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ABSTRACT

In this work we have focused in the preconcentration and separation of three
cathinone compounds (mephedrone, methylefedrine and
methylenedioxypyrovalerone), by using in-line SPE-CE. Firstly we have focused
in the enantiomeric separation of the analytes and for that we tested different
chiral additives in the separation electrolyte, in particular we have evaluated
different cyclodextrines (CD) as a-CD, B-CD, y-CD and the ionic S-B-CD. The
best results were obtained using 70 mM sodium dihydrogen phosphate and 30
mM of phosphoric acid containing 10 mM of 3-CD. On the other hand, in order
to obtain a sensitivity improvement, the in-line SPE coupling with CE using an
Oasis HLB sorbent has been evaluated optimizing different parameters which
can have an effect on the preconcentration as sample pH, the nature and
volume of the elution solvent and the sample loading time.



1. INTRODUCCIO
1.1.CONTEXT

En els Ultims anys s’ha detectat la comercialitzaci6é i consum de noves drogues
de disseny, i la seva expansi6 es deu fonamentalment a la falta de
regularitzacio i a la facilitat de la seva adquisicio.

Entre aquestes noves drogues, anomenades drogues emergents, han adquirit
un important protagonisme els derivats de la catinona, les quals el seu Us
recreacional es deu als seus efectes estimulants i euforitzants, similars als
prodits per amfetamines i derivats [1].

Basicament, els derivats sintétics de les catinones, també anomenades
catinones substituides, han augmentat la seva popularitat per la seva facil
adquisicio i distribucié en forma de “sals de bany” sota la indicacié de “no apte
per al consum huma”. A més, en resposta als controls legislatius i les
tendéncies del mercat, la sintesi de nous tipus de derivats de catinones ha
provocat un increment en la diversificacié d’aquestes substancies.

Les catinones son substancies quirals, de manera que poden estar presents en
forma de dos estereoisomers diferents. Aquest fet crea una problematica
afegida al consum d’aquestes substancies ja que les toxicitats en 'organisme
poden variar segons I'estereoisomer que s’hagi consumit. Degut a aquest fet,
és important el desenvolupament de metodologies que facin possible la
detecci6 i quantificacié dels diferents estereoisomers en mostres biologiques,
com pot ser el cabell, la sang i 'orina.

1.2.DROGUES D’ABUS: CATINONES

Les catinones substituides son una familia de derivats sintétics de la B-
cetofenetilamina (2-amino-1-fenil-1-propanona) (Figura 1), també anomenada
catinona, un alcaloide monoaminic present a la planta Catha edulis (khat, gat o
cat) que ha estat mastegada durant centenars d’anys a I’Africa degut als seus
efectes semblants a 'amfetamina. S6n substancies sintetiques de color blanc
que es troben en forma de cristalls o pols i sén solubles en solucions aquoses.
Les catinones substituides sén substancies que simulen els efectes de
’'hnormona epinefrina (adrenalina) i del neurotransmisor norepinefrina
(noreadrenalina). Aquestes molecules son causants de I'estimulacié del
sistema nervids central, per tant, estan considerades dins del grup de drogues
estimulants.Aquests neurotransmisors s6n mono-aminics i comparteixen
I’estructura d’un anell aromatic i d’'un grup amino. Degut a que les catinones
s6n molécules hidrofobiques, poden travessar facilment les membranes
cel-lulars i altres parets, incloent les parets dels vasos sanguinis del cervell [2],
[3].

Les catinones substituides s’obtenen a partir de la modificacid dels grups
funcionals de la catinona. Entre les catinones substituides més importants



podem trobar la mefedrona i la metilefedrina, un metabolit de la mefedrona, i la
metilendioxipirovalerona (MDPV) (Figura 1).
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Figura 1. Estructura quimica de la catinona (A) i de les catinones derivades en estudi:
mefedrona (B), metilefedrina (C) i MDPV (D).
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La mefedrona (2-metilamino-1-(4-metilfenil)propan-1-ona) és un derivat que és
sintetitzat a partir de la catinona per la substitucié de I’hidrogen en el carboni 4
aromatic per un grup metil, presentant aixi una estructura molecular molt
semblant a 'amfetamina o a la 3,4-metilendioximetanfetamina (MDMA). Es una
base feble amb un pK, compres entre 7,5 i 9, per tant, a pH acids es troba en
forma cationica i a pH basics, per sobre de 9, es troba en forma neutra.

El consum de mefedrona per sessid i consumidor oscil-la entre els 0.5 i 1
grams. La forma més habitual de consum és per ingestid o per esnifament. La
droga fa efecte entre 15 i 45 minuts des de la seva administracido i mostra
efectes clinics durant aproximadament 2 i 5 hores.

La metilefedrina és un metabolit de la mefedrona. Es una base feble amb un
pKa al voltant de 9.

La droga MDPV és una base feble amb un pK, de 8.4. Entre els efectes
primaris que provoca el seu consum es poden esmentar la taquicardia,
hipertensio i una lleu estimulacid que duren de 6 a 8 hores. El consum de
MPDV varia entre els 5 mg i els 20 mg. La duraci¢ total dels efectes estimulants
varia entre les 4 i 6 hores segons la quantitat consumida i la via d’administracio,
que pot ser de forma sublingual, rectal, per injeccid intramuscular o per
inhalacié. El consum de dosis que superen els 20 mg s’ha observat que son
causants d’atacs de panic [4].

La MDPV és coneguda principalment pel pseudonim de “droga canibal” degut a
atacs de naturalesa canibal reportats en gent que ha consumit aquesta droga.



No obstant, aquest efecte de comportament agressiu i canibal en vers altres
persones no esta comprovat que sigui per una relacié directa pel consum
d’aquesta droga, per tant, no es pot confirmar com a un efecte derivat del
consum d’aquesta.

1.3.SEPARACIO ENANTIOMERICA DE CATINONES

La determinacié de catinones en diferents tipus de mostres biologiques com
son plasma, orina o cabell és de vital importancia per a la investigacid de la
seva toxicitat i els seus efectes derivats, aixi com també pel control de les
drogues d’us terapéutic i per estudis farmacocinétics i metabolics. Per aquests
motius en els darrers anys s’han desenvolupat diferents métodes analitics per a
la determinacié d’aquests analits en mostres cliniques i forenses [5-7].

Quan es duu a terme la separaci6é de les catinones també s’ha de considerar la
naturalesa quiral d’aquestes substancies, ja que els efectes farmacologics
poden variar segons l'enantiomer. Aixi doncs, la posibilitat de determinar
diferents enantiomers pot facilitar I'estudi de la seva toxicitat per separat, aixi
com la seva metabolitzaci6 i els seus efectes.

En la separaci6 enantiomerica destaquen sobretot les tecniques
cromatografiques, com ara la cromatografia de liquids (LC) [8]. Tanmateix, cal
remarcar que en el camp de les separacions quirals I'electroforesi capil-lar (CE)
€s una técnica que s’ha aplicat amb éxit [7], [9-11].

Aquestes separacions es realitzen generalment emprant el meétode de
separacié d’electroforesi capil-lar per zones (CZE) [9], [10] o la cromatografia
capil-lar micel-lar electrocinetic (MEKC) [7], electrocromatografia capil-lar (CEC)
[11] i concretament per aconseguir la separacid quiral s’afegeix a I'eléctrolit de
separacié (BGE) un selector quiral que discrimina entre els dos enantibmers.
En general es pot destacar que I'CE presenta aventatges sobre altres técniques
com I’is de menor volum de dissolvents i mostres, temps curts d’analisi i alta
resolucid. A més, en un mateix capillar es poden realitzar separacions
enantiomeériques simplement afegint selectors quirals al BGE. Aquest fet fa que
aquesta técnica sigui més econdomica en aquest ambit, ja que no hi ha
necessitat de capil-lars especials, com és el cas de la LC emprant columnes
quirals.

Dels diferents selectors quirals emprats en CE per la separacié enantiomerica
de catinones, les CDs sén els més emprats [9].

1.3.1. Les ciclodextrines

Les ciclodextrines son oligosacarids ciclics sintetitzats per la degradacio
enzimatica del midd. Es poden trobar dos tipus principals: les ciclodextrines
natives, les quals no tenen cap tipus de substituent; i les ciclodextrines
substituides, que en la seva estructura tenen substituents de diferent tipus amb
diferents propietats, donant ciclodextrines carregades o neutres. Les CDs tenen



forma d’anell amb una part interior relativament hidrofobica, pero en canvir la
part exterior és principalment hidrofilica degut a la preséncia de grups hidroxil.
L’estructura d’una ciclodextrina es pot veure a la Figura 2.
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Figura 2. Estructura general d’una ciclodextrina i esquema de la seva cavitat

Encara que les CDs de sis a dotze unitats de glucosa poden ser separades
facilment, unicament les de sis, set i vuit unitats (corresponents a les lletres
gregues a-, B- i y-, respectivament) son utilitzades activament en la quimica
analitica. Les propietats fisiques de les diferents CDs natives sén una mica
diferents. Per exemple, la grandaria de la cavitat de I'anell, la solubilitat, la
massa molecular, etc. varia en funcidé del nombre de glucoses que composen
I’anell. Aquestes propietats es troben resumides a la Taula 1.

Taula 1. Propietats principals de les ciclodextrines natives.

Tipus de CD

o B v
Nombre de glucoses 6 7 8
Massa molecular 972 1135 1297
Diametre intern de la cavitat (A) 5.7 7.8 9.5
Diametre extern de la cavitat (A) 13.7 15.3 16.9
Solubilitat en aigua (25°C)(%w/v) 14.5 1.85 23.2
pKa 12.33 12.20 12.08

A banda de les CD esmentades, un gran nombre de derivats de la CD s’utilitzen
en la técnica d’CE per aconseguir separacions quirals [12]. Per exemple podem
trobar CD no carregades que tenen grups tan diferents com metils, hidroxietils,
hidroxipropils o acetils. També es poden trobar CD carregades que tenen grups
metil-amino, sulfobutileter, carboximetil, sulfat, etc. Una de les CD derivades
més utilitzades és la ciclodextrina sulfatada (S-B-CD). Aquest tipus de
ciclodextrina es caracteritza per tenir substituents sulfat que fan que tota
I’estructura adquireixi carrega negativa.



Degut a la forma de la ciclodextrina, el analits poden entrar al nucli de la
ciclodextrina i quedar complexats en aquesta cavitat. L’estructura de la
ciclodextrina conté un nombre d’hidroxils quirals els quals poden interactuar
enantioselectivament amb una molécula quiral durant la seva migracio per el
capil-lar, fent aixi que degut a les diferents interaccions produides hi hagi una
complexacié majoritaria amb un enantiomer concret.

1.3.2. Separacio6 de catinones per ce

La separaci6é quiral de catinones en CE es presenta com un repte degut a que
els enantiomers tenen una proporcid massa/carrega idéntica i no poden ser
separats sense la preséncia d’'un selector quiral. Aquest molecula quiral és
capa¢ d’interaccionar i associar-se, amb diferent estabilitat, amb els dos
enantiomers. Aquesta diferencia d’estabilitat és el que determina la separacio.

El flux electroosmotic (EOF) juga un paper molt important en la separacio
quiral. Es coneixen dos mecanismes de migracio en CE: el primer és el flux co-
electroosmotic (co-EOF), on els ions, que en el nostre cas es tracten de
catinones carregades positivament, migren en la mateixa direccié que el EOF.
El segon és el flux electroosmotic invers (counter-EOF) on els ions tendeixen a
migrar en direccid6 contraria al EOF, com és el cas de les catinones
complexades amb S-B-CD. En el cas del co-EOF, per exemple, les catinones
estan carregades positivament a pH inferior de 7.5, i hi ha un EOF baix d’anode
(+) a catode (-), tal com es mostra a la Figura 3.
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Figura 3. Esquema de migracié co-EOF per a enantiomers cationics en CE utilitzant CDs com
a selectors quirals. ;= mobilitat electroforética de la forma lliure de I'enantiomer.



S’han publicat diferents treballs centrats en la separacié quiral de catinones
mitjancant electroforesi capil-lar i I'Us de ciclodextrines com a selectors quirals.
Per exemple Mohr et al. [9] utilitza la técnica d’electroforési capil-lar per zona
(CZE) per a la separacié quiral de 19 catinones derivades utilitzant diferents
selectors quirals, incloent principalment CD natives i una ciclodextrina sulfatada
(S-B-CD). Els millors resultats s’assoleixen utilitzant 20 mg/mL de S-B-CD en
una solucié tampbé de 50 mM d’acetat d’amoni a pH= 4.5, obtenint una
separacio de tots els enantiomers excepte per la mecedrona.

Un altre exemple el podem trobar a I'estudi realitzat per Aturki et.al [11] on es
porta a terme la separacidé enantiomérica de 10 derivats de catinones amb una
alta eficiencia i amb un temps d’analisi menor de 10 minuts.

Per ultim, Merola et al. [10] realitza un treball on s’estudia la separaci6é quiral de
12 catinones derivades amb B-CD com a selector quiral i amb un temps
d’analisi menor de 18 minuts.

1.4. ACOBLAMENT IN-LINE SPE-CE

Una limitacié important relacionada amb I'is de I'CE és la seva baixa
sensibilitat associada al volum reduit d’injeccié. Per tal de solventar aquest
problema i a la vegada poder obtenir limits de deteccié baixos s’han ideat
diferents estrategies, que van des de I'Us de diferents técniques de
preconcentracio off-line a tecniques de preconcentracio dins del propi capil-lar
(in-line) [13].

Una de les tecniques de preconcentracido més utilitzades és la extraccio en fase
solida (SPE). L’'SPE és un procés de preparacié de mostra en el qual els analits
d’'interés son separats d’altres compostos de la mescla segons les seves
propietats fisiques i quimiques. L’'SPE fa Us de I'afinitat dels compostos disolts
en una solucié per a un sorbent determinat. El resultat és que el analits
d’interés o les impureses no desitjades queden retingudes en el sorbent. Si la
porcio retinguda en el sorbent inclou els analits d’interés, poden ser recuperats
a partir d'una etapa d’eluci6. Encara que I'SPE presenta els avantatges
esmentats, I'Us principal que es dona en aquest estudi és com a
preconcetrador.

Principalment, la técnica SPE es duu a terme de forma off-line. Encara que
eficient, és una técnica de preconcentracié lenta i poc automatitzada que
requereix una elevada laboriositat. Es per aix6 que la tendéncia dels altims
anys és el desenvolupament d’alternatives amb la finalitat d’incrementar
'automatizacidé d’aquest procediment, fent aixi que les analisis siguin rapides i
amb menor grau de laboriositat. Aquestes alternatives sén els acoblaments at-
line, on-line i in-line amb la CE [14-17].

En I'acoblament in-line SPE-CE la preconcentracio i la separacio electroforética
es porten a terme en el mateix capilllar de separacié. Es per aix6 que



I'acoblament in-line SPE-CE pot resultar un gran benefici en forma de temps i
estalvi d’'us de dissolvents comparant-lo amb la SPE off-line convencional. A
més, la quantitat de sorbent necessari per la fabricacié d’un SPE in-line és molt
petit. Aquesta alternativa fa que pugui ser considerada de gran interes en
I'ambit de la Quimica Verda.

En els ultims anys s’han desenvolupat diferents dissenys a I’'hora d’introduir el
sorbent de SPE en el capilllar de separaci6: (i) columnes open-tubular, (ii)
microcartutxos empaquetats amb una fase estacionaria, (iii) discos o
membranes i (iv) monolits [18—-21].

La gran majoria d’estudis que han utilitzat I'in-line SPE-CE com a técnica de
preconcentracid es basen en I's de particules de sorbent empaquetades dins
del capil-lar de separacié (microcartutxos). Aquestes particules de sorbent es
poden trobar normalment dins dels propis cartutxos de SPE utilitzats de forma
off-line. Per tal de retenir aquestes particules en una zona concreta del capil-lar,
generalment s’utilitzen frites que fa que les particules no es vegin desplacades
per dins del capil-lar, fet que provocaria I'obstruccidé d’aquest o interferéncies en
el senyal. Encara que és una forma eficient de retindre el sorbent, a la
bibliografia s’han descrit algunes problematiques associades a aquest disseny
com ara perdues de corrent, eixamplament dels pics degut a la formacidé de
bombolles o problemes amb la irreproductibilitat del flux electroosmotic (EOF)
[22]. Per tot aix0 a la bibliografia també s’han descrit altres alternatives que
solventarien aquests problemes [19], [23], [24].

Per tal de solucionar aquests problemes, en el nostre estudi s’utilitza un
disseny de retencidé de les particules que no necesita frites que es basa en
empaquetar les particules de sorbent a I'interior d’'un fragment de capil-lar amb
un diametre intern major que la particula. A aquest de capil-lar que conté el
sorbent de SPE fragment s’uneix al capil-lar de separaci6 amb un diametre
intern més petit que el capil-lar que conté el sorbent, fent aixi que les particules
no puguin entrar dins del capil-lar de separaci6. Hi ha autors que han utilitzat
aquesta tecnica obtenint bons resultats i reduint els problemes abans
mencionats [19], [23], [24].

Hi ha molts tipus de sorbents que es poden utilitzar per realitzar la
preconcentracio in-line, i la seva eleccidé depén principalment de la naturalesa
dels analits que es volen preconcentrar. Les catinones tenen un pK, en un
interval de 7.5-9, per tant en medis acids es trobaran carregades positivament i
en medis basics, per sobre de pH=9, es trobaran en forma neutra. En aquest
sentit tant els sorbents de fase inversa amb balang¢ hidrofilic i lipofilic, com els
sorbents d’intercanvi cationic de mode mixte serien adequats per la
preconcentracio de catinones. Els primers sén sorbents adequats per molts
compostos de naturalesa apolar; en el cas de les catinones és quan la mostra
es troba a un pH inferior a 9. Els segons son sorbents adequats per la
preconcentracié de compostos basics quan el pH de la mostra és I'adequat per
a que els analits es trobin carregats positivament, concretament en el cas de
les catinones a un pH acid.
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2. OBJECTIU

L’objectiu principal d’aquest treball és I'estudi de I'acoblament de I'extraccio en
fase solida en linia amb [Pelectroforesi capil-lar (in-line SPE-CE) per la
preconcetracio i separacié electroforetica de tres derivats sintétics de les
catinones.

Concretament, el primer objectiu del treball és I'estudi de la separacié de la
mefedrona, la metilefedrina i la metilendioxipirovalerona mitjancant la técnica
d’electroforesi capil-lar utilitzant ciclodextrines com a selectors quirals. El segon
objectiu és lestudi de la tecnica in-line SPE-CE com a sistema de
preconcetracio.

3. PART EXPERIMENTAL
3.1.REACTIUS, PATRONS | MATERIALS

Tots els reactius utilitzats son de grau analitic. S’han utilitzat els seguents
patrons: mefedrona, MDPV i metilefedrina. Els reactius utilitzats han estat
I’hidroxid de sodi (NaOH), metanol (MeOH), acid fosforic (HsPO,), fosfat
monosodic (NaH-PO,), acetat d’amoni (CH3;COONHy,) i acid acétic (CH;COOH).
També s’han utilitzat diferents ciclodextrines: ciclodextrina a (a-CD),
ciclodextrina B (B-CD), ciclodextrina y (y-CD) i ciclodextrina B sulfatada (S-[3-
CD). Tots els reactius, dissolvents i ciclodextrines han estat proporcionats per
Sigma Aldrich (St. Luis, MO, Estats Units). L’aigua ha estat tractada amb un
sistema Milli-Q de purificaciéo (18.2 MQ cm) (Millipore, Bedfore, MA, Estats
Units).

Les solucions patré6 de 1000 mg/L de la mefedrona i la MDPV i la soluci6é de
100 mg/L de metilefedrina han estat preparades amb metanol i s’han conservat
al congelador a -18 °C. A partir d’aquests patrons s’han preparat solucions
patr6 de 50 mg/L setmanalment en aigua Milli-Q. A partir d’aquesta s’han
preparat diariament solucions de concentraci6 més petita en aigua Milli-Q. Per
a la construcci6 del SPE in-line s’ha utilitzat dos tipus de sorbent, Oasis HLB i
Oasis MCX, amb tamanys de particula mitjans de 60 um (Waters Corporation,
Millford, MA, Estats Units).

3.2.INSTRUMENTACIO

La instrumentacio utilitzada per a la separacio electroforetica ha consistit en un
equip Agilent 3D CE (Agilent Technologies, Waldbroon, Alemania) equipat amb
un detector ultravioleta de diodes en linia (DAD). La deteccié dels compostos
estudiats s’ha realitzat a 200 nm. La cambra que conté el capil-lar s’ha
mantingut a 25°C en la majoria dels experiments. S’ha utilitzat un capil-lar de
silica fosa de 80 cm de llargada (64,5 cm de longitud efectiva) amb un ID de 50
um i un diametre extern (OD) de 360 um. La Figura 4 mostra un esquema
general d’un equip de CE.
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Figura 4. Esquema general d'un equip de CE.

3.3.CONSTRUCCIO DEL DISPOSITIU in-line SPE-CE

Previament a la utilitzacié de les particules de sorbent, aquest s’ha tamissat
amb un tamis de acer amb un tamany de retxa de 50 um per tal d’Gnicament
retenir les particules més grans a aquest diametre.

El primer pas en la construcci6é del dispositiu de SPE consisteix en tallar 2 mm
de capil-lar de silica fosa de 150 um de ID i 360 um de OD. Aquesta peca es
introduida 1 mm en un tub de 0.5 cm de politetrafluoroetilé (PTFE) (Grup Taper
SA, Madrid, Espanya) amb un ID de 0.25 mm. A I'altre extrem del tub de PTFE
s’introdueix un fragment de capil-lar de 7,5 cm de longitud i 50 um de ID fins a
connectar-se completament amb el fragment de capillar de 2 mm. A
continuacio, I'extrem lliure del capil-lar de 50 um de ID es conecta a una bomba
de buit amb una xeringa i I'extrem lliure del capil-lar de 150 um de ID
s’introdueix en un vial que contenia el sorbent (Oasis HLB o Oasis MCX).
D’aquesta manera el fragment de 2 mm s’omple de particules de sorbent que
es queden retingudes degut al tamany de particula, que és superior al ID del
capil-lar (50 um). Posteriorment, es desplaca el capil-lar de 50 um de ID per a
situar el fragment de 2 mm a la mitad del tub de PTFE. A laltre costat del tub
s’introdueix el capil-lar de separacid de 72.5 cm de longitud fins a estar
totalment unides les tres parts que constituiran el dispositiu. Tot el procés de
fabricacid s’ha controlat amb un microscopi. La Figura 5 mostra el diagrama
esquematitzat del dispositiu de preconcetracio6 in-line SPE-CE.
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Figura 5. Esquema del dispositiu in-line SPE-CE

3.4.PROCEDIMENT in-line SPE-CE

En primer lloc, els capilllars nous, i sense el preconcentrador, s’han
acondicionat amb NaOH 1M durant 40 minuts i aigua Milli-Q durant 15 minuts a
una pressido de 930 mbar. Tots els dies, i entre analisis, el capil-lar amb el
dispositiu SPE s’ha acondicionat amb MeOH durant 4 minuts i aigua Milli-Q
,ajustada a pH 10 amb NaOH 1M, durant 4 minuts a 930 mbar.

La Figura 6 mostra un diagrama de les etapes de preconcentracio i posterior
separacié mitjancant el procediment in-line SPE-CE. El primer pas consisteix
en la injecci6 de mostra (veure apartat 4.3.2. de resultats i discussio) (A). A
continuacio, es porta a terme un rentat amb electrolit (BGE) a pH 2.5 a 930
mbar durant 2 minuts (B). Aquesta etapa permet eliminar les molécules que no
s’han retingut al sorbent en l'etapa de carrega de mostra. Tambe permet
equilibrar el capil-lar abans de l'elucid dels analits d’intereés per la posterior
separacio electroforética. Per I'etapa d’elucid s’injecta una solucié d’'un 5% de
BGE en MeOH, anomenat plug, a 50 mbar durant 20 segons (C).
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Posteriorment, el solvent d’elucidé és impulsat, etapa anomenada pushing, a
través del sorbent pel BGE a 50 mbar durant 250 segons (D) amb la finalitat de
desplacar el solvent de eluci6 a través del sorbent i aixi eluir els analits.
Finalment s’aplica un voltatge de +30 kV per a la separacio electroforetica dels
tres analits (E). L’electrolit de separacio utilitzat ha estat fosfat sodic 100
mmol/L a pH 2.5 amb 10 mmol/L de B-CD.

Injeccio: mostra a 930 mbar

(A)

Rentat: BGE a 930 mbar durant 2 minuts

e

J
Elucié: 5% BGE en MeOH a 50 mbar durant 20 segons

(B) ]

() —-ﬁ-:

(D) ——i=F

Separacio: voltatge de separacié de +30 kV

© ,

= : el

Figura 6. Diagrama del procediment in-line SPE-CE.

4. RESULTATS I DISCUSSIO

Per a la separaci6 de catinones s’ha seleccionat la técnica d’electroforesi
capil-lar per zones (CZE) ja que és la modalitat de CE més senzilla en quant a
composicié de l'electrolit. En CZE, quan s’aplica una diferencia de potencial
positiva per a la separacid, la direcci6 del EOF i dels analits carregats
positivament és cap al catode (-), on es troba situat el detector.

En 'expermientacié s’han portat a terme diferents estudis per tal d’assolir una
optima separacié enantiomeérica de les catinones. En I'ambit de la separacid
s’ha tingut en compte diferents parametres com és la composicié del BGE i el
seu pH, el tipus de ciclodextrina i la seva concentracio i la llargada del capil-lar,
aixi com la seva temperatura i el voltatge de separaci6 aplicat.

En la SPE in-line s’han considerat dos tipus diferents de sorbent per tal
d’assolir la maxima preconcentracid tenint en compte les caracteristiques fisico-
quimiques de les catinones: el Oasis MCX, un sorbent d’intercanvi cationic de
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mode mixte; i el Oasis HLB, un sorbent de fase reversa amb balanc¢ hidrofilic i
lipofilic, que és adient per la majoria de compostos de naturalesa apolar.

4.1.SEPARACIO ELECTROFORETICA AQUIRAL

Previament a la separacié enantiomerica, i amb la finalitat d’optimitzar la
separacié dels analits mitjancant CZE, s’ha seleccionat i avaluat el tipus
d’electrolit de separacid. Aquesta seleccid esta basada en estudis previament
publicats que mostren una separaci6 eficient, amb una bona resolucié, i temps
curts de migraci6 per a totes les catinones analitzades [9].

L’electrolit de separacio estudiat ha estat el tampo fosfat 100 mmol/L a pH 2,5.
L’injeccié hidrodinamica de les mostres patr6 a 50 ppm en aigua s’ha portat a
terme mitjancant 'aplicacié de una pressié de 50 mbar durant 5 segons. S’ha
realitzat un estudi del voltatge de separacio aplicant 20, 25 i 30 kV. Els resultats
han mostrat, com era previsible, que els temps de migracié son inversament
proporcionals al voltatge aplicat. S’ha arribat a un compromis entre resolucio i
temps de migracié escollint el voltatge d’+25 kV, que es mostra a la Figura 7,
on es pot observar una prova de separacio entre les 3 catinones.

Per tal de seleccionar la longitud d’ona de treball s’han estudiat les longituds
d’ona de 200, 206 i 234 nm [9], [25—27], obtenint una resposta més gran d’area
de pic a 200 nm, escollint aquesta longitud d’ona per a tots els estudis i analisis
posteriors.

mAU
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Figura 7. Electroferograma obtingut per una soluci6 estandard de les tres catinones a 50 mg/L.
Condicions de separacié: injecci6é hidrodinamica durant 5 segons a 50 mbar; BGE: tamp0 fosfat
100 mmol/L a pH 2,5; voltatge de separacio de 25 kV; A=200 nm; temperatura del capil-lar de
25 °C. Assignaci6 dels pics: mefedrona (1); metilefedrina (2); MDPV (3).
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4.2.SEPARACIO ELECTROFORETICA QUIRAL AMB CICLODEXTRINES

Per tal de analitzar la separacié enantiomeérica de les catinones s’han tingut en
compte diferents ciclodextrines per arribar a la maxima resolucié quiral posible
en la separacié. S’han comparat tres tipus de ciclodextrines natives diferents:
a-CD, B-CD i y-CD. També s’ha estudiat una ciclodextrina carregada
negativament, la S-B-CD, degut a la seva propietat com a selector quiral
formant complexos carregats negativament.

Les ciclodextrines s’han afegit a la solucié de tamp¢é fosfat de 100 mmol/L a pH
2,5. Per aquest estudi s’ha escollit una concentraci6 de 5 mmol/L de cada
ciclodextrina, valor escollit com a base degut a les solubilitats de les
ciclodetrines escollides i com a punt de partida per I'estudi de la separacid
enantiomeérica. En aquesta concentraci6 no hi ha hagut problemes de
solubilitat, factor que s’ha de tenir present degut a aquesta limitacié (valors de
solubilitat a la Taula 1) i per tant no ha estat necessari afegir additius organics
per tal de que d’augmentar la seva solubilitat.

A la Figura 8 es pot veure els diferents resultats de separacidé quiral amb les
diferents ciclodextrines. Es pot veure que la 3-CD dona els millors resultats de
separacié respecte a les altres ciclodextrines utilitzades. Per tal de intentar
millorar la separacid quiral dels primers pics s’ha disminuit el voltatge de
separacio per a que els analits tinguin més temps per a poder separar-se.
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Figura 8. Electroferogrames obtinguts per una solucié estandard de les tres catinones a 50
mg/L. Condicions de separaci6: injeccié hidrodinamica durant 5 segons a 50 mbar; BGE:
tampo fosfat 100 mmol/L a pH 2,5 i 5 mM de a-CD (A), B-CD (B) i y-CD (C).; voltatge de
separacié de 25 kV; A=200 nm; temperatura del capil-lar de 25 °C. Assignacié dels pics:
mefedrona (1); metilefedrina (2); MDPV (3).
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Els resultats han sigut negatius ja que la resolucié no s’ha vist incrementada i
ha augmentat el temps d’analisi, per tant, s’ha arribat a un compromis d’utilitzar
un voltatge de separacio de +25 kV.

Un cop escollida la ciclodextrina nativa que dona millors resultats, la B-CD, s’ha
fet un estudi de la influencia de la seva concentracid en la separacid
enantiomeérica. S’han analitzat concentracions de 5, 6, 8, i 10 mM, observant
gue a majors concentracions de ciclodextrina hi ha una major separacié quiral
dels analits. No s’ha incrementat la concentracié de B-CD per sobre d’aquests
nivells degut a que la seva solubilitat en aigua és limitada i en cas de
precipitacid podria provocar obstruccions en el capil-lar de separacid o
interferéncies en el senyal [28]. A la Figura 9 podem veure la influencia de la
concentracié de B-CD en la separacié. La millor separacié quiral s’obté amb 10
mmol/L de B-CD, tot i que el temps d’analisi augmenta en 2 minuts respecte la
concentracié de 5 mmol/L.

Una altra alternativa per aconseguir una bona separaci6é quiral es I'is de les
ciclodextrines carregades com la S-B-CD. En contrast amb els analits carregats
positivament, les S-B-CD carregades negativament migren cap 'anode (+).
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Figura 9. Electroferogrames obtinguts per una solucié estandard de les tres catinones a 50
mg/L Condicions de separacié: injeccio hidrodinamica durant 5 segons a 50 mbar; BGE: tampo
fosfat 100 mmol/L a pH 2,5 5 mM (A), 6 mM (B), 8 mM (C), 10 mM (D) de B-CD; voltatge de
separaci6é de 25 kV; A=200 nm; temperatura del capil-lar de 25 °C; voltatge de separacié de 25
kV. Assignaci6 dels pics: mefedrona (1); metilefedrina (2); MDPV (3).
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Com a resultat d’aquesta inversié de la migracio, els enantiomers que tinguin
una interaccié major amb aquestes CD pasen la finestra de deteccié més tard.

Aquest fenOmen es tradueix en que a concentracions petites de S-B-CD i
voltatges de separaci6 positius I'analit tendeix a migrar cap al catode (-) degut a
que les interaccions del analit amb la S-B-CD no s6n suficients com per a que
hi hagi una inversio de la migracié. Aquest comportament es pot veure als
electroferogrames A i B de la Figura 10. En canvi, al incrementar la
concentracié de S-B-CD en voltatges positius, s’arriba a un punt en que la
mobilitat dels analits cap a la finestra de deteccié es veu molt reduida. Per
ultim, a concentracions altes de S-B-CD i voltatges positius, hi haura una
inversio de la migracio i els analits mai arribaran a ser detectats. En aquest
ultim cas la polaritat del voltatge aplicat haura de ser invertida, tal com podem
veure als electroferogrames C, D i E de la Figura 10.
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Figura 10. Electroferogrames obtinguts per una solucié estandard de les tres catinones a 50
mg/L. Condicions de separaci6: injeccié hidrodinamica durant 5 segons a 50 mbar; BGE:
tampo fosfat 100 mmol/L a pH 2,5; voltatge de separacié de 25 kV; A=200 nm; temperatura del
capil-lar de 25 °C. Concentracié de S-B-CD i voltatge aplicat: (A) 0.1 mmol/L i +25 kV; (B) 1
mmol/L i +25 kV; (C) 1.5 mmol/L i -25 kV; (D) 5 mmol/L i -25 kV; (E) 10 mmol/L i -25 kV.
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Per tant, i d’acord amb la bibliografia [27], a concentracions baixes de S-B-CD i
per la separacid enantiomerica de compostos carregats positivament, el
voltatge de separacid haura de ser positiu i, en canvi, per concentracions altes
de S-B-CD el voltatge haura de ser negatiu.

Per tal d’obtenir una optima separacié quiral, s’ha fet un estudi de diferents
concentracions de S-B-CD amb diferents voltatges de separacio, tant positius
com negatius. L’interval de concentracions de S-B-CD ha estat de 0.1, 1, 1.5, 5
i 10 mmol/L. En totes les concentracions s’ha aplicat un voltatge de +25 kV i -25
kV.

Els resultats mostren que a concentracions baixes de S-B-CD (0.1 i 1 mmol/L)
els analits no es detecten aplicant un voltatge de separaci6 de -25 kV
(electroferogrames no inclosos a la Figura). Aixé es degut a que no hi ha
suficient interaccio dels analits carregats positivament amb la S-B-CD i fa que
migrin en direccio contraria al detector. En canvi, a +25 kV, hi ha deteccié de
pics degut a que no hi ha suficient interaccié amb la S-B-CD per a que s’arribi a
produir una migracié contraria al detector (Figura 10A i 10B). En els casos
d’altes concentracions de S-B-CD (1.5, 5 i 10 mmol/L) es dona el fendomen
contrari (Figura 10C, 10D i 10E).

Com es pot veure en els resultats obtinguts en els electroferogrames, la
separacié enantiomérica a concentracions baixes de S-B-CD i voltatges positius
no és suficient per a que hi hagi una separacid6 complerta, els temps de
migracié és molt gran i els pics tenen cua. En els resultats obtinguts per
concentracions altes de S-B-CD tampoc sén bons ja que els temps de migracio
sdén massa alts i els pics surten amb cua. Per a concentracions de S-B-CD de
10 mmol/L si que hi ha separacio de pics pero sorgeix un problema relacionat
amb la intensitat del corrent, la qual arriba a valors de 100 uA, fent que la
intensitat de corrent es mantigués inestable durant tot Panalisi. Aquesta
inestabilitat del corrent provoca que la linia base de I'analisi sigui inestable.

Amb aquests resultats s’arriba a la conclusi6 que per el nostre estudi la
ciclodextrina més adient és la 3-CD a una concetracié de 10 mmol/L.

Per ultim, es va realitzar un estudi de la temperatura del capil-lar. En aquest
estudi es va provar la temperatura de 25, 30 i 35 °C. Es va poder observar que
a mesura que la temperatura augmenta, el temps d’analisi és més curt, pero
també la resolucié dels pics disminueix. Per tant, es va arribar a un compromis
entre temps d’analisi i resoluci6 escollint la temperatura de 25 °C.

En resum, s’ha arribat a la conclusié que les condicions Optimes per una
separacio quiral son: BGE tampo fosfat de 100 mmol/L a pH 2.5 1 10 mmol/L de
B-CD, a una temperatura de 25 °C i un voltatge de separacié de 25 kV positius
(Figura 9D).
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4.3. ACOBLAMENT in-line SPE-CE

En el present treball s’han estudiat dos tipus de sorbent diferents per la SPE
per a preconcentrar les catinones incloses en I'estudi: el Oasis MCX i el Oasis
HLB.

4.3.1. Estudi del sorbent oasis MCX

Les catinones en estudi s6n drogues basiques que a pH acid es troben
carregades positivament, essent aquestes condicions adecuades per la
retencid dels analits en el sorbent Oasis MCX, que és un sorbent de mode
mixte d’intercanvi cationic.

Per I'estudi d’aquest sorbent les etapes d’analisi han estat:

1. L’acondicionament de l'in-line SPE entre analisis s’ha realitzat amb
MeOH a 930 mbar durant 4 minuts seguit de 4 min d’aigua ajustada a pH
2,5 amb acid formic també a 930 mbar. L’Gltima etapa en el procés
d’acondicionament del sorbent és important per tal d’obtenir una maxima
retenci6 dels analits. Com en aquest cas el pas de mostra es realitza a
pH acid, aquesta ultima etapa del preacondicionament s’ha de realitzar
en aquestes mateixes condicions.

2. L’etapa de pas de mostra s’ha realitzat amb un patrd de les catinones de
1 ppm preparat amb aigua Milli-Q ajustada a pH=2,5 amb acid formic
durant 1 minut a 930 mbar.

3. S’ha procedit amb una etapa de rentat amb BGE de tampo fosfat 100
mmol/L i pH 2,5 amb 10 mmol/L de -CD durant 2 minuts.

4. En letapa deluci6 s’ha insertat un plug d’una soluci6 amb un
percentatge de NH,OH en MeOH durant 20 segons a una pressi6 de 50
mbar. El solvent d’eluci6 ha de tenir una composicidé tal que permeti
trencar les interaccions dels analits amb el sorbent, les quals en aquest
cas es trenquen en medi basic ja que els analits perden la carrega
positiva. Aquest medi basic es prepara en MeOH per afavorir I'elucié
dels compostos i trencar aixi les possibles interaccions hidrofobiques
analit-sorbent.

5. Per acabar s’ha realitzat I'etapa de desplacament del solvent d’elucié a
través del sorbent amb BGE durant 250 segons a una pressié de 50
mbar.

6. Per ultim, s’ha portat a terme la separaci6 a 25 kV.

En l'estudi de l'etapa d’elucid, es varen estudiar diferents percentatges de
NH4sOH en MeOH, de 0, 0.5, 1 i 2%. En totes les proves realitzades el corrent
del capil-lar ha estat inestable fins que finalment ha acabat caient.

S’han realitzat lleugeres variacions de la concentracié del tampo fosfat (40 mM,
55 mM) i del pH (4.5) amb o sense la B-CD i tampoc van donar corrents
estables.
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L’estudi de Mohr et al. [9] utilitza un BGE amb acetat amonic 50 mmol/L per a la
separacio de catinones i, com el pH d’aquest tamp0é (4.5) també és adequat per
la retencié dels compostos en el sorbent MCX, es va realitzar un estudi de la
separacid enantiomérica de les catinones amb diferents concentracions de [3-
CD, 10, 15i 20 mmol/L (Figura 11).
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Figura 11. Efecte de la concentraci6 de B-CD en la separaci6 de les tres catinonens
estudiades. (A) 10 mmol/L de B-CD, (B) 15 mmol/L de B-CD, (C) 20 mmol/L de B-CD.
Condicions: BGE 50 mmol/L de tampod d’acetat d’amoni a pH 4,5; injecci6é hidrodinamica durant
5 segons a 50 mbar; A=200 nm; temperatura del capil-lar de 25 °C. Voltatge aplicat +15 kV (A) i
+25 kV (B) i (C). Assignacio6 dels pics: mefedrona (1); metilefedrina (2); MDPV (3).

Com es pot veure en els electroferoagrames de la Figura 11 es pot arribar a la
conclusi6 que la separacid enantiomerica aconseguida amb el el BGE
composat d’acetat d’'amoni no es satisfactoria.

Donats aquests resultats també es van provar altres tipus de ciclodextrines com
la ciclodextrina a (a-CD), la ciclodextrina y (y-CD) i la ciclodextrina B sulfatada
(S-B-CD) a concetracions de 10 i 15 mmol/L. Els resultats tampoc van ser
satisfactoris.

Un cop estudiats els resultats amb els dos tipus de BGE diferents es va decidir
optar per I'estudi del comportament d’un altre tipus de sorbent, ja que el Oasis
MCX no ha donat resultats satisfactoris.
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4.3.2. Estudi del sorbent oasis HLB

El sorbent Oasis HLB es tracta d’'un sorbent de fase inversa amb balang
hidrofilic i lipofilic, que es adient per la majoria de compostos de naturalesa
apolar. Les catinones en estudi son drogues basiques que a pH de major a 9 es
troben sense carrega, fent aixi que sigui un sorbent adequat per la
preconcentracié de catinones.

Per I'estudi d’aquest sorbent les etapes d’analisi han estat:

1. L’acondicionament de I'in-line SPE abans de cada analisi s’ha realitzat
durant 4 minuts amb MeOH a 930 mbar seguit de 4 min d’aigua Milli-Q
ajustada a pH 10 amb NaOH 1M.

2. L’etapa de pas de mostra s’ha realitzat durant 1 minut a 930 mbar amb
un patré de les catinones de 0.1 ppm en aigua Milli-Q a pH 10 ajustada
amb NaOH 1M.

3. L’etapa de rentat s’ha fet amb BGE tampo fosfat a 100 mmol/L i 10 mM
de B-CD a pH 2.5 durant 2 minuts a 930 mbar.

4. En l'etapa d’eluci6 s’ha insertat un plug d’'una solucié d’'un 5% de BGE
en MeOH durant 20 segons a 50 mbar.

5. S’ha realitzat el pushing amb BGE durant 250 segons a pressi6 de 50
mbar.

6. Per ultim, s’ha portat a terme la separacio a 25 kV.

A partir d’aquestes condicions inicials, es van estudiar diferents variables per tal
d’arribar a unes condicions de preconcentracio i de separacié optimes.

* Estudi del pH de la mostra

D’acord amb els valors de pK; que presenten les catinones, I'estudi del pH de la
mostra és una variable important en la retencié dels analits en el sorbent.
L’interval de variacié del pH no pot ser gaire ampli degut a que el valor de pK,
del sorbent és de 12 i el valor de pK, de les catinones és sobre 9. En
consequencia, els valors del pH de les mostres patrd utilitzats en I'estudi ha
estatde 10, 10.5i 11.

Es va seguir el procediment indicat al principi d’aquest apartat variant
unicament el pH de la mostra.

Els resultats mostren que la variaci6 de pH en linterval escollit no aporta
diferéncies significatives en térmes d’area del pic, per tant, el valor de pH s’ha
fixat a un valor de 10.

* Estudi de I'etapa d’elucioé

En l'etapa d’elucié hi ha tres variables principals a optimitzar: el temps de
pushing, la composicié del solvent d’elucio i volum de solvent d’elucid.
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En la primera optimitzacié, el pushing es realitza amb el propi BGE de
separaci6. Es va estudiar el pushing a 50 mbar a 220 i 250 segons. Aquest
estudi es va realitzar amb un solvent d’eluci6 amb un percentatge de 5% de
BGE en MeOH introduit a 50 mbar durant 20 segons. El temps de pushing es
va estudiar a dos voltatges de separacio, +25 kV i +30 kV. Aquesta variable és
important degut a que permet a les catinones dissoltes en I'eluent atravesar el
concentrador per arribar al capil-lar de separacié. Un temps massa curt de
pushing faria que 'eluent no sortis del concentrador in-line. En canvi, un temps
massa llarg de pushing fa que les catinones avancin massa pel capil-lar de
separacio, fent aixi que es redueixi la llargada efectiva del capil-lar i, en
consequencia, s’obtindria una resolucié menor. Els electroferogrames d’aquest
estudi es mostren a la Figura 12.

Com es pot veure en els electroferogrames de la Figura 12 per un mateix
voltatge de separacié quan augmenta el temps de pushing disminueix el temps
de migracid. Amb un temps de pushing de 250 segons a 30 kV s’han obtingut
els millors resultats de separacio6 i temps d’analisi. Per tant, aquests han estat
els valors escollits per a estudis posteriors.
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Figura 12. Estudi del temps de pushing. Electroferogrames obtinguts per una solucié
estandard de les tres catinones a 0.1 mg/L. BGE: tampo fosfat 100 mmol/L a pH 2,5 i 10
mmol/L B-CD; A=200 nm; temperatura del capil-lar de 25 °C; temps de pushing i voltatge de
separaci6: (A) 220 segons i +25 kV; (B) 220 segons i +30 kV; (C) 250 segons i +25 kV; (D) 250
segons i +30 kV. Assignacio dels pics: mefedrona (1); metilefedrina (2); MDPV (3).

A continuacié, es van estudiar diferents composicions del solvent d’elucio.
L’eluci6 d’un compost retingut al sorbent HLB ha de ser suficient com per
trencar les interaccions de tipus hidrofobiques entre la catinona neutre i el
sorbent. Provocar l'eluci6 es pot aconseguir de dues maneres: canviant la
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polaritat de la catinona disminuint el pH del medi o dissolent les catinones en
un solvent organic. En consequencia, les proves de la composicié de I'eluent es
van realitzar de tres maneres: I’elucié Unicament amb metanol, I'elucié amb un
5% de BGE en metanol i I'elucié amb un 10% de BGE en metanol.

En aquest estudi no es van veure diferéncies significatives d’area dels pics ni
de separacid, per tant, I'eluent amb un 5% de BGE en MeOH es va mantenir
com a solvent d’elucio.

Per ultim, es va optimitzar el volum d’elucié mitjancant la introduccié de la
solucid6 del 5% de BGE en MeOH modificant el temps de [linjeccio
hidrodinamica en 20, 25 i 30 segons a 50 mbar. La Figura 13 mostra els
electroferogrames de I'estudi realitzat.
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Figura 13. Estudi del temps d’elucio. Electroferogrames obtinguts per una solucié estandard de
les tres catinones a 0.1 mg/L. BGE: tampo fosfat 100 mmol/L a pH 2,5; A=200 nm; temperatura
del capil-lar de 25 °C; temps d’elucié: (A) 20 segons; (B) 25 segons; (C) 30 segons. Assignacio
dels pics: mefedrona (1); metilefedrina (2); MDPV (3).

Encara que, com s’observa a la figura, a un major volum de solvent d’elucio hi
ha un increment de l'area dels analits, també hi ha una disminuci6 de la
resoluci6 dels pics. A més, també provoca una retard en la sortida dels pics, fet
gue esdevé en un augment de I'amplitud dels pics. Tenint en compte aquestes
consideracions i que laugment de la resposta no és significatiu, s’ha
seleccionat un temps d’elucié de 20 segons.
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* Estudi del temps d’injecci6 de la mostra

Per tal d’aconseguir un factor de preconcentracié elevat, el volum de mostra
introduida en el capil-lar ha de ser el més elevat possible, sense que
'increment d’aquest volum representi una perdua en al retenci6 dels analits.

Per tal de realitzar aquest estudi es va variar el temps d’introduccié de mostra
en el capil-lar a una pressié de 930 mbar. El temps d’injeccidé estudiats varen
ser 1, 10, 20 i 30 minuts. En el cas del temps de 1 minut, la concentracié de la
solucié patr6 analitzada va ser de 100 ppb, i en el cas de la resta de temps va
ser de 1 ppb.

Tal i com s’observa a la Figura 14, un augment del temps es tradueix en un
augment de la resposta.
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Figura 14. Estudi del temps de pas de mostra. Electroferogrames obtinguts per una soluci6é
estandard de les tres catinones a 100 ppb (A) i 1 ppb (B,C,D); BGE: tamp0 fosfat 100 mmol/L a
pH 2,5; A=200 nm; temperatura del capil-lar de 25 °C; temps de pas de mostra: (A) 1 minut; (B)
10 minuts; (C) 20 minuts; (D) 30 minuts.. Assignaci6 dels pics: mefedrona (1); metilefedrina (2);
MDPV (3).

En futurs estudis per la validacié de la metodologia desenvolupada, depenent
de les concentracions de les catinones a les mostres biologiques, s’hauria de
realitzar I'estudi del comportament linial del temps d’injeccidé de mostra en front
la resposta. Depenent del tipus de mostra i de les concentracions de catinones,
el temps d’injeccié de mostra seria diferent.
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5. CONCLUSIONS

In this work, the enantioseparation of three cathinone derivates by capillary
zone using a separation electrolyte containing 3-CD as chiral selector has been
achieved in a short analysis time.

For the preconcentration of the studied analytes, in-line SPE-CE has been used
with Oasis HLB as sorbent with promising results.

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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