: VWDl A, Wavelength=264 nm

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] mAU *5 [mAU ] %
Sl Bl o i [mesmenaieas Js s I
1 1,808 BV 0.0513 12.84198 3.92483 0.4349
2 3.142 BBA 0.0927 2940.29810 483.93237 99.5651

Totals : 2953: 14008 487.85720

Instrument 1 6/22/2016 10:30:40 AM eliam Page 1 of 1
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vata prile C:\CHEMSZ\L\UDATA\LKLOLTLINA\LKLDTINAUVUDLDS.U ]
Sample Name: paracetamol50 (nueva)rampa cristina PA&A FTA-MQL CTRA\\\EMT =9
ce N SR
Acqg. Operator : agua ds
Acq. Instrument : Instrument 1 Location : Vial 1
Injection Date : 12/1/2015 5:46:51 PM
Acqg. Method : C:\CHEM32\1\METHODS\CAF2012.M 4
Last changed : 12/1/2015 5t45:36 PM by agua ds C’RQMATOC‘Q\AMA q’
(modified after loading)
Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\CAF2012.M
Last changed : 1/14/2016 7:08:19 PM by eliam
VWD1 A, Wavelength=264 nm (CRISTINA\CRISTINAO00683.D) /
mAU ] 8
350 s
: Tii
300 I
250 [[ %
] |
200 i
i |
150 ‘ |
] |
: |
100 ! \
| |
50'j {
] ~ ‘l
] \
b 0 \
0 & Loy
T T T | B T | I T ] ‘ sl ol
0 05 1 15 2 25 3 3i5 4 45 m
Area Percent Report
Sorted By 3 Signal
Multiplier 5 1.0000
Dilution 3 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: VWDl A, Wavelength=264 nm
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] mAU S [rAU ] %
| St ersllsasssss fesmr e m = Isesaanaa |
1 125570 BV 00513 1.3. 98376 4.26699 0.6724
2 3.130 BB 0.0882 2065.63477 363.09076 99.3276
Totals : 2079:618538 867.35775
Instrument 1 6/22/2016 10:31:09 AM eliam Page 1 eof 1
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6.2. Cromatografia de gases con detector
FID (CG-FID)
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Print of window 38: Current Chromatogram(s) I\AEFEDRQN R RRM\)A CRQI\}\ ATQ&RAMA 40

Current Chromatogram(s)
FID1 B, (FID01494.D)

pA | 8 2
S W

144 ¢

——0.220

10

A

T ¥ ¥ ¥ ¥ A T ¥ X Vi . : T i ¥ L T
1 2 3 4 5 mil
Instrument 1 6/20/2016 1:34:40 PM Patri Page 1 of 1
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i e st CAFE(NA  RAMPA CROMATOGRAMA 44

Current Chromatogram(s)
FID1 B, (FID01498.D)

pA | B

=]

10 )

Mm

3.476

4

1‘53 ‘4I' 5‘< VGI"7‘I.‘BI 'Iémll
Instrument 1 6/20/2016 10:59:25 AM Patri Page 1 of 1
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TFEG 2015/2016 Anexos: GC-FID

rint of window 38: Current Chromatogram(s) P;Q\‘C:K) P\CET&LSAQC(L\LQ RA MPA C’QQMP\»TQ@RR Mp( 42

Current Chromatogram(s)
FID1 B, (FID01495.D)

pA {1 HE
654 T9

5.5

4.5

i Fo TR 3 ikl 4 n 6 min
‘nstrument 1 6/20/2016 11:07:24 AM Patri Page 1 of 1
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TFEG 2015/2016 Anexos: GC-FID

' S _—

Print of window 38: Current Chromatogram(s)

| KOO sALClUCO RAMPA CROMMTOGRAMA 43

Current Chromatogram(s)
FID1 B, (FID01496.D)
pA | B

4 ¢
o

¢

4545

12

4—V—J \f’kﬁ
A L. e e R e

Instrument 1 6/20/2016 1:35:53 PM Patri Page 1 of 1
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TFEG 2015/2016 Anexos: GC-FID

Print of window 3¥: Lurrent lnromatogramis) ’YED%RQM\NA RAMPR C‘RQMP\TQ)G)QR‘\KA_ 4L¢l

Current Chromatogram(s)
FID1 B, (FID01501.D)

pA'ﬁg
_C'

5.5

4.5

i

1
4

T t g N f T i T | : T g ik 3 ¥ v i ¥ T
1 2 3 4 5 6 7 min
Instrument 1 6/20/2016 1:32:29 PM Patri Page 1 of 1

o —
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Anexos: GC-FID

|

Current

HALINT OL WLINAOW 20: LurLrelll COLiaLOylain (=)

Chromatogram(s)

TEOFIUNA

RAMPA

CROMATOGARMA 15

pA|

10+

FID1 B, (FIDO1499.D)

™ kj kWLWWJ\L)f e i iR

I
rd

———=10.160

T
4

.
[}

10

min

2
Tnstrumert 1 6/17/2016 1:01:49 PM Patri

Marina Villafafie Alonso

Page 1 of 1
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Anexos: GC-FID

SANE O wWindadow Su: LUrient uwnromaLoygrealys)

Current Chrcmatogram(s)

PARACETAMOL

RAMPA

CROMATOGRAMA 46

FiD1 B, (FIDO1497.0)
A i R %
i 16
i
11
10 )
|
- \
-
s
¢9
i l o
HE §
oy
] | \ |
i il — )
A | \
AL e
A\ ‘ \ \ /v\kw/ :
\\ < | ol 28
W Vel e SR Nt e e \/f—w AAAAAAAAAA = 2
T | T T 1
SO 1 2 3 5 6___min
sstrunart 1 6/17/2016 1:00:46 PM Patri Page 1 of 1
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6.3. Espectroscopia de fluorescencia
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Anexos: Fluorescencia

TFG 2015/2016
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TFG 2015/2016 Anexos: Raman

6.4. Espectroscopia Raman
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Pastilla
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Anexos: Raman
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Anexos: Raman

Cafeina
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Anexos: Raman

Acido acetilsalicilico
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Anexos: Raman

Acido salicilico
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Anexos: Raman

Paracetamol
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Anexos: Raman

Mefedrona + Cocaina
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Anexos: Raman

Mefedrona + Cafeina
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Anexos: Raman

Mefedrona + Acido acetilsalicilico
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Anexos: Raman

Mefedrona + Acido salicilico
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Anexos: Raman
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