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ABSTRACT

In this work we have focused in the preconcentration and separation of six cathinone
compounds  (3,4-Dimethylmethcathinone, 4-Methylethylcathinone, a-PVP, Mephedrone,
Methylone y 3,4-Methylenedioxypyrovalerone), by using field-amplified sampling injection
(FASI), as in-line preconcentration strategy combination with CE. Firstly we have focused in the
enantiomeric separation of the analytes and for that different chiral additives were tested by
adding them in the background electrolyte (BGE). In particular the best resolution between all
the enantiomers was achived by adding a mixture of two cyclodextrins (CDs), in particular 5
mM of HP-B-CD and 5 mM B-CD. Moreover, the effect of adding different ionic liquids (IL) as
1-octyl-3-methylimidazolium  hezafluorophosphate ~ and  1-hexyl-3-methylimidazolium
hezafluorophosphate was also evaluated. Secondly, in order to improve the limited sensitivity
inherent to CE, we evaluated the use of an in-line electrophoretic preconcentration strategy, in
particular FASI for that, different parameters which can have an effect on the preconcentration
were tested as the nature and amount of solvent plug or the sample injection conditions. The best
results were obtained using an hydrodynamic injection of MeOH/H>0 25/75 as a solvent plug, at
50 mbar during 5 seconds and an electrokinetic injection of the sample dissolved in water, using
13 kV during 5 seconds. Under these conditions the preconcentration factors were found to be
+30 kV, 25°C during 35 minutes.



1. INTRODUCCION.

Las drogas recreativas se han utilizado durante afios para lograr estimular el sistema nervioso
central (CNS) produciendo efectos diversos, desde débiles estados de euforia hasta efectos mas
graves como problemas de delirio. Algunas de ellas derivan de plantas tales como: la coca
(Erythroxylum coca), khat (Catha edulis), el cannabis (Cannabis sativa).

No obstante, en los Gltimos afios ha tenido lugar un aumento en la produccion de un gran
numero de drogas sintéticas en laboratorios clandestinos. Entre este tipo de drogas cabe citar los
derivados sintéticos de la catinonas, el abuso de las cuales se ha extendido notablemente,
incrementandose 20 veces mas el consumo entre 2010 y 20111, Este aumento se ha producido
por una parte debido a los efectos eufdricos y a la capacidad de estas drogas para mimetizar y
representar una alternativa legal a las drogas ilegales ya establecidas (tales como la anfetamina
(speed), la metanfetamina (cristal), y la metilendioximetanfetamina (éxtasis), que pertenecen a
distintas familias como los cannabinoides, las catinonas, las fenetilaminas, las anfetaminas y las
triptaminas, todas ellas conocidas por sus efectos psicoactivos), y por otra parte a la facil
adquisicion de éstas, ya que se comercializan generalmente por internet con el nombre de “sales
de bafio” (bath salts)l?. Ademas, cabe sefialar que el consumo excesivo de estos compuestos ha
desencadenado en un aumento de los casos de sobredosis y de los efectos secundarios
perjudiciales para la salud.

Todo ello ha provocado que se despierte en la comunidad cientifica un gran interés en el
desarrollo de diferente métodos que posibiliten la determinacion de este tipo de drogas en
muestras bioldgicas, como en orina, sangre y cabello. En este sentido, el presente trabajo tiene
como objetivo profundizar en este tema a través del desarrollo de un método que permita la
determinacion de este nuevo tipo de drogas sintéticas, las catinonas.

La memoria del trabajo esta dividida en dos bloques. El primero de ellos esta enfocado a la
parte mas tedrica donde se hace una introduccién en la que se describe basicamente, la
importancia y las caracteristicas de las catinonas estudiadas, asi como, se realiza una revision
bibliografica de la separacion de estas drogas mediante la técnica de electroforesis capilar (CE).
Tambien se describe como se lleva a cabo la técnica de preconcentracion electroforética field-
amplifield sample injection. Después de detallar el objetivo de trabajo, el segundo bloque
corresponde a la descripcién de la parte experimental del mismo y la presentacion de los
principales resultados obtenidos. Finalmente se detallaran las conclusiones derivadas de la
realizacion de la investigacion.

1.1. Drogas de abuso: Catinonas.

Las catinonas constituyen una gran familia de derivados sintéticos de las beta-ceto
fenilalquilaminas, concretamente de la phenylethylamine (2-amino-1-phenil-1-propanone)t!
también conocida como catinona, cuya estructura se muestra en la Figural. Este compuesto es
un alcaloide monoaminico natural, el principal psicoestimulante presente en las hojas del arbusto



Khat (Catha edulls), que fue descubierto en Yemen por Peter Forsk en el siglo XVIII y que ha
sido utilizado durante afios con fines terapéuticos y alimentarios.
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Figura 1. Estructura principal de la catinona.

A partir de este compuesto natural, se obtienen por la modificacion de los diferentes
sustituyentes de la catinona las llamadas catinonas sintéticas. Estas presentan, en general, una
estructura ciclica aromatica conteniendo cuatro puntos de substitucion, teniendo en cuenta la
molécula de la catinona; en el carbono vecino al carbono en posicion alfa (R1), en el &tomo de
nitrogeno (R2 y R3), y en el grupo fenilo (R4). Estos cuatro sustituyentes pueden ser diversos
tales como: alkyl, alkoxy, alkylenedioxy, haloalkyl, halide y phenil.

En el presente trabajo se estudiardn seis catinonas sintéticas concretamente o-
Pyrrolidinovalerophenone 3,4- Dimethylmethcathinone, 3,4-Methylenedioxypyrovalerone, 4-
Methylethylcathinone, Mephedron y Methylone. En la Tabla 1 se muestran las estructuras de
estas catinonas.

Tabla 1. Estructura para las seis catinonas utilizando la estructura genérica de la catinona (Figura 1.).
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En general, para las catinonas incluidas en este estudio, aunque la presencia del grupo beta-
ceto hace aumentar la polaridad respecto a por ejemplo las anfetaminas y hace que se reduzca la
capacidad de éstas para cruzar la barrera de sangre-cerebro, se produce una interaccion con los
transportadores de la membrana plasméatica y promueven la liberacion de noradrenalina,
serotonina y dopamina e inhiben la captacion de estos compuestos en el sistema nervioso y
periférico, simulando los efectos de la hormona epinefrina (adrenalina) y del neurotransmisor
norepinefrina (noradrenalina)®l. Asi, las catinonas sintéticas estan consideradas como drogas
estimulantes.

Por lo que respecta a las caracteristicas fisicoquimicas més relevantes de los seis analitos de
interés, éstas se muestran en la Tabla 2. En ella se muestran los diferentes nombres quimicos por
los que se les puede conocer, la masa molecular de cada uno de ellos como su numero de
identificacion (CAS). Por otro lado, se muestran parametros tales como el pKa y la solubilidad
que presentan estos compuestos.

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas para las 6 catinonas de interés.

Nombre 3,4-DMMC [6] 4-MEC HCI[;][G] P\'P (a-PVP)  Mephedrone [%][71 \H)P\-[g][(ﬂ Methylons [o176]
coman [51r61
‘Nombre 34- 4 MethyIN- a-Pyrrolidinova- 4 -Mathyimathcathinone”; 3,4 -Mathylanagioxy-alfa- - 7
quimico Dimethylmatheathinone  athylcathinens letophanons (RS) -2-methylamino-1-(4-  pyrrolidinovalarophanons Methylanadioxymatheath
Hydrochloride Hydrochloride methylphenyljpropen-l-om 3 4-Mathylensdioxypyrovaleroms HCl 2082 ™4
Methylatheathinona mn ooy 1R I Mgl S, (=)-2-methylamine-1-
4-Mathylatheathinons P e meathvlenadioxyphanylp
Hydrochlorida ropan-1-onz[4]
Férmula C,,H,;-NO-HCl C,,H,-NO-HCl C.:H, NO-HCl C,,H,:NO-HCl C.H;NO,-HCl C,.H;;NO,-HCl
molecular
CAS 1081772-06-6 1266688-86-1 5485-654 1189726-24 1246820-09-6 186028-80-8
Peso molecular 227,73 227,73 267.80 213,70 275,343 243,69
(g/mol)
pKa 83 7.82 8.1 741 841 7.74
Solubilidaden  Solublz Soluble Soluble Soluble Soluble Solublz

agua

Las catinonas presentan un centro estereogénico lo que permite la existencia de un par de

enantibmeros de manera que estos compuestos estan presentes en forma de mezcla racémica,
mostrando dos isoformas, conformacion S y RIO. El par de enantiomeros difieren en la
farmacodinamica y propiedades farmacocinéticas resultantes en diversas actividades
farmacoldgicas y toxicologicas, pudiendo seguir diferentes rutas metabdlicas en el organismo
vivo y por tanto produciendo un efecto farmacologico distinto siendo mé&s o menos violento
segun del enantibmero del que se trate. Esta cuestion hace que la enantioseparacion de las
nuevas drogas sea un tema de gran interés cientifico.

1.2. Separacion de catinonas mediante electroforesis capilar.

Debido a la importancia que presenta la investigacion de la toxicidad de las catinonas sintéticas
y los efectos derivados de estos compuestos, se han desarrollado diferentes métodos analiticos
para su determinacion en diferentes tipos de muestras bioldgicas tales como orina,






plasma o cabello. En estos métodos se utilizan técnicas cromatograficas tales como la
cromatografia liquida (LC)*Y y la cromatografia de gases (GC)I*?, aunque también existen
algunos estudios en los que la técnica empleada es la electroforesis capilar(*®l,

En los estudios citados se lleva a cabo la determinacion de estas drogas sin distinguir entre
enantiomeros. No obstante, existe un gran interés en su determinacién enantiomérica, debido al
efecto diferente que cada enantiomero puede tener sobre el cuerpo humano. En este campo
destacan sobre todo las técnicas cromatogréficas, como la cromatografia liquida, aunque hay que
resaltar que la electroforesis capilar presenta algunas ventajas para la separacion de
enantiomeros respecto a la LC. La separacion quiral por LC requiere la utilizacion de columnas
cromatograficas de caracteristicas quirales, las cuales presentan un elevado coste econémico. En
cambio en CE se puede obtener la separacion de los enantiomeros afiadiendo simplemente un
selector quiral a la solucién electrolitica. Otras ventajas en cuanto a la utilizacion de la CE son el
pequefio volumen de muestra y disolventes que se requieren, los tiempos cortos de analisis y la
elevada resolucion 114191,

Por todo ello, en este estudio se ha trabajado con la técnica de electroforesis capilar, una
técnica muy versatil, basada en la diferencia de movilidad electroforética de los iones en medios
electroforéticos en el interior del capilar bajo la influencia del campo eléctrico de corriente
continua, creada cuando se aplica un voltaje a través del capilar. En la Figura 2 se muestra un
esquema general de un equipo de CE. En ésta se puede ver que el sistema esta formado por un
capilar de silice fundida (de entre 10 a 100 cm de longitud y con un diametro entre 20 y 100
pum), los extremos del capilar se sumergen en una solucion electrolitica que serd el medio de
separacion (denominado BGE, background electrolyte). Esta solucidn actia como conductora de
la corriente eléctrica y controla la carga de las sustancias a analizar. Los electrodos, que son de
platino, estan conectados por las dos terminaciones del capilar con una fuente de alimentacién de
alta tension, proporcionando voltajes de entre 1 a 100 kV. El sistema se completa con el
detector, que proporciona una respuesta que pasa posteriormente a un sistema de adquisicion de
datos. La representacion grafica obtenida es un electroferograma.

Capilar ilice fundida

Anodo (+) | Cétodo ()
| Deteccion
[Fuente de r_ uv on-lmeq
o )

Electrolito de Muestra
separacion

Electrolito de
separacion

Figura 2. Esquema general de un equipo de CE.






De entre las diferentes modalidades de la CE, la electroforesis capilar por zonas (CZE)!*® es la
modalidad mas utilizada para la separacion electroforética de catinonas debido a su simplicidad
operacional y a su versatilidad. Si bien otras modalidades tales como la electroforesis capilar en
gell*l (CGE), electrocinética micelar (MEKC)[*®! e isotacoforesis (ITP)*® también han sido
utilizadas.

En términos generales la CZE, es una técnica Util para la separacion de compuestos cargados,
ya que su mecanismo de separacion se basa en las diferentes relaciones masa/carga y en las
diferencias de movilidad electroforética de los analitos en el interior del capilar. En este caso, los
analitos cargados positivamente, se desplazaran por el movimiento electrolitico generado en el
capilar hacia el catodo. Ademas en este caso para conseguir la separacion quiral se ha requerido
una solucion electrolitica a pH é&cido para que asi los analitos estuviesen cargados
positivamentes y poderse separar por esta modalidad.

Teniendo en cuenta el fundamento de la técnica, en el apartado 1.3, se detalla como se
consigue la separacion enantiomérica para las catinonas.

1.2.1. Selectores quirales para la separacion enantiomérica de catinonas.

La separacion quiral en CZE, tiene lugar al adicionar un selector quiral en el electrolito de
separacion. Hay una gran cantidad de selectores tales como: las micelas quirales, los éteres
corona, los ligandos quirales, oligo- y polisacaridos, los antibidticos macrociclicos, las
ciclodextrinas y los derivados de estas, como también los liquidos ionicos.

Los selectores permiten una asociacion diastereomérica temporal, entre el analito y el selector,
y asi, se pueda diferenciar entre enantiomeros, debido a que si no fuese por esta interaccion los
miembros del par enantiomérico serian indistinguibles por lo que respecta a la relacion
masa/carga.

Uno de los selectores mas utilizados son las CD, aungue en este trabajo debido a la importancia
reciente que presentan, también se han considerado los liquidos i6nicos. En los parrafos
anteriores se comentan algunas caracteristicas principales de ambos tipos de selectores quirales.

o Ciclodextrinas.

Las ciclodextrinas son ciclos oligosacaridos compuestos por diferente nimero de unidades de
D-glucosa, las cuales estdn conectadas en una estructura de anillo por enlaces alfa (1,4°)-
glucosidicos. Se pueden encontrar dos tipos de CDs principales: las ciclodextrinas nativas, las
cuales no tienen ningun tipo de sustituyente; y las ciclodextrinas substituidas, las cuales tienen
distintos sustituyentes con diferentes propiedades, dando ciclodextrinas neutras o CDs cargadas
en funcion de si pertenecen a un tipo u otro.

Las ciclodextrinas son compuestos con forma de anillo con una parte interior relativamente
hidrofébica, pero una parte exterior principalmente hidrofilica debido a la presencia de grupos
hidroxilos. La estructura quimica genérica de las ciclodextrinas se muestra en la Figura 3.






Figura 3. Estructura general de las ciclodextrinas

Aunque existen CDs de muy diferentes caracteristicas, Unicamente las llamadas CDs nativas
que contienen 6, 7 0 8 glucosas (a, p y y-CD respectivamente), son utilizadas activamente en
quimica analitica. Cada una de ellas presenta propiedades fisicoquimicas diferentes como el
tamano del anillo, la solubilidad, la masa molecular, el didmetro interno y externo de la cavidad.
En la Tabla 3% se muestran estas caracteristicas para o-CD, B-CD y y-CD.

Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas y estructurales para las CDs nativas.

Tipo de CDs

a-CD B-CD vy-CD
N° de glucosas 6 7 8
Masa molecular 972 1135 1297
Diametro interno de la 57 7,8 9,5
cavidad (A)
Diametro externo de la 13,7 15,3 16,9
cavidad (,&)
Solubilidad en H.0 14,5 1,85 23,2
(Y%p/v 25°C)
pKa 12,33 12,20 12,08

Aparte de las CDs comentadas, se utilizan otros tipos de derivados de las CDs en la técnica de
CE para conseguir separaciones quirales. Por ejemplo, se pueden encontrar ciclodextinas no
cargadas que tienen grupos tan diferentes como metilos, hidroxietilos, hidroxipropilos o acetilos,
como es un ejemplo la HP-B-CD, como también ciclodextrinas cargadas que tienen grupos
metil-amino, sulfobutiléteres, carboxilometilo, sulfato, etc. Una de las CDs derivadas mas
utilizadas es la ciclodextrina sulfatada, Sulfated--CD (S-B-CD), que se caracteriza por contener
sustituyentes sulfato que hacen que toda la estructura adquiera una carga negativa.

Las CDs pueden interactuar enantioselectivamente con una molécula quiral durante la
migracion del compuesto de interés por el capilar, haciendo que debido a las interacciones que se
producen, tenga lugar una interaccion mayor con uno de los dos enantiémeros, variando asi la
movilidad electroforética de los analitos y consecuentemente se puede conseguir su separacion.
La estabilidad de los complejos formados esta gobernada por factores como interacciones Van-
der-Waals, efectos de solvatacion y puentes de hidrogeno. La interaccion entre el selector quiral
y el analito es clave para que tenga lugar la separacion con enantioresolucion. Esta se puede ver
afectada por diversos factores, tales como la concentracion y el pH del electrolito,
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la composicién de la solucidn electrolitica (BGE) y la temperatura en el capilar. Estos
parametros generalmente son optimizados con el fin de mejorar la enantioseparacion(?4l,

En la bibliografia se utilizan algunas de las ciclodextrinas citadas con anterioridad. Como
ejemplo, Mohr et al.l®!, utiliza la técnica de electroforesis capilar por zonas para la separacion
quiral de 19 catinonas derivadas utilizando CD nativas (o y B-CD) y una ciclodextrina sulfatada
(S-B-CD). Los mejores resultados se obtienen utilizando 20 mg/mL de la CD sulfatada en una
solucion tampdn de 50 Mm de acetato de amonio a pH= 4,5.

Otro ejemplo en la aplicacion de las CD como selectores quirales es el estudio que presenta
Merola et al.l*® realiza un trabajo donde estudia la separacion quiral de 12 catinonas utilizando
como selector quiral la B-CD un tiempo de analisis menor de 18 minutos.

. Liquidos ionicos.

El término “liquido i6nico”, es utilizado para describir la clase de sales con puntos de fusién
por debajo de 100°C. Los IL estan compuestos completamente por iones, y generalmente estan
formados por un cation organico voluminoso (alkylimidazolium (Im); pyridinium (Pyr), o
pyrrolium (Pyrrol); y ammonium (N) o phosphonium (P)) y un anién orgénico (trifluoroacetate
(CF3COO0), triflate (CF3SO3") 0 acetate (CH3COO")), o inorgéanico (bromide (Br’); chloride (CI")
, nitrate (NO3"); perchlorate (CIOy), tetrafluoroborate (BF4") o hexafluorophosphate (PFs))7.

Los liquidos i6nicos tienen una baja volatilidad y presién de vapor, una alta conductividad y
estabilidad térmica y finalmente una habilidad para disolver diferentes clases de compuestos
organicos y metales ionicos. Algunas de las propiedades dependen del anién, y otras dependen
de la longitud de la cadena del alquilo en el catién, de la forma o de la simetrial?®l,

Los CIL estan siendo utilizados en diversos campos para la separacion enantiomérica. Algunas
de las técnicas en las que éstos son aplicados son la cromatografia liquidal?®], la cromatografia de
gasest® como también en la electroforesis capilar®, siendo éste tltimo el campo mas utilizado.

En la bibliografia aunque no se han encontrado articulos en los que se adicionen los liquidos
ibnicos como selectores quirales para la separacion enantiomérica de las catinonas, a
continuacion se muestran algunos ejemplos en los que si se utilizan para la separacion de
diversas drogas.

Francois et al.*?ldemuestra la habilidad quiral que los liquidos idnicos quirales tienen,
utilizando dos CILs ethyl y phenylcholine bis (trifruorometilfulfonil)imida, EtCholNTf,,
PhChoINTf>.

También Liu et al.®®¥l investiga la enantioselectividad del tetramethylammonium L-

hydroxyproline, para la separacion enantiomérica de aminoacidos aromaticos (tryptophan, 3,4-
dihydroxyphenylalanine, phenylalanine, and histidine) utilizando la técnica MEKC.
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1.3. Técnica de preconcentracion electroforoética: field-amplified sample injection (FASI).

La técnica de electroforesis es conocida por presentar una baja sensibilidad. Esto se puede
deber a que la técnica presenta principalmente dos limitaciones: por un lado la poca cantidad de
muestra inyectada y por otro lado el pequefio camino Oéptico. Estas limitaciones estan
relacionadas con la reducida dimension del capilar, generalmente 25-150 ID micras y 40-80 cm
de longitud, cuando se utiliza un detector UV-visible, el mas ampliamente utilizado.

Para poder llegar a limites de deteccion mas bajos y asi obtener una mejora en la sensibilidad,
diversos autores han estudiado la aplicacion de técnicas de preconcentracion electroforéticas en
linea. Estas técnicas se basan en la introduccién de un gran volumen de muestra en el capilar y la
posterior preconcentracién de la misma en una banda estrecha al inicio del capilar. Existen
diferentes técnicas que se han aplicado exitosamente para superar la limitacion de la baja
sensibilidad tales como: Field-amplified sample injection (FASDE4, Large-volume sample
stacking (LVSS)I®! | Isotachophoresis (ITP)¢l. En este caso, la técnica escogida, debido a su
elevada simplicidad a la hora de llevarla a cabo, ha sido la técnica de preconcentracion FASI.

La llamada field-amplified sample injection, es una de las técnicas de preconcentracion
electroforéticas mas populares y simples, que fué introducida por Mikkers®13l, En la Figura 4
se muestra un esquema de esta técnica.

La técnica FASI consiste inicialmente en una inyeccion hidrodindmica (aplicando presion
durante un cierto tiempo) de un pequefio volumen de una solucién que se denomina solvent plug,
que es una solucién que presenta una baja conductividad, 4A. El objetivo principal al afiadir una
solucion con baja conductividad, es que ésta sea menor que la que presenta la solucién
electrolitica de separacién (BGE).Cuanto menor sea la conductividad del solvent plug, al aplicar
una diferencia de potencial mayor sera el campo eléctrico al inicio del capilar y por lo tanto la
velocidad del i6n sera mayor en esta solucion. Seguidamente tiene lugar la inyeccion
electrocinética de la muestra en una solucion de baja conductividad (aplicando una diferencia de
voltaje durante un tiempo especifico) 4B. En la inyeccion electrocinética la introduccion de los
analitos en el capilar depende de la carga y la movilidad de los analitos. Por ello, mientras la
cantidad de analitos idnicos introducida en el capilar aumenta, la de aquellos analitos que no
poseen carga disminuye. Al aplicar una diferencia de potencial, para que tenga lugar la
seapracion de los analitos, la baja conductividad del solvent plug hace que la velocidad de los
iones de la muestra (positivos en este caso) sea mayor en solvent plug que en el BGE, 4C. Todo
ello se traduce en un aumento de la cantidad inyectada, y en la concentracion de los analitos en
la zona de seapracion entre solvent plug y solucidn electrolitica, creandose una banda mas
estrecha “stacking”, 4D. Para conseguir este efecto de preconcentracion generalmente se utilizan
para el solvent plug y la composicion de la muestra agua, acidos débiles a bajas concentraciones
0 compuestos organicos puros o en diferentes proporciones de  volumen.
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Figura 4. Proceso esquematico de la técnica de preconcentracién FASI. A) Inyeccion del solvent plug por inyeccion
hidrodinamica. B) Inyeccién de la muestra electrocineticamente. C) Movilidad de los analitos por la diferencia de
conductividades. D- Acumulacion de los analitos en el limite de ambas soluciones, “stacking”.

v

Las variables a optimizar de la técnica, para asi mejorar la preconcentacion electroforética, son
por un lado, el tipo de solvent plug y el tiempo de inyeccion de éste (donde generalmente mas
tiempo de solvent plug hace que el compuesto se preconcentre mas ya que permite la inyeccion
de mas cantidad de muestra, aunque deje menos capilar disponible para que se dé la separacién).
Por otro lado, la composicion de la muestra, (dependiendo del solvente en el que éste esta
disuelta mejora la disolucion del analito y puede mejorar el proceso de preconcentracion), y el
voltaje y el tiempo aplicado para la inyeccion de la muestra (una elevada cantidad de éstos puede
aumentar la preconcentracion).

OBJETIVO.

El objetivo de éste trabajo es la optimizacion de la separacion electroforética quiral de seis
catinonas, utilizando selectores quirales, y el estudio de una técnica de preconcentracion
electroforética en linea, field-amplified sample injection, evaluando el efecto de distintas
variables sobre el proceso de preconcentracion.

PARTE EXPERIMENTAL.

En este apartado se comentan los diferentes productos quimicos utilizados para poder
desarrollar la investigacion, como también las concentraciones en los que éstos se han estado
preparados. También se cita tanto la instrumentacion utilizada como se detalla el proceso
experimental seguido tanto para la separacion como para la técnica de preconcentracion
aplicada.
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3.1. Reactivos y patrones.

Todos los reactivos utilizados son de grado analitico. Los reactivos que se han utilizado han
sido: hidréxido de sodio (NaOH) 1M, metanol (MeOH), fosfato monosodico (NaH2PQ,), acido
fosférico (H3PO4) 0,1M, &cido férmico (HCOOH) 0,1M, acetonitrilo (ACN) e isopropanol.
También se han utilizado diferentes selectores quirales como ciclodextrinas: a-CD, B-CD, y-CD,
HP-B-CD y S-B-CD y liquidos i6nicos en particular 1-octyl-3-methylimidazolium
hezafluorophosphate y 1-hexyl-3-methylimidazolium hezafluorophosphate.

Todos los reactivos, disolventes y selectores quirales, han sido proporcionados por Sigma
Aldrich (St. Luis, MO, Estados Unidos).

Los patrones de catinonas que se han utilizado para desarrollar el trabajo son 3,4-
Dimethylmethcathinone, 4-Methylethylcathinone, a-PVP, Mephedrone, Methylone y 3,4-
Methylenedioxypyrovalerone proporcionados por LCG (Espafa). Las soluciones patron han sido
preparadas en H.O Milli-Q (18.2 MQ cm) (Millipore, Bedfore, MA, Estados Unidos), en
concentraciones de 10, 25 y 50 ppm (preparados a partir de soluciones madre en MeOH en
concentraciones de 1000, 2000 y 100 ppm, dependiendo del compuesto) y conservados en el
congelador a -18 °C.

3.1.1. Toxicidad.

Para tener una idea de la toxicidad que presentan los compuestos, reactivos y patrones
utilizados en la investigacion, y de la precaucion que se ha de tener durante la manipulacion de
estos, se ha considerado hacer una recopilacion de estas caracteristicas y reflejarlas en la tabla 4.

Tabla 4. Toxicidad y precauciones de los diferentes reactivos, patrones* y selectores quirales4l,

COMPUESTO FORMULA CAS TOXICIDAD PRECAUCION
QUIMICA
1-hexyl-3- CioHioFsN2P  304680-35-1  Toxico e irritante. Utilizar proteccion ocular y
methylimidazolium corporal. Manipularlo en zonas
hezafluorophosphate ventiladas. En caso de contacto
lavar con agua.
1-octyl-3- CioH23N»-PFg  304680-36-2  Irritante. Llevar proteccion ocular y corporal.
methylimidazolium Manipulacion en zonas
hezafluorophosphate ventiladas.En caso de contacto
lavar con agua.
(2-Hydroxypropyl)-B-  (CsHgOs)7(Cs  128446-35-5 No considerada peligrosa.  En caso de contacto lavar con agua.
CD H-0)
a-Cyclodextrin CasHs0030 10016-20-3  No considerada peligrosa.  En caso de contacto lavar con agua.
B- CD Ca2H70035 7585-39-9 No considerada peligrosa. ~ Manipular en zonas ventiladas.
En caso de contacto lavar con agua.
v-CD CagHso040 17465-86-0  No considerada peligrosa. ~ Manipularlo en zonas ventiladas.
En caso de contacto lavar con agua.
Acetonitrilo CHsCN 75-05-8 Téxico, nocivo e irritante.  Utilizar proteccidn ocular y

Inflamable (vapores y
liquidos). Perjudicial para
la salud.

corporal. Manipulacion de éste en
zonas ventiladas.
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Acido fosférico H3PO4 7664-38-2 Corrosivo. Utilizar proteccion ocular y
Gases toxicos. corporal. Manipulacion en zonas

ventiladas.

Acido férmico HCOOH 64-18-6 Corrosivo. Utilizar proteccion ocular y
Combustible. corporal. Uso en zonas ventiladas.

Hidrdxido de sodio NaOH 1310-73-2 Nocivo, corrosivo e Utilizar proteccion ocular y
irritante. corporal. Manipulacién en zonas

ventiladas. En caso de contacto
lavar con agua.

Isopropanol (CH3),CHOH 67-63-0 Altamente inflamable. Uso de proteccidn ocular y
Mezcla vapor-agua son corporal. Manipulacion en zonas
explosivas. ventiladas. En caso de contacto con

agua.

Fosfato monosodico NaHPO4 7558-80-7 Irritante. Recomendado el uso de proteccion

anhidro ocular y corporal, como también la

manipulacion de este compuesto en
zonas ventiladas.

Metanol CH30OH 67-56-1 Téxico e inflamable. Utilizar proteccion ocular y
Las mezclas vapor aire son  corporal. Hacer uso en zonas
explosivas. ventiladas. En caso de contacto

enjuagar con agua

Catinonas sintéticas a-PVP Téxico en caso de Usar guantes, gafas y ropa de

3,4-DMMC ingestion o contacto con la  proteccion
4-MEC piel.

Methylone Irritante.

Mephedrone

MDPV

3.2. Instrumentacion

La instrumentacién utilizada para la separacion electroforética ha consistido en un equipo
Agilent 3D CE (Agilent Technologies, Waldbroon, Alemania) equipado con un detector
ultravioleta de diodos en linea (DAD). La deteccion de los compuestos estudiados se ha
realizado a una longitud de onda de 200 nm. La cdmara que contiene el capilar se mantuvo a 25
°C en todos los experimentos.

Se ha utilizado un capilar de silice fundida de 80 cm de longitud (71,5 cm de longitud efectiva)
con un ID (diametro interno) de 50 um (recubierto de una capa de poliamida que permite su
flexibilidad sin roturas) y un diametro externo (OD) de 360 pm.

3.3. Procedimiento on-line FASI-CE.

Diariamente antes del inicio del primer analisis del dia, se ha realizado un acondicionamiento
de 30 minutos; 10 minutos a maxima presion (930 mbar) de solucion NaOH 1M previamente
filtrada con un filtro de 45 pm, 10 minutos de H20 y finalmente 10 minutos del BGE de trabajo
(preparada diariamente). Una vez pasados los 30 minutos se ha aplicado un voltaje de trabajo de
30kV durante 3 segundos para asegurar que la corriente era estable.
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Entre andlisis también se ha realizado un acondicionamiento. Para éeste se han seguido los
mismos pasos que para el acondicionamiento mostrado en el parrafo anterior, Unicamente
variando la concentracion de la solucion de hidréxido de sodio, siendo ésta de 0,1M. Los
capilares nuevos se han acondicionado con NaOH 1M durante 40 minutos y 10 minutos de H>O
Milli-Q.

Por lo que respecta a la técnica de preconcentracion estudiada, FASI-CE, en la Figura 4 en el
apartado 1.3, se ha mostrado un esquema detallado de las etapas que se han seguido para
realizarla. Una vez acondicionado el capilar con la solucidn electrolitica BGE, el primer paso ha
consistido en la inyeccién hidrodinamica del solvent plug concretamente MeOH/H20 25/75 a 50
mbar durante 5 segundos. A continuacion, se ha realizado la inyeccion electrocinética de la
solucion patron que contenia las 6 catinonas sintéticas, en una concentracion de 10 ppm, en unas
condiciones de 13 kV durante 5 segundos con un voltaje de +30 kV y una temperatura de 25 °C
para que se produzca la separacion.

3.4. Estudio economicol3°1140!

Un punto importante en la realizacién de un trabajo es el coste econdmico asociado al
desarrollo de éste.

En este apartado se le ha querido dar un enfoque mayor al coste que presenta la preparacion de
las soluciones patrén, el solvent plug optimizado, el tratamiento de los residuos generados, como
también el coste del instrumento de electroforesis capilar y su amortizacion durante los analisis.
Todo esto queda reflejado en las tablas que se muestran a continuacion.

Una vez detallados estos valores se presenta el coste que representaria llevar a cabo un analisis
en las condiciones Gptimas halladas en este estudio para la determinacién de catinonas.

En la Tabla 5 se muestra el coste econdmico derivado de la preparacién de la solucién
electrolitica.

Tabla 5.Coste econémico asociado a la preparacion de la solucién BGE pH= 2,5 NaH;PO4/H3PQO4 ;3-CD + HP- 3-CD (5 mM).

Material /Reactivos Cantidad  Precio € Concentracion Cantidad Precio seginla %
requerida utilizada para la cantidad (€) respecto
preparacion al total
BGE gastado
NaH:PO4 509 44,50 69 mM 0,08369 0,07 2,0
p-cyclodextrin 259 93,00 5 mM 0,00587g 0,03 0,9
HP-g-cyclodextrin 259 122,00 5 mM 0.073g 0,36 10,5
H3PO4 1L 44,00 31 mM 21pL 0,01 0,3
Jeringa 10mL 100 u 23,51 1 0,24 6,9
Filtro 0,45 pm 100 u 91,29 - 1 0,91 26,5
TOTAL € - - - - 1,62
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En la tabla 6., se presentan las concentraciones en las que se han preparado las soluciones
madre para cada una de las drogas de abuso y el coste asociado. Estas soluciones se han
preparado una unica vez durante toda la investigacion.

Tabla 6. Coste econémico asociado a la preparacion de las soluciones madre en 10 mL de MeOH para cada una de las catinonas.

Material /Reactivos Volumen  Precio Concentracion  Precio segun la cantidad de % respecto

inicial € requerida sol MeOH-+analito utilizado al total

madre gastado

MeOH 25L 144,25 10 mL 0,58 4,3
3,4-Dimethylmethcathinone 10 mg 103 1000 ppm 103,58 10,9
4-Methylethylcathinone 20 mg 177 2000 ppm 177,58 18,7
a-PVP 1 mg/mL 111 100 ppm 111,58 11,7
MDPV 10 mg 177 2000 ppm 177,58 18,7
Mephedrone 10 mg 52 1000 ppm 52,58 55
Methylone 10 mg 274 1000 ppm 274,58 28,8
R-Methadone 10 mg 54 1000 ppm 54,58 5,7
TOTAL analitostMeOH 952,06

En la tabla 7, se muestran las concentraciones preparadas para las soluciones patron (en H20
Milli-Q), asi como el coste asociado a la preparacion de éstas. Se han preparado una Unica vez,
excepto el patron de concentracion 10 ppm, preparado cada dos semanas aproximadamente.

Tabla 7. Coste econémico asociado a la preparacion de las soluciones patrén en H,O Milli-Q para cada una de las drogas
sintéticas.

Material /Reactivos Concentraciéon Volumen solucion madre Precio € % respecto al
requerida (volumen matraz) (MeOH-+analito) total gastado

3,4-Dimethylmethcathinone 10 ppm 10 pL (1 mL) 0,10 0,9

25 ppm 25 pL (1 mL) 0,26 2,3

100 ppm 100 pL (1 mL) 1,04 9,3
4-Methylethylcathinone 10 ppm 10 pL (1 mL) 0,18 1,6

25 ppm 12,5 uL (1 mL) 0,22 1,9

50 ppm 25 uL (1 mL) 0,45 4,0

100 ppm 50 pL (1 mL) 0,52 4,6
a-PVP 10 ppm 200 pL (2 mL) 2,28 20,4

10 ppm 100 pL (1 mL) 1,14 10,2

25 ppm 250 pL (1 mL) 2,85 25,5
MDPV 10 ppm 10 pL (1 mL) 0,18 1,6

25 ppm 12,5 uL (1 mL) 0,23 2,0
Mephedrone 10 ppm 5puL (1 mL) 0,11 0,9

25 ppm 25 pL (1mL) 0,13 1,1

50 ppm 50 pL (2 mL) 0,27 2,4
Methylone 10 ppm 5uL (1mL) 0,55 4,9

25 ppm 25uL (1mL) 0,69 6,2
TOTAL € 11,2
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En la tabla 8, se muestran el precio para el solvent plug utilizado en la técnica de
preconcentracion. La solucidn se preparé diariamente.

Tabla 8. Coste econdmico asociado a la preparacion del solvent plug utilizado durante la investigacion.

Solvente Volumen inicial Precio (€) Volumen Precio segiin el % respecto al
requerido volumen total gastado
utilizado
Metanol 2,5L 144,25 250 pL 0,01

A estos costes se le tiene que sumar el valor del instrumento de electroforesis capilar
juntamente con el coste del tratamiento de residuos, mostrados en la Tabla 9.

En el caso del instrumento de electroforesis capilar, el tiempo de vida de éste seria de 15 afios
aproximadamente. Por lo que la amortizacion de éste por afio seria de 3.000€/afio
aproximadamente. En mi caso, he estado trabajando con este durante cuatro meses por lo que
supondria una amortizaciéon de 280€/mes. También resaltar que en este equipo las reparaciones
tienen un coste afiadido de 2500€/ano, de manera que esto supondria un coste adicional,
considerandose 208€/mes.

También es importante sefialar que el coste que supondria el uso del capilar corresponderia a la
cantidad que es utilizada de éste. Teniendo en cuenta que se utilizan 80cm y que éste se
cambiaria cada 2 meses aproximadamente (dependiendo de la degradacion e inactividad de los
grupos silanoles presentes en el interior de éste), el coste oscilaria a 0,5€ por capilar preparado,
teniendo en cuenta el coste mostrado en la Tabla 9.

Tabla 9. Coste del instrumento CE y asociado al tratamiento de residuos.

Coste instrumento CE 50.000/60.000€
Coste capilar CE 20€/30m
Disolventes halogenados 1010 €/Tn
Disolventes no halogenados 101 €/Tn
Soluciones acuosas 292,90 €/Tn
Aceites 50,50 €/Tn
Sélidos y absorbentes 303 €/Tn
Envases contaminados 606 Tn

Si se hace un balance del coste total que tendria un analisis, éste seria la suma del coste
econdmico que supondria la preparacion de la solucion electrolitica, el solvent plug, la solucion
patron para los compuestos (suponiendo la concentracion de 10 ppm), como los residuos
generados (en este caso Unicamente soluciones acuosas).
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El coste del analisis seria de 5,00 € para la preparacion de todos los productos y reactivos. A
esto se le tendrian que afadir los residuos de soluciones acuosas generadas, siendo por cada
analisis realizado para la técnica de preconcentracion 150 pL de la solucion patron.

RESULTADOS Y DISCUSION.

En el apartado 4 se comentaran los principales resultados que se han obtenido a lo largo de la
investigacion realizada. Concretamente se mostraran los resultados que se han ido obteniendo en
la optimizacién de la separacion enantiomérica de las catinonas tanto por inyeccion
hidrodinamica, asi como también los derivados de la aplicando la técnica de preconcentracion
FASI.

4.1. Separacion electroforética aquiral.

En un principio este estudio se centr6 en cuatro de las seis catinonas descritas en la
introduccién: Mephedrone, Methylone, a-PVP y MDPV. Se escogieron éstas ya que, segun la
bibliografia consultada, son unas de las mas ampliamente utilizadas.

Previamente a la separacion enantiomérica, y con la finalidad de optimizar la separacion de los
analitos utilizando CZE, se estudié como afectaba la composicion de la solucion tampon (buffer
solution) en la respuesta. Teniendo en cuenta el valor de pKa de cada una de las catinonas
sustituidas (mostrados en la tabla 2.), se ha utilizado una solucién tampdn con un pH inferior al
pKa, con el objetivo de garantizar que los diferentes analitos estuviesen protonados y asi la
movilidad electroforética de los analitos fuesen en direccion al catodo.

Teniendo en cuenta distintos estudios de la bibliografia en los que el pH del trabajo estaba
dentro del intervalo entre 2 y 3161 se optd por estudiar diferentes soluciones como tampoén
fosfato de sodio (H3sPO4/H2PO4™ pKa 2,12; intervalo pH atil 1,5-3) y solucidn tampdn acetato de
amonio (CHsCO2H/CH3sCO2 pKa 4,76; intervalo pH (til 3, 6-5, 8)[421,

Los patrones se prepararon en una concentracion de 50 ppm en H.0 Milli-Q. La inyeccion de
los analitos se llevo a cabo de forma hidrodinamica aplicando una presion de 50 mbar durante 5
segundos, con un voltaje inicial de +30 kV.

Teniendo en cuenta el espectro de absorcién de los diferentes analitos se lleg6 al compromiso
de utilizar una longitud de onda de 200 nm. [43-461,

Los mejores resultados, en cuanto a la separacion, se han obtenido con la primera solucion
tampon fosfato a pH 2,5 aproximadamente, ya que con el buffer acetato la resolucion disminuia
y el ruido de fondo en el analisis aumentaba interfiriendo con las sefiales de los compuestos a
estudiar.
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No obstante en estos analisis, tal y como se esperaba, no se ha producido una separacion
enantiomérica para los diferentes compuestos. Es por ello que se plantea la adicion de selectores
quirales a la solucion electrolitica.

4.2. Separacion electroforética enantiomérica con ciclodextrinas.

Tal y como se muestra en la bibliografia uno de los tipos de selectores quirales mas utilizados
son las ciclodextrinas, utilizandose tanto ciclodextrinas nativas (a.p y )%, ciclodextrinas
neutras, como ejemplo la HP-B-CD[??, y ciclodextrinas cargadas, como la S-B-CDI?®l, para
obtener una separacion enantiomérica de las catinonas. Por ello se plante6 evaluar el efecto de
distintas CDs en la separacion de las catinonas incluidas en este trabajo. Concretamente se
evaluaron o-CD, B-CD, y-CD, una ciclodextrina cargada negativamente, S-B-CD vy
hydroxypropyl-B- CD. Cada una de las CDs se evalu6 de forma individual y se consideraron
concentraciones de 5 y 10 mM, valores escogidos en base a la solubilidad que los selectores
quirales presentan. Las distintas CDs se adicionaron a la solucién electrolitica optimizada con
anterioridad (el tampdn fosfato a pH= 2,5). La inyeccion se realiz6 de forma hidrodindmica a 50
mbar durante 5 segundos con un voltaje de separacion a +30 kV y 25°C durante 35 minutos.

Los resultados obtenidos con las distintas CDs estudiadas se muestran en la Figura 5. En ella se
muestran los electroferogramas para las ciclodextrinas con los que se ha observado una mejor
separacion enantiomérica para las catinonas en una concentracion de 50 ppm. Los resultados
Optimos se han observado para la B-CD (separandose enantiomericamente todos los compuestos)
y la HP-B-CD (separandose quiralmente tres de las cuatro catinonas, excepto MDPV) en una
concentracion de 5 Mm. Esta concentracion para los selectores quirales ha sido la escogida ya
que se ha visto que al aumentar la concentracion de éstos a 10 mM no se observaba mejora en la
enantioseparacion, si no que Unicamente se producia un aumento del tiempo de migracion de los
analitos dando lugar a un aumento del tiempo de analisis, que podria estar producido porque al
afladir méas selector quiral es mayor la interaccion que se produce con el analito.
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Figura 5. Electroferogramas obtenidos por inyeccion hidrodindmica a 50 mbar durante 5 segundos de la solucién
patrdn que contenia una concentracion de 50 ppm de las 4 catinonas de interés: Mephedrone (1), Methylone (2), a-
PVP (4) y MDPV(6) utilizando una solucidn electrolitica pH= 2,5 de tamp6n fosfato afiadiendo de forma individual
las CD como selectores quirales, todas ellas a una concentracion de 5 mM.
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Debido a que, como se ha observado en la Figura 5 ,para la B-CD se ha obtenido una
separacion enantiomérica para las cuatro catinonas aunque esta no ha sido a nivel de la linea
base y para la HP-B-CD se han separado éptimamente tres de las cuatro se ha planteado utilizar
una mezcla con aquellas que han dado mejores resultados. Cabe destacar que en algunos
estudios de la bibliografia diversos autores articulos han realizado un método de estas
caracteristicas con resultados positivos. Como por ejemplo en el estudio de Klein, R. F.X. et
al.*l en que éste utiliza una mezcla de ciclodextrinas neutras y anidnicas siendo éstas: HP- f-
CD y S-B-CD, para la separacion de una serie de drogas de abuso entre las que se encuentra la
catinona, se ha considerado adicionar a la solucion electrolitica una mezcla de las dos
ciclodextrinas: B-CD y HP-B-CD. Se han utilizado concentraciones de 5y 10 mM para cada una
de ellas (teniendo en cuenta los datos mostrados de solubilidad en la Tabla 2). Para realizar las
diferentes pruebas se han preparado soluciones electroliticas individuales que contenian
concentraciones diversas de ambas ciclodextrinas concretamente: 5mM B-CD/ 5mM HP-3-CD,
5mM B-CD/10 mM HP-B-CD y 10mM B-CD/10 mM HP-B-CD.

La separacion enantiomérica dptima para las 4 catinonas se ha observado con la solucion
electrolitica que presentaba una concentracién de 5 mM para cada una de las dos ciclodextrinas.
Se ha observado que al adicionar mayor concentracion de cada uno de los selectores quirales a la
solucion electrolitica, Unicamente se veian incrementados los tiempos de migracion de las
catinonas y por consiguiente el tiempo de andlisis debido a una mayor interacciéon hidrofébica
con el selector quiral por parte de las catinonas.

Una vez separadas las 4 catinonas de interés iniciales, se ha planteado la posibilidad de poder
llegar a separar enantiomericamente un mayor ndmero de catinonas. Concretamente se han
incluido dos catinonas mas; 3,4-DMMC y 4-Methylethylcathinone. En la Figura 6, se muestra el
electroferograma correspondiente a la separacién para las 6 catinonas
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Figura 6. Separacion enantiomérica de 6-catinonas con uha concentracion de 50 ppm, utilizando como solucion
BGE un tampon fosfato a pH= 2,5, una mezcla de CDs como selectores quirales (5 mM B-CD y 5 mM HP-B-CD).
Condiciones anélisi: inyeccion hidrodindmica a 50 mbar durante 5 segundo , aplicando una diferencia de potencial
de +30 kV a una temperatura de 25 °C durante 35 minutos de andlisis. Siendo los analitos (1) Mephedrone, (2)

Methylone, (3) 4-Methylethcathinone, (4) a-PVP, (5) 3,4-DMMC y (6) MDPV.

Con las condiciones Optimas de separacion enantiomérica obtenidas utilizando como selector
quiral la mezcla de ciclodextrinas B-CD y HP-B-CD en concentraciones de 5 mM para ambas, se
han modificado diferentes pardmetros concretamente el voltaje de separacion y la temperatura
del capilar con el objetivo de poder mejorar la enantioseparacion.
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Por un lado la temperatura del capilar se ha variado considerando 20, 25 y 30 °C. Estas
temperaturas se han elegido teniendo en cuenta que por un lado, la temperatura superior no
puede sobrepasar los 30 °C debido a que un excesivo aumento de ésta puede dar lugar a la
formacion de burbujas dentro del capilar alterando la estabilidad de la linea base. Por otro lado,
por debajo de cierta temperatura tampoco se puede trabajar, concretamente por debajo de la
temperatura ambiente del laboratorio que oscila entorno a los 20 °C. Tedricamente al aumentar la
temperatura del capilar la viscosidad de la solucion electrolitica disminuye por lo que la
movilidad de los analitos aumenta dando lugar a un tiempo de andlisis menor. Una vez obtenidos
los electroferogramas se obtuvo lo descrito, asi la temperatura de 30 °C se ha considerado
excesiva para obtener una buena separacion ya que se obtuvo una distorsion de la linea base,
como también se ha creido limite la temperatura de 20 °C. La temperatura 6ptima ha sido a 25°C.

Por otro lado las diferencias de voltaje estudiadas han sido 20, 25 y 30 kV. Como era de
esperar, se ha observado que al aumentar el voltaje aplicado durante la separacion de las
catinonas, la velocidad de los analitos ha aumentado, disminuyendo el tiempo de analisis y no
viendose una mejorar en la enantioseparacion de las catinonas. Finalmente se ha escogido un
voltaje de 30 kV porque el tiempo de andlisis era inferior que con los demas voltajes estudiados.

Una vez obtenida la separacion enantiomérica de las 6 catinonas Optima utilizando como
selectores quirales las mezcla de CDs, se ha considerado evaluar otro tipo de selector quiral para
obtener también una enantioseparacion concretamente los liquidos iénicos quirales.

4.3. Separacion electroforética enantiomérica con liquidos ionicos.

La utilizacion de los liquidos i6nicos quirales (CIL) como selectores se han considerado ya
que en la bibliografia este tipo de selectores se han emprado para la determinacion de algunos
tipos de drogas de abuso. Los CIL con los que se ha trabajado, que han sido 1-octyl-3-
methylimidazolium hezafluorophosphate y 1-hexyl-3-methylimidazolium hezafluorophosphate.

Inicialmente se han adicionado los liquidos ionicos quirales de forma independiente y por otra
parte también se ha evaluado su respuesta en combinacion con alguna CD previamente evaluada.

Las concentraciones con las que se ha trabajado para cada uno de los liquidos ionicos de forma
individual han sido: 5,10 y 15 mM. Con estas condiciones no se ha obtenido una separacion
enantiomérica con ninguno de los dos CIL para ninguna de las 6 catinonas. A modo de ejemplo
se muestran los electroferogramas obtenidos de la Figura 7 para el liquido ionico 1-octyl-3-
methylimidazolium hezafluorophosphate (7TA) y 1-hexyl-3-methylimidazolium
hezafluorophosphate (7B) en concentraciones ambos de 5mM. Se ha observado que al aumentar
la concentracion de estos se ha empeorado la resoluciéon de los picos y se han disminuido los
tiempos de retencion para los compuestos, aumentando también el ruido de fondo y
distorsionandose la linea base (diversos autores citan que esto puede estar causado por un
aumento en la viscosidad del sistema de separacion y una peor interaccion de los analitos en el
capilart323l),
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Figura 7. Separacién enantiomérica para las 6 catinonas de interés utilizando una solucion electrolitica de tamp6n
fosfato a pH= 2,5, afiadiendo como selector quiral liquidos i6nicos en diferentes concentraciones. A) Corresponde a
la adicion de 5 mM de 1-octyl-3-methylimidazolium hezafluorophosphate B) Corresponde a la adicién de 5 mM de
1-hexyl-3-methylimidazolium hezafluorophosphate. Siendo la identificacion de los picos la descrita en las figuras
anteriores

Con la adicion de una mezcla de ambos CIL en diferentes concentraciones 5, 10 y 15 mM,
tampoco se obtuvo una sepaacion enantiomérica para las catinonas.

Teniendo en cuenta que con la adicion de la mezcla de dos ciclodextrinas (B-CD y HP-B-CD) a
la solucidn electrolitica se ha obtenido una buena enantioseparacion se ha optado por usar como
selectores quirales ambos compuestos, CDs y CIL. Las concentraciones a las que se han
realizado las pruebas han sido 5 mM y 20 mM para ambos liquidos i6nicos quirales, junto con 5
y 10 Mm B-CD 6 5, 10 y 20 mM HP- B-CD con una solucién tampon fosfato a pH= 2,5.

La inyeccion hidrodinamica se ha realizado en las mismas condiciones que las especificadas en
los apartados anteriores.

En este estudio combinando CDs con CIL, no se ha obtenido una separacion quiral para los
compuestos, Unicamente utilizando una concentracioén de 5 mM para HP-B-CD y 5 mM 1-octyl-
3-methylimidazolium hezafluorophosphate, ha tenido lugar una éptima separacion para algunos
compuestos tal y como se muestra en la Figura 8.

mAU =
] / ™\
E ‘// ‘\, 3
i | "\ﬁ,w\ A 1 i 5
j v AN P |
" ] Wl W\ ]|
Mo P At ~V~. 6
- (R | \
Vi "\,\.ﬁ' \/ Wy W a, m\““w” J \
Rt (VRS
W,—.-W&MW"- A ‘"MMW“'Vw
Tiempo (min)

Figura 8. Separacion enantiomérica para las 6 catinonas de interés utilizando una solucion electrolitica de tamp6n
fosfato a pH= 2,5, afiadiendo como selector quiral una mezcla de CDs y CIL en diferentes concentraciones.
Corresponde a la adicion de 5 mM de 1-octyl-3-methylimidazolium hezafluorophosphate y de 5 mM HP-B-CD.
Siendo la identificacion de los picos la descrita en las figuras anteriores.
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En general, para las demas concentraciones estudiadas, tal y como se muestra en la Figura 9 y
10 a modo de ejemplo donde para los electroferogramas obtenidos con algunas soluciones
electroliticas con concentraciones diversas de los selectores quirales y las CDs, tenia lugar el
empeoramiento de la linea base, como también la eficacia de los picos.
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Figura 9. Separacién enantiomérica para las 6 catinonas de interés utilizando una solucién electrolitica de tampdn
fosfato a pH= 2,5, afiadiendo como selector quiral una mezcla de liquidos idnicos y ciclodextrinas en diferentes
concentraciones. A) Corresponde a 5 mM B-CD y 20 mM 1-octyl-3-methylimidazolium hezafluorophosphate. B)
Corresponde a 10 mM B-CD 5 mM 1-octyl-3-methylimidazolium hezafluorophosphate. Siendo la identificacion de
las catinonas la misma que la realizada en las demas figuras.
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Figura 10. Separacién enantiomérica para las 6 catinonas de interés utilizando una solucién electrolitica de tampon
fosfato a pH= 2,5, afiadiendo como selector quiral una mezcla de liquidos ionicos y ciclodextrinas en diferentes
concentraciones. A) Corresponde a 5 mM B-CD y 5 mM 1-hexyl-3-methylimidazolium hezafluorophosphate. B)
Corresponde a 5 mM B-CD 20 mM 1-hexyl-3-methylimidazolium hezafluorophosphate. La asignacion para las
diferentes catinonas es la misma que la realizada en las demas figuras.

Después de prover los diferentes selectores quirales a la solucién electrolitica se ha optado
como solucién 6ptima la formada por una solucion tampén fosfato a pH= 2,5 y una mezcla de
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dos ciclodextrinas en concentraciones de 5 mM cada una de ellas, siendo estas: B-CD y HP-B-
CD.

4.4. Estudio de la técnica de preconcentracion electroforética: FASI.

Una vez optimizada la separacion enantiomérica utilizando una inyeccion hidrodindmica de la
solucion patrén se ha continuado el trabajo acoplando la técnica de preconcentracion
electroforética FASI, con el objetivo de alcanzar unos limites de deteccion més bajos.

Los pardmetros a optimizar han sido: la composicion del solvent plug (apartado 4.4.1), la
composicion de la muestra (4.4.2), el tiempo de inyeccion del solvent plug (apartado 4.4.3.) y el
voltaje y tiempo de inyeccion de la muestra (apartado 4.4.4).

4.4.1. Solvent plug.

Como se ha comentado con anterioridad, el solvent plug, es una solucién que presenta una baja
conductividad para favorecer la movilidad de los analitos en ella. Para poder estudiar este
parametro teniendo en cuenta que el objetivo era obtener una méaxima respuesta en area, una alta
precision (bajo %RSD) y una elevada eficacia para los picos, se han considerando tres solventes
de baja conductividad; concretamente H>O Milli-Q, HCOOH 0,1M y H3POs 0,1M. Estos
solventes se han escogido teniendo en cuenta que son los mas ampliamente utilizados en la
bibliografial*®l. Por ejemplo cabe sefialar el estudio de Tagliaro, F. et al, en el que se optimiza
este parametro utilizando una inyeccion hidrodinamica un solvent plug de &cido fosférico 0,1 M
a 50 mbar durante 10 segundo obteniendo unos Optimos resultados para la separacion
enantiomérica de diferentes drogas de abuso tales como la cocaina y la catinona.

La técnica de preconcentracion, teniendo en cuenta la bibliografia, se ha realizado partiendo de
las siguientes condiciones experimentales: una inyeccion hidrodindmica del solvent plug a 50
mbar durante 10 segundos y una posterior inyeccion electrocinética del patron a 10 kV durante 5
segundos, y finalmente se ha aplicado un voltaje de +30 kV a una temperatura de 25°C para la
separacion. B

En la Figura 11 se muestran, a modo de ejemplo asumiendo que los graficos obtenidos para
dos de las catinonas incluidas en el estudio, concretamente Mephedrone y Methylone. Para las
otras catinonas los resultados han sido similares. Segun los resultados reflejados en el Figura 10,
las areas para los analitos son mayores y el %RSD (que marca la precision del método, en este
caso la repetitividad (mismo dia)) es mas bajo, cuando se utiliza un solvent plug de H20. Se ha
observado también por un lado que el factor de preconcentracion para el solvent plug de acido
férmico es menor que para el de H2O, y por otro lado que utilizado el solvent plug de acido
fosforico los analitos no se han preconcentrado ya que la respuesta ha sido similar a la obtenida
en el caso de no aplicar la técnica de preconcentracion.
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Figura 11. Area (1), % en desviacion estandar relativa (1) y eficacia (111) para dos de los compuestos de interés
utilizando como solvent plug para la técnica de preconcentracién FASI; agua y &cido férmico 0,1 M. Siendoay b
las catinonas Mephedrone y Methylone respectivamente.

Teoricamente estos resultados son tal como era de esperar, ya que si seguimos el concepto en el
que se describe que la conductividad, donde ésta es inversamente proporcional a la velocidad
que tendra el i6n en el solvent plug (directamente relacionada con la movilidad de la solucion,
siento esta inversamente proporcional a la viscosidad de la solucion y al radio del compuesto), se
puede concluir que la movilidad de la solucion de &cido fosforico tendria que ser la méas baja ya
que este es el solvente que presenta mayor viscosidad (n=2,5-9,4). Asi pues si la conductividad
es mayor, ésta serd mas parecida a la conductividad de la solucién BGE, haciendo que no esté
tan favorecido el fendbmeno de la preconcentracion. Si seguimos este razonamiento entre H.O y
HCOOH (n=1,57; 25 °C) los resultados obtenidos son los esperados, siendo H20 el solvent plug
con mayor respuesta.

Una vez probados H.O Milli-Q y los acidos débiles en bajas concentraciones como solvent
plug para la técnica de preconcentracion, se han probado algunos compuestos organicos, que
también se ha observado en la bibliografial*® que incrementaban el factor de preconcentracion.
El razonamiento que se plantea en la bibliografia citada es que los solventes organicos al
contener enlaces covalentes, no se ionizan en la solucion y no dan una elevada conduccién,
siendo asi Optimos para la técnica de preconcentracion electroforética, presentando una baja
conductividad. Estas pruebas se han realizado para cada uno de los solventes organicos puros y
a diferentes porcentajes teniendo como solvente regulador H,O. Estas han sido: MeOH vy
relaciones de MeOH/H,0 50/50, 25/75, ACN y relaciones de ACN/H20 50/50, 25/75.

Los resultados para cada uno de los solvent plug comprados con el solvent plug de H-O, en
valores de relaciones de areas o de %RSD y de eficacia entre picos enantiomeros, se muestran en
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los graficos de la Figura 12 a modo de ejemplo para uno de los seis compuestos: Mephedrone,
teniendo en cuenta que la tendencia se mantenia para el resto de los analitos.
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Figura 12. Areas (1) , % desviacion estandar relativa (I1) y eficacia (111) para el compuesto Mephedrone utilizando
como solvent plug en la técnica de preconcentracién FASI. Solv. (A) H;0, (B) MeOH, (C) MeOH/H,0 50/50, (D)
MeOH/H20 25/75, (E) ACN, (F) ACN/H20 50/50 y (G) ACN/H20 25/75 respectivamente, utilizando para los
solventes organicos H,O como solvente regulador.

En la seleccion del mejor solvent plug se ha implementado el criterio de eliminar aquellos que
presentaban un valor de RSD superior a 15. Con este criterio, se ha considerado como solvent
plug éptimo debido a una mayor respuesta y a una baja desviacion estandar relativa, el solvent
plug organico MeOH/H,0 25/75 H-0.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, para poder mejorar la precision en la inyeccion
hidrodinamica del solvent plug se han considerado dos opciones. Por un lado, teniendo en cuenta
la bibliografial®®, se ha estudiado la introduccion de un patron interno a la solucién patron que
contiene las 6 catinonas (un compuesto con caracteristicas parecidas a los analitos de trabajo). El
compuesto elegido fue la R-Methadone, ya que se vio que el tiempo de migracion de éste era
similar a los demaés analitos y preconcentraba en las condiciones optimizadas. Como los calculos
en respuesta de areas, %RSD y eficacia no mejoraban con la adicion del PI, éste no se considerd.
Por otro lado se ha planteado, habiendo sido estudiado antes por otros grupos de investigacion,
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tal y como se muestra en la bibliografial*®, la introduccion de una pequefa cantidad de solvent
plug por diferencia de presion eliminando la inyeccidn hidrodindmica. Para poder llevar esto a
cabo se sumergieron los extremos del capilar en los viales en posicion inlet que contenia H,O
(1,5mL), y oulet que contenia la solucién BGE (1mL), durante 30 segundos. Seguidamente
realizando la inyeccion electrocinética a 10 kV durante 5 segundos, con una separacion a +30 kV
a 25 °C durante 35 minutos. Los resultados obtenidos no han mejorado la precision de la
inyeccion hidrodindmica.

De este modo ninguna de estas dos consideraciones se ha tenido en cuenta, utilizando
finalmente para las posteriores pruebas de optimizacion, el solvent plug organico MeOH/H,0
25/75 inyectado a 50 mbar durante 5 segundos.

Una vez optimizado este pardmetro otro de gran importancia, ha sido el estudio de la
composicion de la muestra, ya que ésta tiene una gran influencia en la preconcentracion de los
compuestos.

4.4.2. Composicion de la muestra.

La composicién de la muestra tiene una gran influencia en el factor de preconcentracion de la
técnica FASI debido a la conductividad que ésta puede presentar y por lo tanto a la movilidad
que pueden tener los analitos en dicha solucién.

Teniendo en cuenta diversos articulos®, para facilitar y mejorar el proceso de
preconcentracion teniendo como objetivo obtener asi la méaxima respuesta para los 6
compuestos, se ha planteado la adicion de solventes orgéanicos en la muestra. Estos debido a la
baja conductividad que presentan tendrian que aumentar la respuesta para los analitos debido a
que haria aumentar la movilidad de éstos en la solucién permitiendo asi un efecto de mayor
preconcentracion para los compuestos.

Para llevar a cabo las pruebas se han considerado tres solventes organicos en diferentes
concentraciones utilizando como solvente referente H>O, ya que este habia sido el disolvente de
trabajo hasta el momento. Los disolventes organicos han sido: MeOH, MeOH/H,O 50/50,
MeOH/H20 75/25 y MeOH/H>0 25/75, como también para el ACN y para el isopropanol.

En este caso, para realizar experimentalmente la técnica de preconcentracion FASI, se realizd
con las condiciones Optimizadas hasta el momento.

Los resultados obtenidos se muestran en los graficos de la Figura 13, en la que se puede
observar las areas y la eficacia para una de las catinonas ,Mephedrone, ya que la tendencia que
se obtiene para este compuesto es similar a la obtenida para el resto de analitos estudiados. Los
resultados se compararon con la respuesta obtenida inicialmente disolviendo la muestra en HO.
Tal y como se puede ver en la Figura 12, los solventes organicos que mejor respuesta han dado
son MeOH/H20 25/75, MeOH/H,0 75/25 y ACN/H20 50/50. De estos el que mayor respuesta y
menor %RSD ha presentado es MeOH/H.O 25/75%. Aun asi el solvente organico MeOH/H>0O
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25/75, no supera en respuesta de areas y %RSD a la obtenida usando como disolvente de los
compuestos H20.
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Figura 13. Areas (1) y % desviacion estandar relativa (I1) para el compuesto Mephedrone utilizando como solvent
plug para la técnica de preconcentracion MeOH/H,O 25/75 variando la composicién de la muestra utilizando
diferentes solventes organicos siendo estos: Solv. (A) H-O, (B) MeOH, (C) ACN, (D) isopropanol, (E) MeOH/H,0O
75/25, (F) MeOH/H,0O 50/50, (G) MeOH/H,0 25/75, (H) ACN/ H,O 75/25, (I) ACN/H,0O 50/50, (J) ACN/H.0
25/75 e (K) isopropanol/H.0 75/25, (L) isopropanol/H20 50/50, (M) isopropanol/H.O 25/75 respectivamente

Teniendo en cuenta estos resultados finalmente se ha concluido que el disolvente que mejor
respuesta da para la separacion enantiomérica de las 6 catinonas es H>O en las condiciones de
trabajo descritas con anterioridad. Y por ello las pruebas posteriores se llevan a cabo en estas
condiciones.

4.4.3. Tiempo de inyeccion del solvent plug.

El tiempo de inyeccion del solvent plug es otra de las variables a optimizar ya que un aumento
de éste podria suponer un aumento de la cantidad de muestra inyectada y consecuentemente de
los factores de preconcentracion. No obstante también cabe tener en cuenta que,si la cantidad de
solvent plug inyectada es muy elevada esto puede suponer un efecto negativo ya que la distancia
de capilar que quedaria disponible para que tuviese lugar la enantioseparacion podria no ser
suficiente y no se llegaria a obtener una éptima resolucién entre picos enantioméricos.

Los valores de tiempo de inyeccion que se han considerado en este estudio, teniendo en cuenta
la bibliografial*®l, concretamente los valores de tiempos de inyeccion estudiados han sido 5, 10 y

15 segundos.

Para los tiempos descritos se muestran los electroferogramas incluidos en la Figura 14. Se ha
observado que al aumentar el tiempo de 5 a 10 segundos se produce un aumento de la sefial
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obtenida en valores de area, pero tiene lugar un leve empeoramiento de la separacion quiral para
las catinonas. Esto puede verse influenciado porque al aumentar la cantidad de solvent plug
inyectado queda un menor espacio disponible en el capilar pudiéndose solapar los picos de los
diferentes enantiomeros y pudiendo llevar a una disminucion de los tiempos de migracion.
Cuando el tiempo se aumenta hasta 15 segundos la respuesta ha disminido. Este hecho se podria
atribuir a un posible efecto de dilucion de la muestra por parte del solvente, produciendo asi el
efecto contrario a la preconcentracion.
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Figura 14. Electroferogramas obtenidos para la variacion del tiempo de inyeccion hidrodindmica a 50 mbar del
solvent plug. A) 5 segundos, B) 10 segundos y C)15 segundo. La identificacion de las catinonas es la misma que la
de la Figura 13.

Teniendo en cuenta las razones explicadas en los parrafos anteriores se ha considerado como
Optimo el tiempo de inyeccion de 5 segundos.

4.4.4. Voltaje y el tiempo de inyeccion para la muestra.

El voltaje y el tiempo con el que se inyecta electrocineticamente la muestra, son parametros
que afectan a la cantidad de ésta inyectada y por lo tanto pueden afectar al factor de
preconcentracion.

En el estudio de ambos pardmetros se ha considerado inicialmente fijar 5 segundos como
tiempo de inyeccién de la muestra y variar el voltaje dentro del rango 10-20 kV.

Tal y como se muestra en los electroferogramas de la Figura 15, un aumento del voltaje, en las
condiciones de trabajo ha aumentado la preconcentracion de los analitos pero ha disminuido la
enantioseparacion para los analitos, ya que como se puede observar se produce un
ensanchamiento de bandas debido a una introduccion mayor en el capilar de muestra. Se ha
observado que este efecto se agrava a partir de los 15 kV (15 C), es por ello que se ha
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considerado un valor intermedio para poder obtener asi una respuesta mayor que con 10 kV y
mantener la separacion enantiomérica de las catinonas. Este ha sido el valor de 13 kV (15 B).
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Figura 15. Electroferogramas obtenidos con la variacion del voltaje en la inyeccion electrocinética de la muestra. A)
10 kV, B) 13 kV, C) 15 kV y D) 20 kV. Condiciones de andlisis las optimizadas hasta el momento. Los analitos (1)
Mephedrone, (2) Methylone, (3) 4-MEC, (5) 3,4-DMMC, y (6) MDPV. El nimero 7 corresponde al patron interno.

Teniendo en cuenta resultados mostrados, se ha considerado que el voltaje 6ptimo para la
inyeccion electrocinética son 13 kV, ya que corresponde a las condiciones en que todavia la
enantioseparacion tiene lugar y la respuesta es elevada.

Una vez optimizado el voltaje para la inyeccion electrocinética de la muestra, se ha estudiado
como afecta en la respuesta tiempo de inyeccion de ésta. Se evaluaron diferentes tiempos en el
rango de 5 a 20 segundos. Tal y como se puede observar en los electroferogramas obtenidos para
estos tiempos en la Figura 16, al aumentar el tiempo de inyeccion a partir de 10 segundos se
producia una distorsion de los picos, disminuyendo la resolucion entre picos enantiomeros. Este
hecho se puede atribuir a un exceso de muestra en el capilar.
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Figura 16. Electroferogramas obtenidos con la variacion del tiempo de inyeccidn electrocinética de la muestra. A) 5
segundos, B) 10 segundos, C) 15 segundos y D) 20 segundos, a un voltaje de 13 kV. Las condiciones de anélisis son
las optimizadas en los apartados anteriores. Los analitos Mephedrone, Methylone, 4-MEC , 3,4-DMMC, y MDPV
quedan identificados como en las demas Figuras de este apartado.

Para poder obtener una mayor preconcentracion de los analitos, y teniendo en cuenta los
resultados descritos sobre la Figura 16 siendo el factor de preconcentracién mayor para 5 segundos,
se ha considerado la aplicacion de un tiempo de inyeccion intermedio entre 5y 10 segundos. Estos
han sido de 5 a 9 segundos. Aun y con estas pequefias variaciones también se ha observado una
distorsion en los picos de los analitos.

Como conclusion los valores éptimos para la inyeccion electrocinética han sido 13 kV durante 5
segundos.

Una vez optimizado este parametro se ha estudiado en un mismo tiempo de inyeccion de la
muestra que efecto tenia mas importancia sobre la preconcentracion de esta si el voltaje o el tiempo
de inyeccion, obteniendo una mayor respuesta con una optima enantioseparacion. Para llevar a cabo
se han considerado como optimas la inyeccion electrocinética realizada durante 65 segundos, 13 kV
durante 5 segundos. Los resultados obtenidos se han comparado con la inyeccion electrocinética
realizada a un voltaje de 10 kV durante 6,5 segundos (debido a que este voltaje también daba una
separacion quiral 6ptima para las catinonas). Ambas inyecciones de la solucion patrdn se realizaron
con las condiciones de preconcentracion optimizadas en los apartados anteriores.

Tal y como se muestra en los electroferogramas representados en la Figura 17, se ha observado
que el efecto del tiempo de inyeccion con un menor voltaje era mayor sobre la preconcentracion de
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Figura 17. Electroferogramas obtenidos para las variaciones de volumen y voltaje en la inyeccion electrocinética de
la solucion patron. Siendo A) 13 kV durante 5 segundos y B) 10 kV durante 6,5 segundos. Los analitos
Mephedrone, Methylone, 4-MEC , 3,4-DMMC, y MDPV Yy el patron interno quedan referenciados como en las
anteriores figuras.

Finalmente se ha considerado como Optima la inyeccion electrocinétia a 13 kV durante 5
segundos para las seis catinonas.

4.4.5. Factor de preconcentracion.

Para calcular el factor de preconcentracion (SEF) se han considerado las repuestas obtenidas para
la inyeccidon hidrodindmica de la solucion patrén de 50 ppm y la inyeccion de la misma aplicando la
técnica de preconcentracion electroforética FASI. Estos valores se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Factor de preconcentracion para las catinonas con la técnica de preconcentracion FASI.

Compuestos SEF
Mephedrone 7,5
Methylone 10,6
4-MEC 8
a-PVP 7
3,4-DMMC 7
MDPV 4

4.5. Estudio de la linealidad del método.

El estudio de la linealidad del método se ha realizado solo con tres puntos debido a la falta de
tiempo. Se han analizado soluciones patrén de 3, 10 y 15 ppm de las diferentes catinonas. A modo
de ejemplo se muestran los resultados obtenidos para el compuesto Mephedrone en el grafico de la
Figura 18.
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Figura 18. Linea de tendencia para el compuesto Mephedrone en las concentraciones de 3,10 y 15 ppm. En las
conciones de inyeccion hidrodinamica y electrocinéticas optimizadas

CONCLUSIONES.

In this work, the enantioseparation of six cathinone derivates by capillary zone electrophoretic
using a separation electrolyte containing a mixture of B-CD and HP-B-CD as chirals selectors
has been achieved in a short analysis time.

FASI-CE has been used as in-line as electrophoretic precncentration technique, optimizing the
differets factors that can affect on the technique.

The developed method has shown important advantages as the reduced consumption of
reagents and it can be considered as an ecofriendly strategy and also cost-effective.

Further studies will be carried out to get high preconcentration factors in order to be able to
determine these compounds at low levels in real samples as biological fluids.
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COMPETENCIAS SUPERADAS.

Autoevaluacion de las competencias superadas en el grado en Quimica.
Nom: Desirée Moya Rodriguez Curs:2015-2016

Bl

B2

B3

B4

B5

B6

B7

Saber aprender de forma auténoma y critica, es uno de los objetivos principales de
esta competencia. Esto es fundamental para un mejor futuro profesional y
personal. Personalmente esta competencia ha sido aplicable a la hora de realizar
proyectos, informes, donde se ha tenido que poner en préactica la teoria aprendida.
Considero que si ha sido superada.

Tener la capacidad para identificar y resolver un problema es un punto clave en
esta competencia. Durante el grado esta ha sido una tarea a realizar tanto en
equipo, aportando cada uno sus conocimientos, como individualmente, para asi
superarte y conseguir la solucién correcta. Considero que si ha estado superada.

A medida que ha trascurrido el curso la dificultad ha aumentado y se han teniendo
que aplicar nuevos conceptos para asi poder solucionar problemas, como también
para innovar en el campo de estudio.

Esta competencia ha sido aplicada sobre todo durante el trabajo final de carrera,
teniendo la capacidad de buscar informacién y saberla aplicar en el campo de
estudio para asi obtener resultados completamente nuevos. Considero que ha sido
superada.

Uno de los puntos mas importantes cuando se trata de futuro profesional es la
capacidad para realizar tareas de forma autonoma. En el transcurso de la
realizacion del trabajo final es cuando mas se aplica esta competencia, ya que la
capacidad para la organizacién, la resolucién de problemas y la capacidad de
razonar se ven reflejadas. Considero que ha sido superada.

Una de las maneras de trabajo mas utilizadas durante el grado es el trabajo en
equipo, la capacidad de aportar conocimientos e ideas en comun y asi poder llegar
a solventar el problema planteado. La capacidad para contribuir a la consolidacion
del equipo, favoreciendo en la comunicacién y en un reparto equilibrado de tareas.
Esta es una de las competencias que considero mas complicada ya que tienes que
saberte amoldar a cualquier situacion y persona con la que se realice el trabajo,
aun asi al poderla aplicar durante cuatro afios considero que ha sido superada.

Transmitir las ideas y conocimientos adquiridos en una de las tareas
fundamentales para un buen aprendizaje. A traves de las exposiciones orales,
como también en los trabajos en equipo he podido expresar los conocimientos.
Considero que ha estado superada.

Estudiando una carrera como quimica una de las preocupaciones principales es el
medio ambiente. A través de conferencias como las realizadas durante las jornada
en quimica verde, pero sobre todo durante la realizacion de mi trabajo de
investigacion, debido a la importancia que tienen los compuestos actualmente, he
podido concienciarme mas en el aspecto medioambiental.
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B8

C1

Cc2

C3

C4

C5

C6

Esta ha sido una de las competencias, que ain y trabajadas durante el grado con el
disefio de proyectos, ha sido Optima para desarrollarla durante la elaboracion del
TFG. Considero que ha estado superada.

Esta competencia ha sido superada gracias a la obtencion de un certificado oficial
del nivel B1 en inglés.

Durante los cuatro afios de grado para cada una de as asignaturas realizadas he
tenido que consultar documentos externos para asi tener una vision mas amplia del
temario dado en clase. Los buscadores de articulos (proporcionados por la
universidad), paginas especializadas en quimica o en ciencia han sido claves para
acabar de entender conceptos.

Para poder dar un buen resultado también ha sido necesario aplicar la capacidad
para gestionar la informacion como los conocimientos adquiridos. Esta
competencia considero que también ha sido clave para un buen desarrollo del
trabajo final de carrera, y que considero que se ha logrado.

Aprender a expresarse y a corregir errores a la hora de hacerlo también ha sido una
tarea aprendida durante el grado en cada una de las asignaturas realizadas.
Aplicado tanto a la realizacién de proyectos como a la hora de expresar
conocimientos en examenes

Tener compromiso como ciudadana y profesional es uno de los puntos méas
importantes. Durante la realizacion de cursos como Coaching y PNL se ha podido
asentar esta competencia.

Durante el transcurso del grado, me he ido definiendo y encontrando el area en el
gue me puedo sentir mas comoda profesionalmente.

Autoevaluacion general.

En términos generales considero que las competencias han estado superadas con éxito pudiendo
crecer mas tanto profesional como personalmente.
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