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GLOSARIO DE TERMINOS/ACRONIMOS

CE Electroforesis capilar

CITCO Centro de inteligencia contra el terrorismo y el crimen organizado
CG Cromatografia de gases

DAD Detecto diodo array

DXM Dextrometorfano

ECD Detector de captura de electrones

ELISA Ensayo de inmunoadsorcién ligado a enzimas

EMIT Inmunoensayo enzimatico multiplicado

ENAC Entidad Nacional de Acreditacién

FID Detector de ionizacién en llama

FM Fase Movil

FT-MS Analizadores de masas con transformada de Fourier
FTP Parches transdérmicos

HPLC Cromatografia Liquida de alta presion

HRD Hoja de recogida de datos

ICR-MS Espectrometros de masa de resonancia ion-ciclotrénica
INTCF Instituto Nacional de Toxicologia y Ciencias Forenses
IT Trampas idnicas

JIFE Junta internacional de Fiscalizacion de Estupefacientes
LIF Deteccion por fluorescencia inducida por laser

LC Cromatografia Liquida

LPAD Detector de fotodiodos lineal

6-MAM 6- Monoacetilmorfina

MDMA 3,4-metilendioxi-N-metilanfetamina

MeOH Metanol

MSD Detector selectivo de masas

NPD Detector de nitrogeno y fésforo

NSP Nueva sustancia psicoactiva

OoMS Organizacién Mundial de la Salud

PDA-UV Deteccion ultravioleta de matriz de fotodiodos

PNT’s Procedimientos Normalizados de Trabajo

RAE Real Academia Espafiola de la Lengua

RIA Radioinmunoensayo

SNC Sistema Nervioso Central

SPE Extraccién en fase sélida

TLC Cromatografia liquida en capa fina

TOF Tiempo de vuelo

UPLC Cromatografia Liquida de ultra alta presion

uv Ultravioleta
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1. RESUMEN/ABSTRACT

En los ultimos afios la demanda de andlisis a los laboratorios de Toxicologia forense por
parte de la Administracion de Justicia y de los centros de drogodependencia se ha
incrementado notablemente, presentdndose un escenario de necesidad constante de
optimizacion, tanto de las técnicas de preparacibn de muestras, como las técnicas de
determinacion de las distintas drogas de abuso de tréfico ilicito. El objetivo es reducir
tiempo, cantidad de muestra asi como el coste del analisis, sin reducir la sensibilidad ni

reproducibilidad del método analitico.

La matrices en los alijos decomisados generalmente son muy simples, la propia droga en
polvo, presada, liquida.., que no requiere mas que una preparacion de una disolucién, con la
cantidad debidamente tasada de sustancia, presuntamente fiscalizada, en el disolvente
adecuado para la técnica de analisis. En raras ocasiones se reciben muestras incluidas en
matrices complejas, tales como cauchos, gomas, alimentos...que hicieran necesario un

complejo tratamiento de extraccion del analito de la matriz.

Los métodos de rutina usados en el INTCF para el andlisis de las sustancias
estupefacientes, basados en técnicas de cromatografia, son lo suficientemente sensibles

como para detectar concentraciones de analitos del orden de ng e incluso pg.

En este trabajo Fin de Master y su correspondiente proyecto de investigacion se ha
realizado la optimizacion del método de cuantificacion de Heroina proveniente de alijos
decomisados. Se ha reducido de manera considerable el tiempo de analisis, obteniendo una
reduccién de costes, y un uso racional de recursos materiales y humanos, que permite,
ademas, la realizacion de un mayor nimero de analisis en el mismo tiempo que el método

de partida, si fuera necesario.

The demand for analysis in forensic toxicology laboratories by the Justice Administration and
drug addiction centres has increased significantly in recent years. Under this framework, an
optimisation of both sample preparation techniques and technigues for determining the
different illicitly trafficked drugs of abuse emerges as constant need. The aim is to reduce
time, sample quantity and the cost of analysis, maintaining the sensitivity and reproducibility

of the analytical method.
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The matrices in the seized shipments are generally very simple, the drug itself in powder,
pressed, liquid, etc., which only requires the preparation of a solution, with a duly calculated
guantity of the substance, presumably controlled, in the appropriate solvent for the analysis
technique. Rarely, we receive samples included in complex matrices, such as rubbers,
rubber, foodstuffs, etc., which would require a complex extraction treatment of the analyte
from the matrix.

Routine methods used for the analysis of narcotic substances at the INTCF, based on
chromatographic techniques, are sufficiently sensitive to detect analyte concentrations in the

order of ng or even pg.

In this Master's Thesis and its corresponding research project, the method for the
quantification of Heroin from confiscated caches has been optimised. The analysis time has
been considerably reduced, obtaining a reduction in costs and a rational use of material and
human resources. This also allows, if necessary, to carry out simultaneously a greater

number of analyses in the same time interval as the initial method.

2. OBJETIVO

En el presente trabajo se lleva a cabo un estudio sobre una de las sustancias psicoactivas
mas peligrosas y adictivas, la heroina. Su analisis y cuantificacion es de suma importancia
en los laboratorios forenses por su implicacion en diferentes actividades delictivas, lo que
conlleva generalmente a su judicializaciéon. Por ello es necesario disponer de un método de
analisis que permita por un lado identificar, aparte de la heroina, sus adulterantes y

cuantificarlos, para poder conocer el grado de pureza de la misma.

3. INTRODUCCION

El consumo de sustancias psicoactivas se encuentra ligado a la historia del ser humano,
cada cultura y cada sociedad han desarrollado e integrado en su seno el consumo de
sustancias toxicas o potencialmente téxicas, con fines no terapéuticos (magico-religiosos,
religiosos, recreativos, etc.). No obstante, ha sido desde los afios 70’s del siglo pasado, por
la confluencia de una serie de factores (culturales, econémicos, medios de comunicacion,
etc.), cuando el problema del consumo abusivo de sustancias téxicas ha alcanzado una gran
extensién e importancia. Los avances técnicos en este siglo han dado lugar a una
manipulaciéon cada vez mayor de dichas sustancias dando lugar a compuestos psicoactivos

cada vez mas potentes y de mayor pureza, propiciandose, dado el gran beneficio que
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genera su comercio tanto legal como ilicito, la aparicion de grandes carteles de productores-

traficantes de dichas sustancias.

Actualmente los problemas de salud relacionados con el consumo de drogas constituyen un
motivo de consulta frecuente en la practica clinica llegando a convertirse en un grave
problema de salud publica. Aunque epidemiolégicamente las conductas adictivas legales
tienen mayor relevancia, por su frecuencia y extension, las ilegales suelen presentar una

mayor repercusion social, sanitaria y juridico-penal.

Cabe destacar que la OMS (1969) define droga como “toda sustancia que introducida en un
organismo vivo por cualquier via, puede modificar una o varias de sus funciones y es
susceptible de crear dependencia y tolerancia’. Igualmente, la OMS (1982) define droga de
abuso como “aquella de uso no médico con efectos psicoactivos (capaz de producir cambios
en la percepcion, el estado de animo, la conciencia y el comportamiento), y susceptible de

ser autoadministrada”.

Bajo el nombre genérico de drogas de abuso se pueden incluir una larguisima lista de
sustancias quimicas de diverso origen (natural, semisintético, artificial), que ir4 desde las
mas conocidas: alcohol, opiaceos, tabaco y cocaina, hasta todos los psicofarmacos que

pueden ser susceptibles de consumo con fines no terapéuticos.

La forma de clasificar las drogas de abuso puede hacerse de diversas maneras, segln sus

efectos sobre el organismo, sus mecanismos de accion, su estructura quimica...

No seria del todo correcto hacer una clasificacion exclusivamente atendiendo a su estructura
guimica dado que podemos encontrar efectos semejantes en sustancias muy diferentes
desde el punto de vista de la estructura quimica, asi, la metanfetamina que tiene una
estructura similar a la del neurotransmisor dopamina (sustancia del cerebro que cumple una
funcion importante en el refuerzo de conductas placenteras), y la cocaina con estructura
muy diferente a la anterior, producen efectos fisiolégicos y conductuales similares, debido a

algunas diferencias marcadas en sus mecanismos basicos de accion. *

Por ello podemos clasificarlas en funcién de sus efectos, asi segun el efecto psicopatolégico
producido por el consumo de la sustancia sobre el sistema nervioso central las drogas se

clasifican, tal como se indica en la tabla 1, en:

» Depresoras (psicolépticos): inhiben la actividad nerviosa disminuyendo el ritmo de las

funciones corporales, siendo especialmente caracteristico su efecto sobre la memoria,
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dando lugar a las alteraciones conocidas popularmente como “lagunas”, que corresponden
a una amnesia anterograda, se produce una pérdida de memoria después del consumo de

la sustancia.

» Estimulantes (psicoanalépticos): en este caso el efecto es el contrario a las anteriores,

aumentan la actividad nerviosa y por lo tanto todas las funciones corporales.

* Alucinégenos (psicodislépticos): este tipo de sustancias alteran el funcionamiento cerebral,
dando lugar a distorsiones perceptivas o alucinaciones, caracterizadas por percepciones

carentes de objeto.

Tabla 1: Clasificacion general de drogas de abuso en funcién del efecto que producen

en el Sistema Nervioso Central.

DROGAS DEPRESORAS DEL SNC DROGAS ESTIMULANTES DEL SNC DROGAS ALUCINOGENAS

e Alcohol Estimulantes mayores: e Mescalina (peyote)

e Opidceos (opio, morfina, e Cocaina Cannabis (hachis, marihuana)

heroina, codeina, metadona)

¢ Anfetaminas y derivados

Hongos alucinégenos
e Psicofarmacos (barbituricos, (psilocibina)

i ~ Estimulantes menores:
benzodiacepinas)

Dietilamida del dcido lisérgico

¢ Nicotina (LSD)

e Xantinas (cafeina)

Inhalantes (acetonas,
bencenos)

Alucinégenos sintéticos
diversos (DMT, DET, DPT, STP)

El aumento que se ha producido en los Ultimos afios en las peticiones de analisis a los
laboratorios forenses ha hecho necesario la implementacibn de nuevas técnicas de

preparacion y determinacion de sustancias de abuso, y la optimizacién de las ya existentes.

En esta memoria se van a describir como se llevan a cabo las determinaciones analiticas de
drogas de abuso, en concreto la heroina, en drogas de alijos decomisados. Ademas, en la
parte experimental se describira la optimizacién llevada a cabo de un método para la

determinacion de heroina por UPLC.

En el presente documento las muestras a considerar son los alijos de drogas de abuso
decomisadas por las Fuerzas y Cuerpos de Seguridad del Estado, por lo que se realiza a

continuaciéon una descripcién mas detallada de este tipo de muestras.

UNED. Facultad de Ciencias. Departamento de Ciencias Analiticas 6
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4. OPIOIDES

El opio es el jugo extraido de las capsulas de la planta adormidera (Papaver somniferum) o
amapola (figura 1). Se obtiene por una incisiébn poco profunda en la capsula tras lo que
aparece el mencionado jugo también llamado latex, de consistencia blanda y pegajosa. De
cada capsula de adormidera pueden recogerse de 10 a 100 mg de opio.

Figura 1: Imagen de la planta adormidera (Papaver somniferum) o amapola

Puede consumirse por via oral, en general masticado, o menos frecuentemente fumado. El
opio que es preparado, en general de consistencia mas dura, sufre un proceso de extraccion
de agua y es fumado.

El opio contiene entre un 10 y un 20% de alcaloides, 5-6% de minerales, de azlcares y
ademas, acidos organicos. Los alcaloides presentes en el opio se denominan opiaceos. De
ellos los mas importantes son: morfina, papaverina, codeina, noscapina y tebaina. Sus
efectos farmacoldgicos mas caracteristicos son inducir suefio, reducir la velocidad del
transito intestinal, aliviar el dolor y reducir la tos. Por extension, se denominan también asi
los productos quimicos derivados de la morfina. Un ejemplo de ello es la heroina (diamorfina

o diacetilmorfina), opiaceo semi-sintético derivado de la morfina.

En cambio, el término opioide se emplea para denominar tanto a los compuestos naturales o
sintéticos, enddgenos o0 exdgenos, agonistas o antagonistas, que se unen a los receptores
opioides. Existe una gran variedad de opioides de sintesis, que actualmente se
comercializan en el mercado ilicito, algunos de estos extremadamente potentes
ocasionando cuadros de sobredosis con una elevada mortalidad. Todos los opiaceos son

opioides, pero no todos los opioides son opiaceos. *

Los opioides por tanto se pueden clasificar en funcién de su origen en naturales, sintéticos y

semisintéticos tal como se muestra en la tabla 2.
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Tabla 2: Clasificacidén de los opioides segln su origen

Tipos de Opioides Ejemplos

Naturales (opiaceos) Codeina, morfina..

Semisintéticos (obtenidos a partir de opiaceos) Heroina, hidromorfona, oxicodona..
Sintéticos Fentanilo, metadona, tramadol..

Endogenos(producidos por el organismo de forma . .
Endorfinas, encefalinas...
natural)

A continuacién se muestran en la figuras 2, 3 y 4 las estructuras de algunos opiaceos,

opioides semisintéticos y opioides sintéticos.

Cabe indicar gue en muchas ocasiones los términos opiaceos y opioides se usan de forma
intercambiable.

Morfina Codeina Tebaina
0
0 <
| = O ° “CHy
o~
Hs;C
T
0 HsC —g 0
O~cH;,
Papaverina Noscapina

Figura 2: estructuras quimicas de algunos opiaceos (opiodes naturales)
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HO™
Heroina Etilmorfina
O HaCO
=
0 o}
H N— HA
N~cH,
o) O/\/
Oxicodona Hidrocodona
HO HO
g O
H
N~CH,
O

Desomorfina Oximorfona

Figura 3: estructuras quimicas de opiodes semisintéticos
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Q_LNDEW I )
920

Fentanilo Metadona

s
A

Tramadol Sufentanil

HO

N\/§CH2

Levalorfano Dextropropoxifeno

Figura 4: estructuras quimicas Imagen de opiodes sintéticos

4.1 HEROINA

Caracteristicas y sintesis

La diacetilmorfina, mas conocida como heroina, es una modificacion semisintética a partir de
morfina, pero es considerada un opidceo. Generalmente, la heroina se presenta en forma de
un polvo cristalino blanco o café, inodoro y muy fino, pero su aspecto puede variar

dependiendo de los procesos de purificacion a los que se haya sometido. La figura 5
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muestra la estructura quimica de la heroina. Los nombres més comunes en castellano son
“caballo”, “pasta”, “H”, “jaco”, “lenguazo”, “junk” y “goma”. En inglés es conocida como

” W [ TH [ T] L]

“smack”, “H”, “skag”, “junk”, “black tar”, “horse”, “shit” y “brown”.

Hse” O™

Figura 5: Estructura quimica de la Heroina

La heroina puede sintetizarse (figura 6) desde la morfina clorhidrato o desde la morfina
base. En el caso de utilizar la primera, se le afiade anhidrido acético y se calienta. Tras
diferentes pasos vy filtrados se obtiene la heroina base. Después, puede transformarse en

diferentes preparados segun su futura utilizacion.

Ac,O

MORPHINE 3-ACETYLMORPHINE 3,6-DIACETYLMORPHINE
(HEROIN)

Figura: 6 Proceso de sintesis de heroina a partir de morfina

La heroina se vende mezclada (cortada) con lactosa, glucosa o almidén. Muchas veces se
adultera con farmacos como la cafeina, paracetamol, estricnina, quinina, procaina o
piracetam. La via de administracion mas frecuente de la heroina es la fumada (en pipa,
cigarrillo) y la inhalada intrapulmonar (chasing the dragon o chino), después es la intranasal
y menos, la intravenosa. Para su uso intravenoso se disuelve el polvo en un poco de agua y
se afladen unas gotas de limén o vinagre para aumentar su solubilidad, se calienta en una
cucharilla y, se carga en la jeringa a través de un filtro de un cigarrillo o algodén. La
combinacién de heroina y cocaina o anfetamina administradas por via intravenosa se

denomina speedball.?

La heroina es, aproximadamente, dos veces mas potente que la morfina, a igual dosis. Es
un potente analgésico y antitusigeno que surgié como medio para curar la dependencia de

la morfina, aunque hace ya tiempo que sabemos que no es asi. También se utilizd, con
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éxito, en los estadios avanzados de las tuberculosis pulmonares, a modo de “remedio

heroico. La heroina es altamente adictiva.

Tipos y formas de presentarse la heroina

En base al grado de pureza y origen, la heroina se puede clasificar en varios tipos:

Heroina n° 2. Heroina base o Tsao-ta, procedente del sudeste asiatico y faciimente
obtenible. Es de color blanco u oscuro y se usa para inyeccién o fumada. La heroina base
puede sintetizarse desde la morfina clorhidrato o desde la morfina base, tal como se ha
indicado, tras mezclarla con anhidrido acético y calentar. Puede, entonces, transformarse
en diferentes preparados segun su futura utilizacién. Entre ellos, la heroina para fumar
(heroina nimero 3 6 heroina marrén) y para inyectar (heroina nimero 4, heroina clorhidrato

6 heroina blanca).

Heroina n° 3: Brown Sugar o heroina marrén (figura 7-A). Es la heroina que se emplea para
fumar. Aparece mezclada con otras sustancias como cafeina, estricnina, azlcares, etc. Su
contenido en heroina oscila entre un 25 y un 50%. La heroina marrén es menos soluble que

la blanca, razén por la que se fuma.

Heroina n® 4: Heroina clorhidrato o heroina blanca (figura 7-B). También conocida
popularmente como Tailandesa. Su uso es principalmente intravenoso. Tiene el porcentaje

mas elevado en principio activo, superando muchas veces el 90% de riqueza en origen.

Heroina negra: Conocida en la calle como “goma” o “alquitran negro” (“black tar heroin”)
figura 7-C). De aspecto similar a la brea de color oscuro, es una sustancia negra pegajosa

de procedencia americana, con una riqueza del 20%. Se utiliza para inyeccion.

Heroina marrén Heroina blanca Heroina negra

Figura 7: Aspecto de distintos tipos de heroina: A- Heroina Marrén, B- Heroina Blanca

y C-Heroina Negra.
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Metabolismo de la heroina

La heroina (diacetilmorfina, diamorfina) se transforma mediante desacetilacion por esterasas
plasmaticas y la carboxilesterasa hepatica en 6-monoacetiimorfina (6-MAM) y después en
morfina (Figura 8).

| WP N — \
(@)

0 0
>-o 0 o—/< HO 0 oJ< HO © OH

Heroin 6-MAM Morphine

Figura 8: Metabolismo de la heroina

Parece ser que los efectos de la heroina se deben a la 6-MAM y la morfina. La heroina y la
6-MAM tienen una mayor liposolubilidad que la morfina, por lo que si se administra la
heroina por via parenteral puede llegar antes al cerebro y alcanzar alli mayores
concentraciones de morfina. Las semividas de eliminacion de la heroina y de la 6-MAM son
de 3-5 min. y 3-12 min., respectivamente. Cuando la heroina se administra por via
intravenosa las concentraciones maximas de heroina, 6-MAM y morfina se observan a los 1
min., 1 min. y 1-5 min., respectivamente. Si la heroina se administra por via fumada las
concentraciones maximas de heroina, 6- MAM y morfina se observan a los 1-2 min., 2 min. y
1-7 min., respectivamente. Cuando la heroina se administra por via intranasal, las
concentraciones maximas de heroina, 6-MAM y morfina se observan a los 5 min., 5 min. y
12 min., respectivamente. En caso de administrar la heroina por via oral, no se detectan
concentraciones plasmaticas de heroina ni de 6-MAM, y sélo se observan niveles de morfina
y sus metabolitos. La biodisponibilidad de la heroina, medida por las concentraciones de
morfina, es del 80% por via intranasal, cuando es fumada del 89%, en caso de inhalacién de
un chino (chasing the dragon) del 45%, y por via oral del 20-50%. La heroina ilegal contiene
residuos de otros opioides, entre ellos la acetilcodeina, que no se encuentran en el caso de
la heroina de calidad farmacéutica (la que se emplea en terapéutica) La presencia de

acetilcodeina en orina permite diferenciar el consumo de heroina legal de la ilegal. *”

En muchas ocasiones, la heroina se adultera con farmacos como la cafeina, paracetamol,
dextrometorfano, estricnina, quinina, procaina o piracetam, 0 con otras sustancias tales

como leche en polvo.
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4.1.1 ADULTERANTES DE LA HEROINA

Entre las amenazas y problemas emergentes en relacién al consumo y trafico de drogas, se
encuentran los procesos de adulteracion de las drogas clasicas y de una variedad de
sustancias quimicas englobadas en el término de Nuevas Sustancias Psicoactivas (NSP).

Diversos paises han avanzado en procesos de caracterizacion quimica de las drogas, lo que
ha permitido identificar numerosos adulterantes. Desde inicios de este siglo la puesta en
funcionamiento de sistemas de alerta temprana en diferentes regiones asi como el
desarrollo de nuevas técnicas de laboratorio ha permitido el analisis de NSP y de su
composicion quimica. Sin embargo resulta necesario avanzar en el conocimiento sobre
efectos de los adulterantes en la salud de los consumidores de drogas y de su implicacion
en la morbilidad y mortalidad por consumo de drogas.

Entre los usuarios de drogas, la pureza es sinénimo de calidad. Sin embargo los usuarios
consumen drogas que generalmente no contienen exclusivamente el o los principios activos
por el cual se consumen. El grado de pureza y por lo tanto la composicion de una droga
ilicita varia de acuerdo al lugar donde se obtiene, de una semana a otra, e incluso de un dia
a otro. Pueden encontrarse numerosas sustancias diferentes a la droga psicoactiva, a través
de diferentes mecanismos. Dichas sustancias cominmente son llamadas adulterantes. En
sentido estricto, la palabra adulterante hace referencia a sustancias farmacolégicamente
activas con propiedades similares a la droga, que son agregadas para compensar la

potencia perdida en la dilucion.

Los adulterantes se incorporan a las drogas de abuso ilicitas con el objetivo de incrementar

su accion, minimizar efectos indeseables o aumentar la cantidad de producto.® °

Algunos autores clasifican a los adulterantes en: cortes inactivos para referirse a los
diluyentes y cortes activos para referirse a los adulterantes propiamente dichos. La mayoria
de los diluyentes carecen de toxicidad aguda, si bien pueden estar involucrados en la

patogénesis de algunas enfermedades relacionadas al consumo crénico.*

Los efectos de las drogas dependen de las propias sustancias consumidas y de la vias de
consumo utilizadas, asi como del individuo y su entorno. Desde el punto de vista
toxicoldgico la complejidad subyace en que los efectos buscados y aquellos no deseados no
solo dependen de un principio activo, sino de una mezcla o variedad de sustancias que
pueden incidir en el trastorno adictivo asi como en agravar la toxicidad aguda y cronica del

compuesto original.
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El tipo de adulterante de heroina es un factor que incide en la probabilidad de desarrollar
complicaciones, que en algunos casos pueden ser letales. Un estudio realizado en la ciudad
de Viena, Austria, mediante el andlisis de 415 muestras de heroina incautadas en 1999,
revel6 una pureza que oscilaba entre 0 y 47 %, con diluyentes como lactosa y

predominancia de cafeina y paracetamol como adulterantes.

Entre los principales compuestos que pueden utilizarse como adulterantes de la heroina
destacan la cafeina, paracetamol y dextrometorfano, cuyos efectos al mezclarse con la

heroina se describen a continuacion.*!
Cafeina

La cafeina es un alcaloide de la familia metilxantina, cuyos metabolitos incluye los
compuestos teofilina y teobromina, con estructura quimica similar y efectos similares

(aunque de menor intensidad). Su estructura quimica se muestra en la figura 9.

La cafeina es el compuesto psicoactivo mas consumido a nivel mundial. A dosis bajas no
téxicas en el ser humano, potencia la atencién, el estado de alerta y la vigilia; mientras que a
dosis mas altas provoca ansiedad, nerviosismo, insomnio, palpitaciones, irritacién gastrica o

incluso convulsiones si se ingieren dosis téxicas.

O FHS
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Figura 9: Estructura quimica de la cafeina

El mecanismo de accién principal de la cafeina a nivel cerebral se basa en el blogueo
competitivo no selectivo de receptores de adenosina, fundamentalmente receptores Al y
A2A. Por otro lado, su efecto estimulante motor se fundamenta en el blogqueo de receptores
A2, disminuyendo asi la inhibicién ejercida por la adenosina enddgena sobre la transmision

dopaminérgica en el estriado.

La cafeina puede vaporizar la heroina a temperaturas mas bajas y asi ser mas facilmente
fumada. Ademas su efecto psicoactivo como estimulante y reforzador positivo también

podria explicar su alta prevalencia en dichas muestras.™
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PARACETAMOL

El paracetamol es un analgésico muy comun de venta sin receta. Es facil de adquirir y
relativamente barato. Sus leves propiedades analgésicas y su sabor amargo podrian
disimular heroina de menor calidad. El uso de paracetamol como adulterante para la heroina
se ha documentado en muchos paises y regiones. Su estructura quimica se muestra en la
figura 10."

H
N_ _CH,

b

O
HO

Figura 10: Estructura quimica del paracetamol

El paracetamol (acetaminofén) es un analgésico de uso corriente. Actla inhibiendo la
sintesis de prostaglandinas, sustancias responsables en el organismo de la aparicién del
dolor. También produce efectos antipiréticos (reduccion de la fiebre), ya que actia en el
centro hipotalamico regulador de la temperatura.

El paracetamol es el principio activo de muchos productos disponibles para combatir los

sintomas del resfriado y de la gripe.

El paracetamol en dosis altas es téxico para el higado (hepatotoxicidad). Se consideran
dosis altas una dosis Unica de paracetamol de 10 gramos, dosis continuadas de 5 gramos al
dia en personas no consumidoras de alcohol con buena salud o 4 gramos al dia en
consumidoras habituales de alcohol. Sin un tratamiento adecuado en el momento oportuno,
la sobredosis de paracetamol puede dar como resultado un fallo hepético seguido de la

muerte al cabo de unos dias.

No es recomendable mezclar con alcohol pues puede provocar dafios en el higado, ya que
comparte metabolismo hepatico con el alcohol. Esto es importante porque muchas personas
utilizan la cocaina, el speed u otras drogas junto con alcohol para combinar sus efectos y, a

veces, el paracetamol se utiliza para adulterar diversas drogas.**
DEXTROMETORFANO

El dextrometorfano (DXM) es un farmaco ampliamente utilizado desde hace mas de 40
afios. El dextrometorfano es el dextro-isémero del éter metilico del levorfanol (Figura 11), un

analogo de la codeina y un derivado semisintético de la morfina.
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Figura 11: Estructura quimica del dextrometorfano

A pesar de ser un derivado del levorfanol, un agonista mu-opioide, no produce todos los
efectos del sistema nervioso central (SNC) habituales en los agonistas opiaceos, ni los
efectos tipicos de los opidceos, incluida la dependencia.

A dosis terapéuticas, el dextrometorfano produce efectos minimos analgésicos y antitusivos
y se ha utilizado para aliviar la tos causada por infecciones viricas leves del tracto
respiratorio superior o por irritantes inhalados, y se cree que es mas eficaz para la tos

cronica, pero no productiva.

A diferencia del isémero levo, fiscalizado este Ultimo en la lista | de la Convenciéon Unica
sobre Estupefacientes del JIFE, Junta internacional de Fiscalizacion de estupefacientes,
carece de actividad analgésica y capacidad de producir depresién respiratoria. Existe, no

obstante, cierto riesgo de abuso, sobre todo en adolescentes. *°

El dextrometorfano no suele considerarse una de las denominadas y mas comunes "drogas
recreativas”, como el MDMA (3,4-metilendioxi-N-metilanfetamina) o el éxtasis, la ketamina,
la metanfetamina u otras drogas utilizadas principalmente por los jovenes para aumentar la

percepcién y los efectos recreativos.

Para muchos jévenes, el dextrometorfano puede ser una droga atractiva de potencial uso
indebido debido a una multiplicidad de factores, entre los que destacan su coste
relativamente barato y su disponibilidad sin receta médica. Esta facilidad de acceso y de
adquisicion "a la carta" puede contribuir involuntariamente a su presunciéon de seguridad.
Los consumidores ocasionales de caracter recreativo no presentan de una clara
dependencia fisica o de un sindrome de abstinencia. Aquellos que utilizan frecuentemente el
dextrometorfano como droga de abuso tienen sintomas de abstinencia leves que son
similares a los de la abstinencia de los opiaceos. Sin embargo, existe una importante
tolerancia al dextrometorfano que es necesario superar para conseguir el "subidon"
deseado. La euforia del dextrometorfano se ha descrito como una euforia del tipo de la
fenciclidina, lo que ha llevado a referirse al dextrometorfano en la calle como el "éxtasis de

los pobres".*
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4.1.2 FENTANILO

El fentanilo se sintetizé por primera vez hace mas de 40 afios. Es un fuerte opioide sintético
similar a la morfina, pero hasta 100 veces mas potente que esta y 50 que la heroina,
existiendo analogos al mismo, como el carfentanilo, que llegan a ser hasta 10000 veces mas

potentes que la morfina.'’

Se utiliza como complemento analgésico narcotico en la anestesia general y regional, asi

como en el tratamiento del dolor crénico persistente y grave.

El fentanilo se vende habitualmente en forma de polvo para disolver e inyectar, fumar o

inhalar, como aerosoles nasales, liquidos o en forma de pastillas.

Hay dos fuentes principales de fentanilo en el mercado de las drogas "recreativas". La
primera, la mas comun, combina el fentanilo fabricado ilicitamente a partir de fuentes
clandestinas con heroina (“falsa heroina") para aumentar su potencia a un bajo coste, o se
incluye, con menos frecuencia, en productos de cocaina. También puede mezclarse y
venderse en forma de comprimidos que contienen oxicodona, hidrocodona o alprazolam. La
otra forma de obtener fentanilo es a través del desvio de medicamentos que contienen

fentanilo, especialmente los parches transdérmicos (FTP).

El fentanilo funciona al unirse a los receptores opioides del cuerpo, los cuales son
encontrados en las areas del cerebro que controlan las emociones y el dolor. Cuando las
drogas opioides se unen a estos receptores, ellos pueden incrementar los niveles de la
dopamina en las areas de recompensa en el cerebro, produciendo un estado de euforia y

relajacion.

Los receptores opioides también son encontrados en las areas del cerebro que controlan el
ritmo de respiracién. Dosis altas de opioides, especialmente los opioides potentes como el
fentanilo, pueden causar que la respiracion se ralentice mucho o se pare completamente, lo
que puede dar lugar a una hipoxia, que pude producir un estado de coma, causar graves
dafios cerebrales e incluso la muerte. La alta potencia del fentanilo aumenta enormemente
el riesgo de tener una sobredosis, especialmente si una persona que usa drogas no sabe

que un polvo o una pastilla contiene el fentanilo.

En los ultimos afios se ha producido un aumento sin precedentes de las intoxicaciones
relacionadas con el fentanilo, algunas de ellas mortales, en diversas partes del mundo. La

mayoria se ha atribuido al consumo de heroina mezclada con fentanilo ilicito, un opioide
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mucho mas potente. Algunos consumidores no son conscientes de esta adulteracion, por lo
que el riesgo de sobredosis y envenenamiento es muy alto. Dado que los problemas
sanitarios, sociales y econémicos relacionados con el fentanilo (asi como con sus analogos
y otros opioides sintéticos) no dejan de crecer, se necesitan urgentemente nuevas
estrategias y tecnologias integradoras y eficaces a gran escala destinadas a la reduccion de

la oferta y al mantenimiento de las sobredosis. ** *°

5. LOS ALIJOS DECOMISADOS

Segun la R.A.E los alijos son “conjunto de géneros o efectos de contrabando”y decomisar
‘incautarse de algo que ha caido en decomiso”, por tanto, etimolégicamente hablando, los
alijos decomisados son aquellos productos con los que se trafica, se realiza contrabando,

gue son intervenidos por las fuerzas de orden publico.

Si atendemos a pardmetro estadisticos, durante el afio 2020 se produjo un leve descenso de
las detenciones por trafico de drogas (0,24%), observandose un gran aumento de las
incautaciones de productos del cannabis (hachis, marihuana e incluso plantas), de las
drogas sintéticas (muy espectacular en el caso del MDMA, 483% de aumento), leve
disminucion en el caso de la cocaina (2,5%) y mas acusado este descenso en la heroina
(23,5 %) y sobre todo de las NSP (67%).

El Citco considera como principales indicadores del trafico de drogas, entre otros, las
detenciones llevadas a cabo y el numero de denuncias relacionadas con el consumo y
tenencia de drogas. Asi, segun la memoria anual de dicho organismo, se produce un total de
24114 detenciones durante el afio 2020, practicamente las misma que el 2019, frenandose

asi el progresivo aumento que se venia produciendo durante afios anteriores (Figura 12).%°

24171 24114

——
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/77—

2019 2020

Figura 12: Detenciones memoria CITCO pagina 14

En la Figura 13 podemos observar el numero de detenciones por familias de sustancias, de

las que el 6,11% corresponden a opiaceos, mayormente heroina
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Figura 13: Opiaceos por familias, memoria CITCO pagina 14

Igualmente, En la Figura 14 se muestra en la gran disminuciéon de las denuncias por
consumo Yy trafico de estupefacientes con respecto a afios anteriores y en la figura 15 se

observa la distribucion de denuncias por Comunidades Autbnomas en el afio 2020.

401914
392 900

381.100

376.271

337.772

2016 2017 2018 2019 2020

Figura 14: Denuncias formuladas en la aplicacion de la L.O. 4/2015 de Proteccién de

Seguridad Ciudadana

Figura 15: Nomero de denuncias por provincias CITCO pagina 15
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Debemos tener en cuenta que estos datos estan afectados por la situacion que se vivio a
nivel mundial durante todo el afio 2020, con la aparicién de la pandemia del Coronavirus, no
siendo Espafia una excepcion en este particular, y que provoco el cambio de hébitos en el
consumo de sustancia estupefacientes. Basta con observar las noticias en los diarios (tanto
escritos, como tv, radio....) y darnos cuenta de cémo influyo la pandemia en la distribucion
de las drogas, con numerosos “riders”, repartidores de comida a domicilio, implicados sin
tener conocimiento de ello, y convirtiéndose en las improvisadas “mulas” de la red de

distribucién de las mencionadas sustancias.*

Lo anteriormente indicado estd sustentado en los informes de la UNODC, que nos indica
gue la oferta y el trafico de drogas demostraron ser resistentes a los cambios relacionados
con la COVID-19, asi después de las interrupciones iniciales, la produccién mundial de
drogas en gran medida no se vio afectada por la pandemia.

Cinéndonos a los opiaceos, su produccién continué practicamente sin cambios. Una
combinacién entre el momento de las cosechas en Myanmar y México y sobre todo las
estrategias de produccion o adoptadas por los agricultores en Afganistan (el mayor
productor del mundo, cerca del 85%), con una mayor implicacién familiar, mujeres y nifios,
asi como de trabajadores locales dio lugar a que la produccién en 2020 practicamente no se
viera afectada. Ademas como no existen indicios de ninguna interrupcién en la disponibilidad
de precursores quimicos para fabricar heroina, es probable que su produccién mundial

tampoco se haya visto afectada por la pandemia.

Se observd un aumento de las incautaciones de heroina en el Océano indico (Ruta
Meridional), las rutas terrestres de transporte hacia Europa se habrian vuelto muy
arriesgadas durante la pandemia, esto indicaria un cambio de tendencia en las estrategias

de las organizaciones de trafico de drogas, resultado de las medidas por el COVID-19.%

La tabla 3 nos muestra que, a pesar de las dificultades sobrevenidas por la pandemia,
durante el afio 2020 el “menudeo” de heroina sigue siendo bastante elevado, a pesar de

representar tan solo poco mas del 2% de toda la cantidad incautada de la citada sustancia.

UNED. Facultad de Ciencias. Departamento de Ciencias Analiticas 21



Optimizacion de un método UHPLC para deteccion y cuantificacion de heroina en muestras de alijos decomisados. José Carlos Rodriguez Matas.

Tabla 3: Heroina incautada en Espafa. Kg por tipo de trafico Cltco pagina 61

N° Ne I{Zantidi::l

Detenciones Denunciados neauta

(kg)
Pequeiio trafico y consumo 9584 1.206 4

Mediano trafico 9 1.186 27

Gran trafico 0 125 141

Pequefio Trdfico y Consumo Mediano Tréfico Gran Tréfico
Menos de 10 gramos De 10 gramos a 1 kilogramos Desde 1 kilogramos

6. DETERMINACION DROGAS EN ALIJOS

Las drogas de uso ilicito, consumidas con el propoésito final de alterar el estado de
conciencia o percepcion, forman parte de las llamadas sustancias controladas, cuyo analisis
confiable es muy importante en diferentes ramas de la ciencia, por ejemplo, en medicina,
toxicologia, control de doping, asuntos legales (ciencias forenses), pruebas para empleo o
supervision laboral, accidentes de trafico, programas de rehabilitacion, entre otras areas.
Existen diferentes escenarios posibles, cuando se necesita determinar la presencia de
sustancias ilicitas (drogas) y cuantificarlas. Se han desarrollado diferentes protocolos de
andlisis (muestreo, extraccion, determinacién cualitativa y cuantitativa) de estas sustancias,
gque se encuentran tanto en forma (relativamente) pura (gj., clorhidrato de cocaina), como en
mezclas complejas (street drugs, drogas de la calle o de disefio) o a nivel de trazas

(superficies de contacto, fluidos fisiolégicos).

En general, los analitos (sustancias controladas, sus derivados o metabolitos) se podrian
dividir en dos grupos grandes: (1) muestras bulk (en volumen), por ejemplo, la droga
incautada, pastillas distribuidas al por menor (street drug) en la calle, productos fabricados
en un laboratorio clandestino, entre otros y (2) a nivel de trazas; entre estos ultimos figuran
muestras toxicologicas (fluidos, érganos, tejidos), muestras recolectadas de las superficies
de contacto con la droga, manos, empaques, tapetes, ropa, etc. Un grupo de analitos muy
sui generis lo representan las sustancias encontradas en los laboratorios clandestinos,
donde se extrae (ej., cocaina, morfina) o se sintetiza la droga de uso ilicito (ej.,
anfetaminas). En estos laboratorios clandestinos, los materiales de partida, los disolventes o

los productos de sintesis obtenidos pueden tener rotulos o etiquetas en los recipientes muy
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distintos a su verdadero contenido y hay que tener mucha precaucion para llevar a cabo la

marcha analitica y la determinacién de la naturaleza quimica de las sustancias.

Los analisis de sustancias controladas pueden dividirse en dos grandes grupos, segun el
propdsito o alcance final: (1) pruebas presuntivas (preliminares o de tamizaje, screening) y
(2) pruebas confirmatorias. Las pruebas presuntivas comprenden las reacciones de color,
que se realizan in situ con un kit de reactivos especificos (por ejemplo, reactivo de Ehrlich,
prueba de Marquis, reactivo de Mandelin, prueba de Scott, entre otros) que se usan, por
ejemplo, en aeropuertos, puertos maritimos, aduanas, etc.; la cromatografia de capa fina
(TLC, Thin-Layer Chromatography, por sus siglas en inglés), sobre todo, la TLC de alta
eficiencia, que se practica en muchos laboratorios toxicologicos, por ser un método rapido,
relativamente sencillo, para establecer la presencia de una droga, ej., en casos de
intoxicaciones, sobredosis, etc.; los inmunoensayos (por ejemplo, RIA, Radioimmunoassay;
ELISA, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay; Enzyme-multiplied immunoassay technique,
EMIT, por mencionar algunos), que permiten seleccionar, de un gran nimero de muestras,
aguellas con la respuesta positiva, para seguir luego con su analisis confirmatorio. La
cromatografia de gases tradicionalmente es el método mas empleado para andlisis de
drogas de control y sus metabolitos; tipicamente se usan detectores convencionales, ej., FID
(detector de ionizacién en llama), NPD (detector de nitrégeno y fésforo) o ECD (detector de
captura de electrones, para derivados), se comparan los tiempos de retencién (tg) de las
sustancias (drogas) con los del material de referencia (patrones); la coincidencia de los tg de
los analitos (drogas y sustancias-patrén) resulta ser un evento necesario, pero no suficiente
para la identificacion confirmatoria de la sustancia. Para la confirmacién positiva es
necesario no solamente tener el material de referencia, sino disponer de un sistema de
deteccion espectroscopica. Entre los mas usados, un detector selectivo de masas (MSD),
que permite obtener y comparar los espectros de masas de la sustancia “X” y del

compuesto-patrén.?®

A la hora de elegir la muestra adecuada para realizar los analisis de muestras de drogas de
abuso, existen diferentes factores a considerar para obtener la informacion requerida. Asi,
habra que tener en cuenta si se desea obtener una informacién meramente cualitativa o
también cuantitativa de las sustancias objeto del estudio, el tipo de las mismas

(cannabinoides, opiaceos, NPS....), o la matriz en la que se halla inmersa la muestra.

Este Gltimo aspecto, la matriz, es especialmente relevante, y mas para el objeto del presente

documento. Evidentemente, no es lo mismo tener que determinar drogas de abuso sobre
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matrices bioldgicas, cabello, orina, sangre..., que sobre alijos decomisados. La problemética

que surge en uno u otro caso es completamente distinta.

7. TECNICAS ANALITICAS PARA LA DETERMINACION HEROINA Y OTRAS DROGAS
EN ALIJOS

Como ya hemos comentado, la sustancia objeto de este trabajo es la heroina, opiaceo ilicito
de mayor consumo, proveniente del trafico de estupefacientes e intervenido por las fuerzas
policiales. Se encuentra fiscalizada en las lista | y IV de la Convencion Unica sobre
Estupefacientes del JIFE, Junta internacional de Fiscalizacion de estupefacientes. La lista |
hace referencia a sustancias que son muy adictivas o de probable uso indebido y
precursores que se pueden convertir en estupefacientes que son igualmente adictivos y
también de probable uso indebido. La lista 1V, sustancias sujetas a especiales medidas de
fiscalizacién, corresponde a determinadas sustancias enumeradas en la lista | consideradas
“particularmente nocivas por sus propiedades adictivas” y con escaso o nulo valor

terapéutico.”*
7.1. METODOS DE TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS

La preparacion de la muestra es adn un paso vital del proceso analitico ya que asegura que
las muestras sean adecuadas para la determinacion cromatogréfica. Las técnicas
actualmente usadas dependen del estado de agregacion de la muestra a ser analizada y de
la naturaleza de los analitos (ejemplo, volatilidad y estabilidad térmica). Entonces, en la
aplicacion de CG-EM a drogas de abuso y otras drogas en fluidos corporales, es de
fundamental importancia la preparacién y/o la concentracién de la muestra, y mas aun el
método elegido para hacerlo, que tiene que ser preciso y reproducible. Originalmente, el
método mas comun de extraccion de la droga de la muestra era la extraccion liquido-liquido.
Sin embargo, en afios recientes, particularmente como el ensayo de drogas se hizo mas
comun en lugares de trabajo y en areas atléticas, se comenz6 a usar la extraccion en fase
sélida (solid-phase extraction: SPE). Casi todas las determinaciones realizadas por CG
requieren varios pasos de extraccion, limpieza y preconcentracion. Los inconvenientes de
estas etapas se pueden superar mediante automatizacion. Entre las diferentes alternativas
de extraccion/ limpieza/preconcentracion, la extraccion en fase sélida (SPE) es la preferida

para el pretratamiento de muestras ambientales, de alimentos y bioldgicas.?

En el presente trabajo se determina heroina procedente de alijos, por tanto la matriz de la

muestra es la droga en si misma, evidentemente en la casi totalidad de las ocasiones, con
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diferentes acompafiantes, sustancias de corte, adulterantes, productos provenientes de su
elaboracion y degradacion... esto simplifica enormemente el tratamiento de la matriz y
generalmente basta con una simple disolucién de la muestra en el disolvente adecuado para
su analisis por, en el caso que nos ocupa, cromatografia de gases y cromatografia de
liguidos de alta resolucion, en contraposicion con el tratamiento a realizar, como ya se ha

indicado, en caso de tener que determinarla en muestras biol6gicas.

7.2. ANALISIS CUALITATIVO. SCREENING

En este trabajo, para el andlisis cualitativo de las muestras pulverulentas sélidas
procedentes de alijos se emplea la cromatografia de gases con detector selectivo de masas
como método de screening. Esta técnica es una de las técnicas mas frecuentemente
utilizadas para la identificacion de muestras de drogas con fines forenses, debido a que
realiza una identificacién exacta y la cuantificacion de las sustancias de abuso o sus
metabolitos. Como técnica combinada con espectrometria de masas, auna el poder de
discriminacién y la sensibilidad de un cromatégrafo de gases (GC) con la especificidad para
la muestra analizada que aporta una técnica espectroscépica. Ademas puede proporcionar
datos espectrales altamente especificos de las distintas sustancias presentes en una mezcla

compleja sin necesidad de aislarlos previamente.

7.2.1 Cromatografia de gases

La cromatografia es una técnica de separacion, su gran capacidad para resolver muestras
complejas la hace idénea para usarla como técnica analitica. Se basa en la distribucién de
los componentes de una mezcla entre dos fases inmiscibles, una estacionaria y otra mavil.
Esto ha llevado al desarrollo de una instrumentacion que puede operar en continuo, con
mayor eficacia en la separaciéon y mayor control de las condiciones cromatograficas para

incrementar la reproducibilidad de los resultados.

La cromatografia de gases es una técnica que se desarrollé hace cinco décadas, se empleé
inicialmente para compuestos volatiles que no se descompusieran al calentarse, pero

actualmente se ha extendido a polimeros que al calentarse producen monémeros volatiles.

Su rapidez y buena resolucién se han aplicado al andlisis de mezclas complejas de
hidrocarburos, pesticidas en el suelo y productos vegetales, drogas en sangre, solventes de
uso industriales y sustancias ecotoxicas derivadas de los pesticidas, que se consideran

contaminantes ambientales, aromas, saborizantes empleados en alimentos, fragancias

UNED. Facultad de Ciencias. Departamento de Ciencias Analiticas 25



Optimizacion de un método UHPLC para deteccion y cuantificacion de heroina en muestras de alijos decomisados. José Carlos Rodriguez Matas.

empleadas en la industria de perfumes y en ciencias forenses para identificar sustancias

inflamables causantes de incendios.

Para que la aplicacion de ésta técnica tenga éxito es necesaria una cuidadosa seleccion de
las columnas cromatograficas empleadas. En general, la cromatografia de gases las
columnas y detectores son mas especificos que los de la cromatografia liquida,
empleandose también volimenes de muestra menores debido a la menor capacidad de las

columnas.

La cromatografia de gases es la técnica cromatografica usada con fines analiticos de mas
amplia utilizacién debido a su capacidad de separacioén o sensibilidad a la hora de analizar

compuestos volatiles® %’

Las técnicas de cromatografia de gases (GC) y espectrometria de masas (MS), unidas es un
poderoso tandem, GC-MS, ya que son herramientas imprescindibles en los andlisis
ambiental, forense, de productos naturales, control de doping, alimentos, toxicologia y en

muchas més areas de investigacion.

El MSD (detector selectivo de masas) es un sistema de deteccion cromatogréafica que a
través de un espectro de masas (junto con los indices de retencién cromatograficos permite
elucidar la estructura del analito. Lo mas interesante del MSD es su capacidad de funcionar
como un sistema de deteccion universal, detector selectivo o detector especifico. La
transmision por el analizador, la separacion y el registro de todos los iones que se forman y
emergen de la camara de ionizacién en funcion de tiempo, llamado el modo de full scan
(barrido completo), permite el funcionamiento del MSD como detector cromatografico
universal. Los espectros de masas obtenidos para cada pico cromatografico pueden ser

comparados con los de las bases de datos (bibliotecas de espectros) comerciales.

Los detectores selectivos de masas se dividen en dos grandes grupos. El primero, lo
constituyen los analizadores de barrido (Scanning Analyzers). Entre éstos se encuentran los
analizadores sectoriales, ej., de deflexion magnética de un enfoque o de dos enfoques,
cuando se agrega otro analizador, electrostatico, y los analizadores cuadripolares. El
segundo grupo lo conforman analizadores de transmisién de iones simultanea. Entre éstos,
figuran los de tiempo de vuelo (TOF), diferentes tipos de trampas idnicas (IT) y analizadores
de masas con transformada de Fourier (FT-MS, Fourier Transform Mass Spectrometers, por
sus siglas en inglés), concretamente, espectrometros de masa de resonancia ion-
ciclotrénica (ICR-MS, lon-Cyclotron Resonance Mass Spectrometry, por su siglas en inglés);

los ultimos han adquirido ultimamente popularidad en el campo de técnicas de acoplamiento
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tanto de cromatografia liguida como de gases. Los detectores selectivos de masas se

diferencian entre si por sus propiedades o especificaciones técnicas y alcances analiticos. ?®
7.3. ANALISIS CUANTITATIVO

A continuacion se describen muy brevemente las técnicas analiticas de separacion y
detecciébn empleadas en la determinaciébn de heroina y otras drogas haciendo mayor
hincapié en la Cromatografia Liquida de Ultra Alta Resolucién (UPLC) por ser la empleada
en la parte experimental de esta memoria.

7.3.1 Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC)

La Cromatografia de liquidos, es una técnica de analisis quimico ampliamente utilizada, la
cual permite separar fisicamente y cuantitativamente los distintos componentes de una
solucién por la absorcion selectiva de los constituyentes de una mezcla, consta de dos
fases, una fija que suele llamarse fase estacionaria, y una moévil (fase movil) que fluye

permanente durante el analisis, y que en este caso es un liquido. %

Existen distintos tipos de cromatografia liquida, que se muestran en la tabla 4.

Tabla 4: Tipos de cromatografias de liquidos.

: . Fase Método de fijacion de la fase
Tipo Fase Movil : : : :
estacionaria estacionaria
L o o Adsorbida en un solido sostenido en una
Particion Liquido Liquido
columna tubular
Adsorcion Liquido Solido Sostenida en una columna tubular
Papel Liquido Liquido Sostenida en papel
) o . o Solido sostenido en placa de vidrio o
Capa fina Liquido Sdlido o Liquido | =~ | ) i
liquido absorbido sobre particulas
Gel Liquido Liquido Sostenido en un polimero sélido
Intercambio o . Resina de intercambio i6nico en una
o Liquido Solido
i6nico columna tubular

Para realizar una cromatografia liquida tan solo es necesario disponer de las dos fases
implicadas en el proceso y de la columna, la moderna cromatografia de liquidos de alta
eficacia debido al pequefio diametro de las particulas de la fase estacionaria que se utilizan,

requiere de la utilizacion de unos dispositivos que constituyen el cromatégrafo.
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Como detectores, uno de los utilizados es el detector de fotodiodos (detector de fotodiodos
lineal (LPAD) o detector de matriz de diodos (DAD) que fue introducido en el mercado por
Hewlett-Packard en 1982. Sn embargo, Las técnicas de ionizacion a presion atmosférica
han revolucionado la deteccién en LC-MS. La combinacién de la cromatografia liquida con
espectrometria de masas (LC- MS, liquid chromatography-mass spectrometry) tiene gran
potencial, y se aplica cada vez a mas campos, con el objetivo de separar, identificar y
cuantificar componentes de bajos pesos moleculares, y caracterizar productos de altos
pesos moleculares.

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) es la técnica cromatografica liquida mas
utilizada en el andlisis cualitativo y cuantitativo de medicamentos y drogas. También se
también se utiliza para la identificacion y cuantificacion de compuestos en el proceso de

desarrollo de fAarmacos y se ha se ha utilizado en todo el mundo desde hace décadas.

Sin embargo, ciertas necesidades analiticas no pueden ser satisfechas por el método HPLC,
como es la determinacion de muestras complejas: muestras biolégicas, productos de

degradacién, impurezas, excipientes, metabolitos de farmacos e isémeros de farmacos.

En HPLC surgen problemas relacionados con la determinacién de analitos a baja
concentracion (0,1%), velocidad de andlisis y resolucién por unidad de tiempo. Para lograr
una mejora en la resolucion, la velocidad y la sensibilidad en LC, se ha desarrollado un
nuevo disefio de sistema con un avance significativo en la instrumentacion y la tecnologia de
columnas basado en particulas de menos de 2 micras llamado cromatografia liquida de ultra

alto rendimiento (UHPLC) que, también se conoce como UPLC.%* %

Hoy en dia las industrias farmacéuticas se centran en nuevas formas de aumentar la

economia y acortar el tiempo de desarrollo de farmacos.
7.3.2 Cromatografia Liquida de Ultra Alta Resolucién (UPLC)

Cada vez es mas necesario disponer de métodos de separacion rapidos y ultrarrapidos con
buena eficacia y resolucion. UPLC, también conocida como cromatografia liquida de ultra
alto rendimiento (UHPLC), es una nueva técnica, derivada de HPLC, que ofrece una nueva
via para la cromatografia liquida ya que mejora la capacidad de dicha cromatografia en
cuatro areas principales como son el aumento de la velocidad, la sensibilidad, la resolucion y
la precision.

La cromatografia liquida de ultra rendimiento/resolucion (UPLC) se ha convertido en una
técnica muy utilizada, que aprovecha al maximo los principios cromatogréficos para realizar

la separacion, utilizando columnas cortas empaquetadas con particulas mas pequefas (sub-

UNED. Facultad de Ciencias. Departamento de Ciencias Analiticas 28



Optimizacion de un método UHPLC para deteccion y cuantificacion de heroina en muestras de alijos decomisados. José Carlos Rodriguez Matas.

2 um), lo que permite que la fase movil tenga mayor flujo a través de la columna para que se
produzca una separacion mas rapida, sensible y con mayor resoluciéon. Esto por tanto, ha
permitido reducir el tiempo de analisis, mejorar la eficiencia de los picos (anchura de los
mismos), mejorar la resolucion y disminuir el uso de disolventes en comparacioén con la
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) convencional. Ademas, el sistema UPLC
permite la deteccion de analitos a concentraciones muy bajas debido a la mejora de la

relacion sefal/ruido.

El volumen de inyeccién en UPLC puede reducirse significativamente sin pérdida de
sensibilidad. Sin embargo, el uso de columnas cortas (50-100 mm), empaquetadas con
particulas de menos de 2 ym en la cromatografia liquida (LC) convencional, esta limitado
por el aumento de la contrapresion de la columna (>40 MPa) que no es compatible con la
instrumentacion convencional. La necesidad de utilizar instrumentacion dedicada a la UPLC

es una limitacién de esta técnica. 3>

Para la instrumentacion del equipo de UPLC se tiene un carrusel o una bandeja,
donde se coloca la muestra, un dispositivo para suministro del eluyente que incluye una
bomba, dispositivo de inyeccion, la columna UPLC, detectores, una botella de desechos
y el registrador de datos, como se muestra en la Figura 16.

Mobile Phase

- N | Detection
M ’\
||| || @ —
e —
\  Mass Spectrometer :
& )
s \Vaste Bottle Flow of sample to mass spectrometer
Figure 1.

Flow diagram of ultra performance liquid chromatography-mass spectrometry.

Figura 16: Esquema de los componentes principales de un UPLC.

En cromatografia liquida las muestras a inyectar tienen que pasar previamente por un
proceso de preparacion para que puedan estar en solucion, para eso se puede diluir,

disolver o afiadir un estandar.
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Los tipos de muestras a usar son carbohidratos, aminoacidos, pesticidas, farmacos,

vitaminas, azlcares, alimentos, asi como muestras de agua y suelo.

Los detectores utilizados dependen de la muestra que va a ser inyectada y la propiedad
de esta que serd aprovechada, entonces pueden ser aquellos que responden a una
propiedad de la disolucién, es decir de la fase mdvil, como son: indice de refraccion,
electroquimico. También se tienen aquellas que aprovechan una propiedad del soluto
tal como: absorbancia UV-Visible, fluorescencia, absorbancia, radioactividad, infrarrojo
entre otros. En nuestro caso el cromatégrafo UPLC, utiliza detectores de fluorescencia o de
arreglo de diodos.*

En la cromatografia tiene una gran importancia la temperatura, dado que permite trabajar
con flujos mayores, diluye la viscosidad de la fase mévil lo que incrementa la rapidez
de circulacién del flujo. Para el UPLC, como antes fue mencionado, la presion es
importante dado que agiliza el andlisis, sin embargo, a largo plazo reduce la vida util de

las columnas y requiere mayor mantenimiento. >

En los ultimos afios, UPLC se ha convertido en una parte integral de cualquier laboratorio ya

que reduce el tiempo de funcionamiento, asi como el costo para cualquier analisis.

Entre las aplicaciones de la cromatografia liquida en la industria se puede destacar:
deteccion de drogas Iilicitas, toxicologia forense, tecnologia alimenticia, ciencia clinica,

manufacturas productos para que tenga mayor pureza.
7.3.3. Comparacién de las técnicas de separacion UPLC vs HPLC

El tamafio de particula y la presion de bombeo son las dos principales diferencias entre
HPLC y UPLC. El principio subyacente que hace que UPLC mejore a HPLC es el empleo de
un tamafio menor de particula del relleno de la columna, menor de 2 um de diametro, lo que
hace que el tiempo de retencion sea menor y por tanto mejora la eficiencia, aumenta la

velocidad, precision, sensibilidad y, por tanto, la resolucion.

Con respecto a la presion, UPLC, como su nombre indica (ultra rendimiento o ultra-presion)
trabaja a muy alta presion, hasta 1200 bares, mientras que en HPLC la presiéon de la bomba

no supera, generalmente, los 300-400 bares.

UPLC ha adquirido importancia dentro de las aplicaciones de la cromatografia liquida debido
a su mayor sensibilidad y poder de separacion en comparacion HPLC, haciendo que
disminuya el tiempo y el coste de los andlisis. Entre sus aplicaciones encontramos el andlisis

de compuestos de alimentos y plantas, por ejemplo, vitaminas, fenoles y alcaloides. En el
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campo de la seguridad alimentaria, la UPLC se utiliza para la determinacion de residuos de
pesticidas y sus metabolitos, y de aminas aromaticas heterociclicas. Las principales
aplicaciones de la UPLC en los analisis farmacéuticos incluyen el control de calidad y la

supervision de la estabilidad de los productos, el descubrimiento y el desarrollo de farmacos

En resumen, ambas técnicas HPLC y UPLC tienen ciertas ventajas: un corto tiempo de
andlisis, resultados de alta resolucion y sensibilidad, autométicas, entre otras. Eso hace que
por ejemplo la industria farmacéutica las use constantemente para el control de la calidad de
los farmacos elaborados y a su vez verificar la pureza de los componentes que conforman
los antibiéticos. De la misma manera, son aprovechadas por otras industrias como la
alimentaria, la quimica, ambiental entre otras. No obstante resultan ser técnicas muy
costosas, en especial UPLC. Ademas, sus manejos son muy complejos y precisa de

expertos para manipularlas.®**

A continuacion en la figura 17, se comparan dos cromatogramas de ambas técnicas.

0.28 -
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Figura 17: Comparacion cromatogramas HPLC vs UPLC.

Como se puede observar en UHPLC, el tiempo de analisis ha sido menor manteniendo una
separacion satisfactoria de los compuestos. En UHPLC los tres compuestos se separan en

2,5 minutos mientras que en HPLC en 20 minutos.*

Aunque la GC capilar ofrece la mayor capacidad de picos de las técnicas de separacion
disponibles, puede ser probleméatica para los solutos que son térmicamente degradables,
altamente polares o no volatiles. Las técnicas de separacion en fase liquida, como la
electroforesis capilar (CE) y la cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), que
también ofrecen una deteccién sensible, no sufren las limitaciones anteriores y se han
utilizado ampliamente para la elaboracion de perfiles de heroina. La CE, que tiene una
capacidad de pico menor que la GC capilar, se ha investigado con deteccion ultravioleta de

matriz de fotodiodos (PDA UV) y la deteccion por fluorescencia inducida por laser (LIF). La
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HPLC, que tiene menor capacidad de pico que la CE, se ha utilizado con deteccién UV y

PDA UV y deteccion por fluorescencia y electroquimica.***°

8. PARTE EXPERIMENTAL

8.1 JUSTIFICACION

El presente documento surge de una colaboracion entre el INTFC y la UNED. EI INTCF en
su servicio de drogas, y mas concretamente en la seccion de alijos, que es la que nos atafie,
realiza de manera rutinaria el analisis de miles de muestras correspondientes a
incautaciones realizadas por las Fuerzas y cuerpos de Seguridad de Estado, de las cuales
una buena parte son, presuntivamente, de heroina.

El método utilizado actualmente, para el andlisis utiliza dos técnicas, la CG y la HPLC y esta
debidamente validado y acreditado por ENAC, pero presenta varios inconvenientes: precisa
un amplio tiempo para el andlisis de cada muestra, que ademas debe realizarse por
duplicado, con lo que ello supone a nivel de coste, tanto econémico, como de recursos
humanos e incluso a nivel medioambiental.

Todo ello hace, que se busque nuevas alternativas para hacer los analisis rutinarios de
drogas y en especial de heroina. Se ha decidido optimizar un método de Ultra
Cromatografia de Liquidos (UPLC) aprovechando las caracteristicas del equipo de
Cromatografia de liquidos de alta eficacia (HPLC) que permite trabajar en condiciones de
UPLC, y partiendo de las caracteristicas del método actual existente, HPLC con objeto de
desarrollar un nuevo método mejorado.

Para poder apreciar las mejoras que se proponen con el nuevo método de UPLC se va a
realizar una breve descripcion del método de determinacién de heroina que se emplea

actualmente de Cromatografia de Gases (CG) y de HPLC.

8.2 EQUIPOS Y REACTIVOS
8.2.1 Equipos

La separacion cromatografica para el screening se realizé utilizando un sistema de
cromatografia de gases Agilent Technologies, modelo 7890B GC System.
Para la identificacién, el GC fue acoplado a un espectrometro de masas Agilent

Technologies, modelo 5977A MSD. El gas portador es He.

LA cuantificacion se llevo a cabo mediante cromatografia de liquidos de ultra alta presion,

para lo que se uso un sistema UHPLC de Agilent Tehcnologies modelo 1290 Infinity II,
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equipado con bomba cuaternaria y acoplado a un detector DAD, adquiriendo datos en
unas longitudes de onda entre 180 y 380nm, aunque la cuantificacion se realiza a 210nm,
donde mejor absorbe la heroina.

8.2.2 Reactivos y disolventes

Para las fases maviles: El acetonitrilo (ACN) y el acido ortofosférico proceden de Fisher
Scientific (Loughborough, UK). ElI Formiato amonico y &cido férmico se obtuvieron de
Scharlab (Barcelona, Espafa). el dihidrogeno fosfato potasico y el metanol se
compraron a Merck Millipore (Madrid, Espafia)

El hidrogeno fosfato de potasio es de Panreac (Barcelona, Espafia)

Para los patrones y soluciones estandar: La cafeina, fenacetina, y el paracetamol se
adquirieron en Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany). La cocaina, acetilcodeina, heroina,
morfina, noscapina y papaverina son de Lipomed (Cambridge,USA). El dextrometorfano
es de Cerilliant (Texas, USA). La 6-monoacetiimorfina y el fentanilo son de LGC
(Barcelona, Espafa). La tetracaina, lidocaina y procaina son de Supelco (Madrid,
Espana)

El H,O de grado HPLC se obtuvo purificando agua desmineralizada en un sistema Milli-

Q plus de Millipore. Todos los reactivos utilizados fueron de grado HPLC

8.3. DESCRIPCION DEL METODO ACTUAL PARA EL ANALISIS Y CUANTIFICACION
DE HEROINA

Actualmente en el INTCF se utiliza un método de cuantificacion de heroina debidamente
validado y que cuenta con acreditacion de ENAC. Todos los procedimientos, desde la
recepcion las muestras, custodia, preparacion para analisis, andlisis propiamente dichos y
custodia post-andlisis estan recogidos en PNT’s elaborados exprofeso, y en las
correspondientes HRD’s. Dichos documentos, ademas, serdn necesarios para llevar a cabo
las diferentes auditorias tanto internas como externas que permiten aseguran los estandares
de calidad del procedimiento y fiabilidad de los resultados informados, asi como detectar

cualquier desviacion, fuente de error, que deba ser propuesta para una accion correctiva.

8.3.1. Preparacion de las muestras.
Como ya se ha comentado en el presente trabajo, las muestras con las que trabajaremos

provienen de alijos decomisados, bien sean papelinas o similares preparadas para consumo
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propio o venta para el mismo (“menudeo”, “trapicheo”), o, muestras mayores tipo “cilindros”,
“‘bellotas”, bolsas de plastico con polvo en su interior... destinadas a un trafico de
estupefacientes a mayor escala.

Las muestras, como norma general, suelen corresponder a una sustancia de aspecto
pulverulento-sélido y de color marrén/beige en algunas ocasiones mezcladas con otras
sustancias como podria ser cocaina con lo cual el polvo puede presentar zonas de otro
color, normalmente blanco.

La heroina suele venir adulterada con otras sustancias, tales como cafeina, paracetamol,
dextrometrofano.... y en no pocas ocasiones, producto de su degradacion, entre los que por
ejemplo se encuentra la 6-MAM.

La preparacion de la muestras para analisis consiste en la disolucion de la cantidad
estipulada de las misma en el disolvente adecuado que no interfiera en la determinacién
cromatogréfica. En este caso concreto se pesan entre 10 y 14 mg de muestra en la balanza
analitica y se llevan a matraz aforado de 25 ml que se enrasa con Metanol. El matraz se
lleva a bafio de ultrasonidos, se s6nica en torno a 2-3 minutos y se transfiere en torno a 1 ml
del preparado a un microvial que se encapsula. El vial se mantendra congelado hasta su

analisis.

8.3.2 Preparacién de las soluciones estandar para la recta de cuantificacion y
controles diarios.
Preparacion solucion madre:
- Heroina de aproximadamente 120 mg/100 ml:

Se pesa una cantidad exacta del patrén certificado de heroina dependiendo de la
rigueza en heroina base que tenga dicho patrén, de manera que queden alrededor
de 12 mg de heroina de base y se diluye en un matraz aforado de 10 ml con
metanol. Posteriormente, se calcula la concentracion exacta de heroina en % de
base.

Preparacion de las diluciones de solucion madre para obtener los puntos de la recta de

calibrado.

- Se preparan disoluciones de heroina de 40 - 20 -10 - 2,5 -1 y 0,5 mg/100mL
tomando el volumen correspondiente de la disolucion madre (120mg/100mL) Y
llevdndolo a un volumen de 10 ml con metanol. posteriormente se calcula la
concentracion de heroina en % de base.

Todas las disoluciones se mezclan utilizando el agitador vortex y se pasan a un tubo

topacio que se guarda en el congelador.
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- Los controles diarios se podran preparar de diferentes formas segun su

disponibilidad:

% Utilizando una disolucién patron de concentracion baja (1mg/100 ml) intermedia
(10 mg/100 ml) y alta (40 mg/ 100 ml) preparada como hemos comentado
previamente, pero partiendo de una disolucion madre diferente a la empleada

para preparar la recta.

7
0.0

Utilizando una disolucién patrén de concentracion baja (1mg/100 ml ), intermedia
(10 mg/ 100 ml) y alta ( 40 mg/100 ml) preparada partiendo de un lote diferente
del material de referencia certificado al empleador para preparar la recta.

« Utilizando un material de referencia sobrante de ejercicios de intercomparacion
con concentracién conocida, en un rango lo mas cercano posible al punto de
concentracion baja (1mg/ 100 ml), intermedia 10 mg/ 100 ml y alta (40 mg/100
ml) o por dilucién del “punto alto obtener los demas. El material de referencia

seleccionado no debe superar los dos afios de antigiiedad desde su recepcion.

- También se preparan los controles de la forma anteriormente indicada y previamente
(por ejemplo una semana antes) a la preparaciobn de una nueva recta, para
garantizar con antelacion su correcta preparacion. Para ello se comprobara con la

recta de calibrado en vigor que cumplen los requisitos establecidos.

8.3.3 Screening y cuantificacion.
Tal como se indica en el PNT del INTCF que hace referencia al screening, sobre cada
muestra se hara un screenig general por CG-MS o CL-DAD. En los casos en los que la GC-
MS no de resultados se podra realizar un analisis por otra técnica tal como HPLC.
espectrometria infrarroja (FTIR) u ORBITRAP para la correcta identificacion de las

sustancias.

Una vez que las muestras estén debidamente identificadas se procedera a elegir aguellas
que deban ser cuantificadas y realizar dicha cuantificacién por el procedimiento adecuado.
En este caso nos centramos en la heroina, cuya identificaciébn cualitativa mediante su

espectro de masas en librerias debera dar al menos una concordancia del 90%.

La cuantificacion de la heroina se llevara a cabo por la técnica HPLC-DAD, con estandar
externo mediante recta de calibrado. La correcta identificacién de la sustancia se hara tanto

por su tiempo de retencién debidamente fichado, asi como por su espectro de UV. El propio
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programa del cromatégrafo nos dara la concentracion de la heroina de la alicuota, por lo que
a la hora de cuantificar se deberan tener en cuenta las diluciones realizadas y el peso de
muestra cogido. El intervalo de trabajo se encuentra entre 3,5% y 100% de heroina base. En
cada secuencia que se ponga con muestras para cuantificar se pondran también tres
controles, concentracién baja, media y alta, preparados de distinta solucion madre que la
empleada para preparar la recta calibracion. Los limites de control para cada nivel seran de

10% para la concentracién baja, 4,4% para la media 'y 3,1% para la alta.

8.4 OPTIMIZACION DEL METODO UPLC

Como ya hemos visto anteriormente la heroina se deriva de la acetilacion de la morfina
obtenida del opio. Este preparado sintético contiene impurezas procedentes del opio y de la
acetilacion de los alcaloides del opio. Las principales impurezas basicas de la heroina
incluyen la morfina, la codeina, la noscapina, la papaverina, la acetilcodeina, la 6-
monoacetilmorfina y 3-monoacetilmorfina. Las impurezas acidas y neutras se encuentran,
generalmente, presentes en niveles mas bajos que las basicas y apenas interfieren en las

determinaciones.

El objetivo principal de este trabajo es poner a punto un método de cuantificacion de
heroina por UHPLC, partiendo del método ya validado para HPLC, trasladando este al
anterior y optimizando todos los pardmetros necesarios para conseguir una mejor
separacion cromatografica de manera que no existan interferencias en la resolucién de los
picos cromatograficos en la separacién de la heroina, sus impurezas y sustancias de corte

acompafiantes habituales.

- Durante el proceso de optimizacion de la separacion cromatografica se evaluaron los
diferentes parametros que podian influir en la misma, como son la columna de
separacion utilizada, la composicion de la fase moévil, la velocidad de flujo y la
temperatura de la columna.

- Para la eleccion de columna y fase movil se ensayaron las diferentes columnas
cromatograficas de separacion con distintos tamafos y rellenos. Se probaron cuatro
fases moviles diferentes para cada una de las columnas ensayadas, variando el flujo y
la temperatura de manera que la presion de la columna y el equipo se mantuvieran por
debajo de 1100 bares en las condiciones més adversas. Tanto el equipo como las
columnas ensayadas soportan 1200 bares, por tanto se cuenta con un margen de

seguridad, aun asi se busca en todo caso trabajar en condiciones UPLC pero a la
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presion mas baja posible, con objeto de alargar tanto la vida del instrumento como de

las columnas.

Con respecto a las columnas, uno de los factores a tener en cuenta es la disponibilidad

de las mismas en el laboratorio, asi entre las disponibles se decide emplear columnas

con relleno C-18, pues es idénea para la cromatografia en fase reversa. La fase

estacionaria C18 ofrece una interaccién hidrofébica muy simple. A medida que los

solutos en la fase mavil viajan por los poros de silica, pueden ser atraidos y retenidos

por el hidrocarburo mediante una interaccion hidrofobica (y fuerza de Van der Waal)

relativamente débil.*®

En la tabla 5 se observa las caracteristicas de las columnas ensayadas

Tabla 5:; Caracteristicas de las columnas UPLC utilizadas

; Tamafio de Longitud diametro interno
Nombre comercial Relleno 5
particula (mm) (mm)
InfinityLab poroshell 120 EC-C18 1,9 um 100 2,1
InfinityLab poroshell 120 EC-C18 1,9 um 50 2,1
Zorbax eclipse plus Cc18 1,8 um 50 2,1

En la presente optimizacion lo que nos interesa es dilucidar la concentracién de heroina sin

la interferencia de otras sustancias, ya sean adulterantes o productos del metabolismo de la

heroina. La amplia experiencia del INTCF en dicha determinacién nos permite conocer de

antemano que la sustancia que puede interferir en la cuantificacion de la heroina pues

puede coeluir con esta en funcién de las condiciones cromatograficas, es la acetilcodeina. El

resto de sustancias, se retienen mas o menos de una manera apreciable, de modo que no

dificultan nuestros andlisis, aunque siempre sera interesante que puedan ser identificados

de una manera relativamente clara.

Por lo expuesto, para la optimizacion en cada ensayo se inyectara en el equipo UHPLC un

pool de heroina/acetilcodeina en proporcion 10/1, porcentaje que es una relacién bastante

habitual en muestras reales.

Cada columna de ensaya con cuatros fases moviles (FM) distintas, que son:

e FM 1: tampon fosfato soddico (5mM pH 2,8) : ACN
e FM 2: tampodn fosfato sédico (5mM pH 2,8) : metanol
e FM 3: tampon férmico/formiato (5mM/0,1% pH 4) : ACN

e FM 4: tampon férmico/formiato (5mM/0,1% pH 4) : metanol
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Para la seleccion de la fase movil se tiene en cuenta que la heroina y sus impurezas mas
importantes son alcaloides. Ademas se tiene en cuenta la disponibilidad de los reactivos en
el laboratorio y la que se ha encontrado en la bibliografia en referencia a estas fases
moviles, para la determinacion de heroina y sus impurezas, ya sea en isocratico o

gradiente.>* 2

Con cada columna y fase movil se hacen diversas variaciones de la concentracion de la fase
mévil asi como de los flujos de la misma y temperatura de la columna. En la siguientes
tablas se muestran los estudios realizados, para la optimizaciébn de la separacion y
determinacion de la heroina utilizando diferentes columnas (Tabla 6: columna Poroshell 10
cm, tabla 7: columna Zorbax Eclipse Plus y tabla 8: columna Poroshell 5cm), diferentes
composiciones de la fase movil, temperaturas (55 y 60°C). Se muestra, ademas, los tiempos
de retencion y la anchura de los picos obtenidos y si es 0 no posible la resolucién de los

picos para la determinacién de heroina.

Tabla 6: Separacién de los picos de Heroina/acetilcodeina columna Poroshell 10cm

(todas isocraticas)

Composicion Tiempo
Ancho
FM flujo ) } entre
i ) T(°C) | Tr heroina pico . resuelve
(tamp6n/F.Org | (mL/min) ) maximo
heroina )
anica) (min)
1P10cm | FM1 90/10 1,0 55 3,17
2P10cm | FM1 90/10 0,8 55 3,95
3P10cm | FM1 91/9 1,0 55 3,92 Resuelve

4P10cm | FM1 91/9 0,8 55 Resuelve
5P10cm | FM2 80/20 0,4 60
6P10cm | FM2 80/20 0,5 60
7P10cm | FM2 85/15 0,5 60 Resuelve
8P10cm | FM2 85/15 0,6 60 0,57 Resuelve

UNED. Facultad de Ciencias. Departamento de Ciencias Analiticas 38



Optimizacion de un método UHPLC para deteccion y cuantificacion de heroina en muestras de alijos decomisados. José Carlos Rodriguez Matas.

Resuelve

resuelve

resuelve

resuelve

9P10cm | FM3 80/20 0,5 60 1,20
10P10cm | FM3 80/20 0,8 60

11P10cm | FM3 85/15 0,7 60 1,56
12P10cm | FM3 85/15 0,5 60 2,41
13P10cm | FM3 90/10 0,9 60 3,82
14P10cm | FM3 90/10 0,7 60 0,46
15P10cm | FM4 80/20 0,5 60

16P10cm | FM4 80/20 0,6 60

17P10cm | FM4 85/15 0,8 60

18P10cm | FM4 85/15 0,9 60

19P10cm | FM4 90/10 0,8 60

* codigo de la composicién de la fase movil indicado en la pagina 37

resuelve

Tabla 7: Separacién de picos de Heroina/acetilcodeina columna Zorbax Eclipse Plus
(FM1y FM2 gradiente, FM3 y FM4 Isocratico)

it Tiempo
Composicion o Ancho tp
< ujo entre
FM (tampon/ : ) T (°C) | Tgr heroina pico . resuelve
(mL/min) - ) maximo
. eroina
F.Organica) (min)
1Zb FM1 90/10 0,6 55 3,03
27Zb FM1 90/10 0,8 55 2,18
3Zb FM1 95/5 0,8 55 Resuelve
47Zb FM1 95/5 1,0 55 4,31 0,22 0,30 Resuelve
5Zb FM1 95/5 1,2 55 3,61 0,28 0,28 Resuelve
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6Zb FM1 95/5 15 55 3,34 Resuelve
7Zb FM2 75/5 0,4 50 1,42

8Zb FM2 75/5 0,5 50 0,91

9Zb FM2 80/20 0,5 55 2,17

10Zb FM2 80/20 0,6 55 1,76

117b FM2 80/20 0,8 60 1,18

127Zb FM2 85/15 0,6 55 3,39 resuelve
13Zb FMm2 85/15 0,7 55 3,10 resuelve
14Zb FM2 85/15 0,8 60 2,01

15Zb FM2 90/10 0,5 60 resuelve
16Zb FM2 90/10 0,6 60 resuelve
17Zb FM3 85/15 0,6 55

187b FM3 90/10 0,6 55

19Zb FM3 90/10 0,8 55

20Zb FM4 50/50 0,4 55

217Zb FM4 75125 0,4 55

227b FM4 75/25 0,6 55

23Zb FM4 75/25 0,8 55

247b FM4 80/20 0,5 55

257b FM4 80/20 0,6 55

26Zb FM4 80/20 0,8 55

277Zb FM4 85/15 0,6 55 resuelve
287Zb FM4 85/15 0,8 55 3,34 0,46 resuelve

* codigo de la composicion de la fase movil indicado en la pagina 37
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Tabla 8: Separacién de los picos de Heroina/acetilcodeina columna Poroshell 5 cm

(FM1 en gradiente, resto fases isocratico)

Composicion Tiempo
FM flujo ] An'cho entre
(tampo6n/F.Or | (mL/min) IEE Sl pIC-O maximo resuelve
ganica) heroina (min)

1P5cm FM1 90/10 0,6 55 2,42
2P5cm | FM1 90/10 0,8 55 1,73
3P5cm FM1 90/10 1,0 55 1,36
4P5cm FM1 95/5 0,8 55 3,80 Resuelve
5P5cm FM1 95/5 1,0 55 3,36 Resuelve
6P5cm FM1 95/5 1,2 55 2,96 0,28 Resuelve
7P5cm FM1 95/5 15 55 2,52 0,26 resuelve
8P5cm FM2 85/15 0,6 55 3,03 resuelve
9P5cm FM2 85/15 0,7 55 2,49 0,29 resuelve
10P5cm | FM2 90/10 0,6 55 1,29 resuelve
11P5cm | FM2 90/10 0,8 55 resuelve
12P5cm | FMS3 70/30 0,8 55
13P5cm | FM3 80/20 0,5 55
14P5cm | FMS3 88/20 0,8 55
15P5cm | FMS3 85/15 0,5 55
16P5cm | FM3 85/15 0,8 55
17P5cm | FMS3 90/10 0,6 55
18P5cm | FM3 90/10 0,8 55
19P5cm | FM4 80/20 0,5 55
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20P5cm | FM4 80/20 0,6 55 1,49
21P5cm FM4 85/15 0,6 55 3,05 resuelve
22P5cm FM4 85/15 0,8 55 2,48 0,31 resuelve

* codigo de la composicién de la fase movil indicado en la pagina 37

Para una mejor y mas visual comprension de las pruebas realizadas, se muestran en la

figuras 18, 19 y 20 los cromatogramas de algunas de las experiencias anteriores para las
diferentes columnas y fases moviles empleadas.
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Figura 18: Cromatogramas obtenidos empleando la columna Poroshell 10 cm
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Figura 19: Cromatogramas obtenidos empleando la columna Zorbax Eclipse
Plus
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Figura 20: Cromatogramas obtenidos empleando la columna Poroshell 5cm

Como ya se ha indicado en varias ocasiones, a la hora de seleccionar las experiencias a

realizar se tiene en cuenta la disponibilidad de los reactivos y materiales en el laboratorio, de

manera que no suponga un gasto adicional excesivo, al trabajo habitual del mismo.

A la vista de los resultados obtenidos se deduce que las condiciones dptimas se tiene para

los siguientes parametros:

- Eltiempo del método empleado en todas las experiencias son 9 minutos para la elucién

y 2 minutos de post-run.

- La temperatura de trabajo en el método de rutina es de 42°, en este caso trabajaremos

por encima de 50° siempre con objeto de aumentar la fluidez de la fase moévil y reducir

asi la presion. La columna de 10 cm evidentemente da mayores presiones, su longitud

es el doble por lo que en este caso la temperatura de trabajo serda ain mayor que en el

caso de las de 5cm.
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- Por el mismo motivo también los flujos de trabajo seran més bajos en la columna de 10
cm, a flujos inferiores obtenemos presiones inferiores. Ademas dicha columna, permite

una mayor separacion de los picos a menores flujos pues es el doble.

- En cuanto al gradiente utilizado se deduce que en la columna Poroshell de 10 cm la
elucion se realiza en isocrético, esto queda debidamente justificado por la longitud de la
misma, que amplia el intervalo de separacion entre los diversos analitos. En las
columnas de 5 cm se realiza previamente una prueba en cada columna y fase movil
para decidir si las experiencias se realizan en gradiente o en isocratico. En aquellas
pruebas en las que la heroina y acetilcodeina y los adulterantes (dextrometorfano,
fentanilo y fentaniloides) presenten mayor tiempo de retencion, se pierde la ventaja de
la reduccion del tiempo con respecto al método actual, por lo que se decide aplicar un
gradiente con objeto de adelantar dichos tiempos. Dicho gradiente es el resultante de
llegar desde las condiciones iniciales de concentracion, indicadas en la tabla para cada
experiencia, hasta llegar a una concentracion de 85/15 (tampdn/fase organica), que son
las condiciones del método actual a mejorar, que se mantienen hasta el final de la

elucién, recuperando las condiciones iniciales durante el postrun.

En la Figura 21 se comparan dos cromatogramas de la misma experiencia con y sin
gradiente, en éste Ultimo se observa tanto un ensanchamiento en los picos como un

aumento en los tiempos de retencion del cromatograma.

DADASQ=210040 Ref=360.0,100.0 DAD1ASig=210.040 Re=3600,1000

e -O. 811
5025
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05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 &0 85 A 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 &0 85 40
Time [rin] Time [min]

Figura 21: Poroshell 5cm 95T/5ACN 1mL con gradiente y sin gradiente.

.07 &7

r»q»n:ns

- Los pardmetros a valorar son, el tiempo de retencion de la heroina (10,8 min en HPLC
con el método de referencia el ancho de la base del pico (W) (el menor posible), la
diferencia entre los tiempos de retencion de la heroina y de la acetilcolina (que debe ser

lo més grande posible) y la capacidad de resolucion entre ambas sustancias en las

_2(t—ty

condiciones del ensayo, que viene dada por la formula: R o ), donde t, y t;
2 1

corresponden al tiempo de retencion y al ancho de la base del pico de la heroina y de la

acetilcodeina respectivamente.
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Ademas, respecto a la columna, a tenor de los datos obtenidos, en las tablas y

cromatogramas mostrados anteriormente podemos deducir que:

- Para la columna Poroshell de 10 cm ninguna de las experiencias se consideran optimas.
Los tiempos de retencion de la heroina en muchos casos han disminuido respecto al
método de referencia entre el 55 y el 60%. El ancho de pico de la heroina en la gran
mayoria estd por encima de 0,35 minutos (21segundos), que es el valor que
pretendemos como maximo. Aungue la separacion entre la heroina y la acetilcodeina en
varias experiencias es buena, si tenemos en cuenta todos los factores obtenemos el
resultado ya indicado.

- Ademas en esta columna la presion es muy alta, en algunos casos superior a 1000
bares incluso llegando a alcanzar los 1100 bares en algunas ocasiones, un valor muy
préximo al limite operativo de columnas y equipo, lo que obliga a trabajar en varios
casos a 60 grados también en este caso un valor muy cerca del limite de temperatura
de las columnas. Aunque el método que estemos usando sea UPLC, esto no justifica
trabajar a esos valores de presion, ya que tenemos experiencias que nos muestran que
se puede trabajar a valores menores de presibn en UPLC. Todo lo indicado es
facilmente justificable por la longitud de la columna.

- Con respecto a las columnas de 5 cm, tanto la Zorbax como la Poroshell presentan en
general un comportamiento analogo con todas las fase moviles, si bien la Poroshell
presenta tiempos de retencion algo menores que la Zorbax, esta Ultima separa mas los
picos de heroina y acetilcodeina, es decir, resuelve més. El hecho de que los tiempo de
retencion sean menores no es necesariamente una ventaja, por lo que aunque estén en
verde en la tabla, a partir de una mejora del 55 6 60% con respecto al método de
partida, tiempos de retencion por debajo de 3 minutos podriamos considerar que no
permiten discernir adecuadamente los adulterantes y demas sustancias que acompafian
a la heroina, lo cual en un momento dado podria dificultar un posible profiling, y tiempos
aun mas cortos la perdida de diversos analitos. En estas columnas, en las experiencias
con fases moviles 3 y 4, se observa, ademas del comportamiento ya descrito antes un
marcado ensanchamiento de los picos y la tendencia a aparecer colas en los mismos.
Esta tendencia a la apariciéon de colas también se da en la fase movil 2 pero de una
manera mucho menos acusada.

- Con respecto a la comparacion entre las fases con la misma fase orgénica pero
diferente tampén, FM1 comparada con FM3 y FM2 con FM4, lo que podria ser la
influencia del pH, observamos que las fases con tampon fosfato, pH mas acido, (FM1y

FM2) dan picos mas finos y con un tiempo de retencidon algo menor respecto a su
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andloga con tampoén formiato. Las sustancias objeto del presente documento son
alcaloides, por tanto a pH acido serdn mas hidrosolubles, estaran méas polarizadas y por
tanto eluirdn antes, lo cual justifica el comportamiento antes descrito con respecto al pH.
Con todo lo indicado realizamos la tabla 9 con las mejores experiencias.

En la tabla 9 se resume con las condiciones Optimas obtenidas tras los estudios realizados.

Tabla 9: Condiciones cromatograficas 6ptimas

Composicién Tiempo
] Ancho

FM flujo i ) entre
. ] T(°C) |Tg heroina pico o resuelve

(tampon/F.Or | (mL/min) ] maximo

heroina ]

ganica) (min)
4Zb FM1 95/5 1,0 55 4,31 0,22 0,30 Resuelve
5Zb FM1 95/5 1,2 55 3,61 0,28 0,28 Resuelve
6Zb | FM1 95/5 1,5 55 3,34 0,26 -T
5P5cm | FM1 95/5 1,0 55 3,36 0,30 0,29 Resuelve
9P5cm | FM2 85/15 0,7 55 _ 0,29 | resuelve

Finalmente, a la vista de los datos de la tabla resumen anterior se deduce que la
metodologia y condiciones utilizadas en la experimentacion 4Zb es la 6ptima. A pesar de
presentar el tiempo de retencion mas alto en todos los ensayos, éste es muy bajo en

relacion al método de referencia utilizado (10,7 min) y supone una ostensible mejora

La experiencia 9P5cm es la peor de las seleccionadas, y la 5Zb y 6Zb aun siendo también
buenas no mejoran las condiciones de la columna seleccionada, ademas, a un flujo mayor,

los que aumenta la presion.

La 5P5cm se valora pues también presenta buenos resultados y la columna Poroshell da
menores presiones que la Zorbax, a igualdad de longitud, sin embargo, la diferencia de
presion se encuentra en los 75 bares y estamos trabajando en torno a 675 bares, lejos del

limite de operatividad. Ademas, la menor anchura de pico hace mas adecuada la Zorbax.

Para corroborar estos hechos se pas6 un patron de heroina de un 41,3% repitiendo ambas
experiencias para comprobar que no se satura el detector y comprobar los anchos de pico.

Los resultados se muestran en la figura 22.
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Figura 22. Cromatogramas de patrén de heroina de concentracién alta 5P5Cm y 4Zb

Observando la figura queda patente que el detector no se satura y que el ancho de pico es
algo menor en la columna Zorbax, 0,36 frente a 0,42, se reafirma pues la eleccion de la
experiencia 4Zb como 6ptima.

Por tanto el método elegido es el correspondiente a la experiencia 4Zb, cuyas
caracteristicas y condiciones 6ptimas son las siguientes:

- Columna Zorbax eclipse plus

- FM: Tampon fosfato/acetonitrilo en gradiente de 95/5 a t=0 hasta 85/15 a t=7,5

- Volumen de inyeccién 0,5 ul

- Flujo: ImL/min

- Temperatura 55°

- Tiempo total 12 minutos: 10 de elucién y 2 de post-run.
Se decide ampliar el tiempo de elucion 1 min para poder resolver los adulterantes que
salen mas tarde, el fentanilo y los posibles fentaniloides.

- La presibn maxima que se alcanza es de 660 bares. Oscila entre 610 y 660 bares
debido al gradiente aplicado.

Por ultimo una vez seleccionado el método de optimizacién, se procede a pasar con el

mismo método patrones de los adulterantes y acompafantes, productos de degradacién

mas habituales de la heroina. También, por motivos que se indicardn méas adelante, se

pasa también patrones de cocaina y sus correspondientes adulterantes mas comunes. Se
procede a determinar los tiempos de retencién de dichas sustancias en el método, asi como
sus correspondientes espectros de UV, con objeto de conseguir una identificacion de los

compuestos. En la tabla 10 se muestran los correspondientes tiempos de retencion.
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Tabla 10. Tiempos de retencidon de las sustancias ensayadas.
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Si observamos los datos de la tabla, nos damos cuenta que a pesar de haber algunas
sustancias que llegan a estar muy proximas y coeluir, lo cual es justificable por la corta
longitud de la columna y las condiciones del método, no hay ninguna sustancia que
interfiera en la determinacion de la heroina. Igualmente se ve que aun en las muestras con
cocaina y heroina que pueden representar en torno a un 10%, la primera no interfiere en la
determinacion de la segunda y no seria necesario la puesta a punto de un método distinto
para su cuantificacion.
En la figura 23 podemos ver los espectros ultravioletas de las citadas sustancias
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Figura 23. Espectros UV-Visible obtenidos para las sustancias interferentes de la

heroina mostradas en la tabla 10.

8.4.1 Selectividad/especificidad
Dado que el objetivo del trabajo es poner a punto una metodologia UPLC que nos permita
cuantificar heroina partiendo de un método HPLC validado y acreditado, que actualmente

estd en uso en el INTCF.
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Entre los valores que debemos tener en cuenta y los limites que se nos exigen para dar por

valida la metodologia estan:

- Selectividad o factor de separacion que se calcula a partir de a, tal como vemos en la

figura 24, y que en nuestro caso debe ser 1<a<2.
Selectividad (a)
t2 _to

a=
t, -t

Figura 24. Factor de separacion o selectividad

- Resolucion: debera ser mayor o igual a 1,5. Se calcula con la formula de la figura 25.

Metodo de la tangente
2(t,-t,)
Wa+ W 4

Figura 25. Resolucion

Para poder cuantificar serd necesario que el valor de Rs sea mayor a 1,5. Valores inferiores

de Rspero con a>1 permite la identificacion pero no la cuantificacion.

Debemos observar que estos valores se obtienen entre dos picos consecutivos. En nuestro

caso la heroina, que es la que eluye después respecto a la acetilcodeina que eluye antes.

Concretamente en nuestro método los valores obtenidos son a= 1,1 y Rs=2,2, tal como

vemos en la figura 26.
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DAD1A,Sig=210.0,4.0 Ref=360.0,100.0
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Name Selectivity Resolution EP Signal Name RT Area Concentration Spectra Match
(%)
Heroina 1.1 22 DAD1A 4.318 179.9636 10.0413 1000.0
Figura 26. Cromatograma de heroina con selectividad y resolucion
8.4.2 Caracteristicas analiticas del método UPLC

Es importante establecer las caracteristicas analiticas del método recién optimizado de

UPLC. Para ello se calculan los siguientes pardmetros:

Recta de calibrado
Limite de deteccién y cuantificacion
Precision

Exactitud

Se prepara una recta de calibrado con las concentraciones de heroina indicadas en los

apartados anteriores con objeto de cuantificar el analito. El proceso es el siguiente:

Se inyectara en el cromatdgrafo patrones de las concentraciones preparadas al efecto
segun el punto 8.3.2.

Se representa la concentracién tedrica frente al area, ajustando la recta (y= mx + n) por
minimos cuadrados.

De todos los medidas se realizan 5 réplicas para calcular la desviacién estandar (SD) y
el % del coeficiente de variacion (%CV)

El coeficiente de variacién del factor respuesta (concentracion teérica del patrén/area
del mismo) no debe superar el 5%.

La diferencia, en términos de exactitud, entre la concentracion tedrica preparada y la
real calculada no debe exceder los limites establecidos a partir de un histérico de rectas.
Un 10% para la concentracion de aproximadamente un 1mg/100mL, 5% para las dos
siguientes concentraciones y un 2% para las de mayor concentracion.

En las siguientes tablas 11 y 12 y en la figura 27 se recogen los datos indicados
anteriormente, de las experiencias realizadas para la elaboracion de la recta de

calibrado y establecimiento de los parametros analiticos.
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Tabla 11. Sensibilidad, precision Tabla 12. Exactitud
Concent. del Area de Sensibilidad ESTUDIO DE EXACTITUD
Patrén (x) Patron (y) |(factor respuesta) conc preparada| conc calculada Dif en %
0,624 11,4840 0,054336 0,624 0,640 -2,534
1,248 22,1412 0,056366 1,248 1,237 0,000 |CORRECTO
3,121 55,0275 1 0,056717 3121 3,079 1,350 |CORRECTO
162’9;94 ;gg ’iglgg g=gg;?gg 6,242 6,063 2,873 |CORRECTO
24:968 454:6880 0:054912 12,484 12,449 0,280 |CORRECTO
43,693 775.7174 0.056326 24,968 25,465 -1,092 |CORRECTO
media FR 0,056064 43,603 43,447 0,562 |CORRECTO

CV% FR 2,0% CORRECTO

Area patrén

Curva de regresion ajustada

R*=0.9998

y = 17,876x - 0,0367

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Conc. Heroina %

Figura 27: Recta de calibrado

El limite de cuantificacion debe ser el mas bajo que permita el método. Analiticamente

10Sb
pendiente curva calibracion

se cacula®; LC =

Ademas en nuestro caso y siguiendo los procedimientos establecidos en el INTCF, debe
de estar por debajo del actual método establecido (3,5%).
Para su estudio se empleard un patron de baja concentraciébn de heroina, 3,5% o
menos, se ensayara nho menos de 5 veces, no pudiendo diferir el resultado de las
repeticiones mas de un 20%.

La siguiente tabla 13 muestra los distintos ensayos para validar el limite de

cuantificacion, asi como una de las experiencias realizadas en la imagen adyacente.
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Tabla 13: Ensayos para validar el limite Figura 28. Cromatograma de la heroina

de cuantificacion.

% Dif. o A2 AI10040 Rote3600.1000
heroina | en % H F
1 1234 |32
2 1,195 an N 05 10 15 20 25 30 35 40 45 T"ifg[mf]:ﬁ 60 65 70 75 80 85 00 05 100
3 1 , 183 1 , 1 b DAD1B,Sig=230.0,4.0 Ref=360.0,100.0
4 1182 |11 ;
N
5 1,182 1,1 i
Media 1,195 0,0 N 05 10 15 20 25 30 35 40 45 Ti'ifg[mmsjfs 60 65 70 75 80 B85 90 95 10.0

imple Multipliers 1

ime Signal Name RT Area Concentration Spectra Match
(%)

roina DAD1A 4.360 22.8630 1.2335 999.8

El valor de la concentracién preparada de heroina es 1,179%, se ve claramente que cumple

con los requisitos antes indicados, siendo ademas un resultado muy reproducible.

8.5 COMPARACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE LOS METODOS DE DE HPLC
vs UPLC

Para llevar a cabo la comparacion del método de referencia de HPLC, que ha servido como
métodos de partida para poner a punto el nuevo métodos UPLC desarrollado y optimizado
en el el presente trabajo, se realiz6 un estudio comparativo de 10 muestras reales,
correspondientes a alijos decomisados, que se eligiran al azar de entre todas aquellas que
llegan al INTCF.

Ambos métodos son métodos de separacion y de cuantificacion de heroina, por lo que
previamente a la cuantificacion por el correspondiente método HPLC y su comparativa con
el de UPLC, se realizara un screening previo de las muestras mediante la técnica GC-MS.
Aquellas muestras que contengan heroina seran las susceptibles de ser analizadas por este
método. El resto de muestras que no contengan el analito en cuestién seran analizadas por

otros métodos, fuera del objeto de estudio de este documento.
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Las muestras a analizar son muestras reales con el perfil de analito objetivo y adulterantes
gue desconocemos hasta el andlisis cualitativo previo por GC-MS, que posteriormente

cuantificaremos por nuestro método.

Cabe valorar que si bien el objeto principal del método es la cuantificacién de heroina, el
método se ha optimizado de manera que seamos capaces de discernir también gran parte
de las sustancias acompafiantes, tanto adulterantes como provenientes de la degradacion
de la heroina. Ademas, de manera teérica, se ha visto que también en el caso que la
heroina puede venir mezclada con cocaina, lo cual ocurre con cierta frecuencia, el método
seguiria siendo valido para cuantificar la heroina sin mayores complicaciones, lo cual

trataremos de comprobar con algunas muestras donde vengan mezcladas ambas drogas.

Por otro lado, la exactitud del método también podra ser comprobada con los datos de
concentracion obtenidos por el método de rutina con los del método de estudio. El valor
obtenido por UPLC debera estar incluido en la incertidumbre del valor reportado por el

método acreditado.

A continuacion, se muestra en la tabla 14 el porcentaje de heroina usando el método
optimizado vs el método actual en uso, asi como los adulterantes y acompafiantes que
también se detectan. Podemos observar la similitud entre UPLC y HPLC a nivel del
porcentaje de heroina calculado, asi como la deteccion de acompafiantes adulterantes y

demas, como objetivo secundario.
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Tabla 14. Comparativa de:

UPLCy HPLC

Adulterantes GC-MS y UPLC

% heroina

%

Adulterantes

: Cumple Adulterantes
muestra | hplc heroina : detectados por
: exactitud | detectados CG-MS
(informado) | uplc UPLC
Paracetamol Paracetamol
Cafeina Cafeina
1 32,4+15 31,615 v ) )
Noscapina Noscapina
Acetilcodeina Acetilcodeina
Acetilcodeina Acetilcodeina
Cafeina Cafeina
2 10,7+ 1,0 10,7+ 0,9 4 ) )
fentanilo fentanilo
6MAM 6MAM
Paracetamol Paracetamol
Cafeina Cafeina/6-MAM
3 21,2+ 1,1 20,6+ 0,9 4 6-MAM (coeluyen)
noscapina noscapina
acetilcodeina acetilcodeina
Cafeina Cafeina
Paracetamol Paracetamol
4 9,0+ 0,9 8,80+ 1,0 4 _ ) . .
Acetilcodeina Actilcodeina
noscapina noscapina
Paracetamol
Paracetamol
Cafeina/6-MAM
Cafeina
(coeluyen)
5 329+15 32,0£1,1 4 6-MAM )
. i Acetilcodeina
acetilcodeina .
) Noscapina
noscapina
Paracetamol
Paracetamol i
i Cafeina
Cafeina )
6 16,6+ 1,2 16,2+ 1,3 v ) Acetilcodeina
Acetilcodeina )
) Noscapina
Noscapina
Paracetamol
Paracetamol
Cafeina
7 12,6+ 1,0 12,6+ 1,1 4 Cafeina )
] Noscapina
Nospina
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Paracetamol

Cafeina

Paracetamol
Cafeina

Acetilcodeina

8 31,8+1,6 30,1+ 1,2 Acetilcodeina )
) Noscapina
Noscapina
6-MAM
6-MAM
Paracetamol
Paracetamol i
i Cafeina/6-MAM
Cafeina
9 3,8+ 0,9 3,4+£1,2 (coeluyen)
6-MAM )
. . Noscapina
Acetilcodeina
Paracetamol
Paracetamol Cafeina
Cafeina Acetilcodeina
10 19,2+ 1,2 19,3+ 0,7 ] ] .
Acetilcodeina Noscapina
noscapina
Paracetamol
Paracetamol ) i
] Fenacetina/cocaina
Fenacetina
. (coeluyen)
11 44+ 1,2 3,8+1,3 Cocaina ]
) Noscapina
Cafeina .
Cafeina
6-MAM
6-MAM
Paracetemol
i Paracetamol
Cafeina )
Cafeina
6-MAM
) ) 6-MAM
Acetilcodeina ) )
12 13,5+ 1,0 13.3+ 0,6 ) Acetilcodeina
Noscapina )
) Noscapina
Fentanilo )
Fenanilo
Ibuprofeno
AC. salicilico

En las siguientes imagenes se muestran comparativas de cromatogramas entre las diversas

técnicas empleadas:
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Figura 29: Cromatogramas de la muestra 2 por HPLC, UPLC y GC, respectivamente.
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Se observa que la Unica muestra que no presenta exactitud es la muestra 8. EI motivo
puede deberse a multiples causas, desde técnicas, hasta operativas. La muestra 11 tiene
cocaina y heroina no interfiriendo la primera en la determinacion de las segunda, tal como
esperabamos. Se observa la aparicion de fentanilo en algunas muestras, 2 y 12, lo cual
como ya indicamos en la parte tedrica puede suponer un grave problema de salud publica.
En la muestra 12 se detectan, ademas, por GC-MS &cido salicilico e ibuprofeno, no estando
fichados en nuestro método, pero aparecen picos a 1,9 y 1,2 minutos, no identificados, que
bien podrian ser los citados compuestos. Bastaria con pasar un patrén de los mismos y

comprobar los tiempos de retencién y los espectros UV para confirmarlo..

De la observacion de los cromatogramas de HPLC vs UPLC queda claro que se acortan los
tiempos de elucién, como ejemplo, la heroina, pasa de 10,8 minutos 4,4, la noscapina pasa

de 19,1 minutos a 6,7 minutos, y el fentanilo de poco mas de 21 minutos a 9.

9. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se ha optimizado un método para cuantificaciéon de heroina en
muestras de alijo por UPLC partiendo de uno ya existente por HPLC y establecido como
métodos de referencia.

En este trabajo se ha llevado acabo el desarrollo de la utilizacion de un nuevo método
UPLC, estudiando en los pardmetros de fase movil, flujo, columna, temperatura, tec.. Se

han obtenido una serie de ventajas frente al método de HPLC de referencia:

1. La preparacion de las muestras para andlisis es bastante sencilla dado que la matriz es

simple, la propia droga, evitando los problemas de las matrices biolégicas.

2. La ventaja méas patente del UPLC respecto al HPLC es el ahorro de tiempo de analisis,

pasamos de 40 minutos actualmente por HPLC a 12 minutos por UPLC.

3. Se ha conseguido desarrollar el método de tal manera que sea posible identificar gran
parte de los adulterantes, acompanantes, productos de degradacion... que suelen

acompaiar a las muestras.

4. Los pardmetros de selectividad, resolucion, limite de cuantificacion y exactitud se han
cumplido perfectamente en base a los criterios que se pedian para poder considerar la

metodologia como punto de partida para su posible validacion y acreditacion para su uso.
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Si se tiene en cuenta las mas de 1000 muestras de alijos de heroina que anualmente se
cuantifican por HPLC, eso arroja una cifra de mas de 28000 minutos, cerca de 470 horas
menos de funcionamiento por la técnica UPLC. El ahorro es considerable en todos los
aspectos, tanto a nivel de recursos humanos como materiales, o que permite, si fuera

necesario, realizar una mayor cantidad de andlisis.

Como conclusién final podemos decir que la técnica desarrollada muestra gran potencial
para poder ser utilizada en un futuro sin pérdida de calidad en los analisis realizados, y con

una fiabilidad y confiabilidad comparables a la actual.
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