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Resumen

RESUMEN

Se desarrollaron dos métodos sensibles, precisos, sencillos y rapidos para la
determinacién de metilhexanamina (MHA) en orina, basados en la derivacion in-
situ de la metilhexanamina con isobutilcloroformiato (IBCF) y en la extraccion
selectiva del derivado (MHA-IBCF) por extraccion liquido-liquido asistida por
adicién de sal (SALLE salting out assisted liquid-liquid extraction) seguida de su
analisis por cromatografia de gases (CG) acoplada con espectrometria de masas
(EM) y microextraccion en fase sélida (MEFS), en espacio de cabeza (HS) seguida
por cromatografia de gases con detector de ionizacion de llama. Las metodologias
SALLE-CG-EM y HS-MEFS-CG se validaron y mostraron linealidad en el intervalo
de 20 - 201 ng/mL y 20 - 205 ng/mL respectivamente, con coeficientes de
determinacion R? > 0.998; los limites de deteccion obtenidos fueron 5 ng/mL y 10
ng/mL respectivamente. Se evaluo la precision para SALLE-CG-EM en los niveles
bajo (20 ng/mL), medio (100 ng/mL) y alto (201 ng/mL) del intervalo lineal con
%CV < 3% y la precisién para HS-MEFS-CG se estimo en los niveles medio y bajo
con %CV < 10%. La exactitud se estim6 calculando el porcentaje de recuperacion;
para la metodologia SALLE-CG-EM el % recuperacion se encontro entre el 94% y
108% mientras que la metodologia HS-MEFS-CG fue entre 92% y 110% de
recuperacion. Los métodos optimizados fueron aplicados a dos muestras de orina
proporcionadas por la Comisién Nacional de Cultura Fisica y Deporte (CONADE,
México). El nivel minimo de desempefo exigido a los laboratorios por la WADA
(World Anti-Doping Agency) es: 100 ng/mL de metilhexanamina en orina, por lo
que los métodos propuestos pueden ser utilizados para la determinacion de

metilhexanamina en el andlisis del control de dopaje.
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Introduccion

INTRODUCCION

Se considera dopaje al uso de un artificio (sustancia o método) potencialmente
peligroso para la salud de un deportista y/o susceptible de mejorar su rendimiento;
se refiere también a la presencia de alguna sustancia, en el organismo de un
deportista, especificada en la lista de sustancias prohibidas del Codigo Mundial
Antidopaje de la WADA."! El Cédigo Mundial Antidopaje es el documento que
armoniza las normas del antidopaje en todos los deportes en todos los paises.
Trabaja conjuntamente con cinco estandares internacionales: Pruebas,
Laboratorios, Exenciones de Uso Terapéutico, Lista de Sustancias Prohibidas y
Proteccion de la Privacidad e Informacion Personal.? La lista de sustancias
prohibidas de la WADA considera a los estimulantes, incluyendo todos los
isbmeros Opticos, cuando corresponda, como sustancias prohibidas en
competencia. Estas sustancias se clasifican en no especificas, como la anfetamina
y metanfetamina, y especificas como la adrenalina, efedrina y metilhexanamina.
Los suplementos dietéticos de venta libre, pueden contener estimulantes
prohibidos como la metilhexanamina; algunos suplementos de este tipo son
ofertados en México sin ninguna restriccion. Un suplemento dietético es un
producto destinado a sustituir la dieta y contiene uno o mas ingredientes dietéticos
(incluyendo vitaminas, minerales, hierbas, amino acidos, y otras sustancias) o sus
constituyentes.3 El aumento en el uso de este tipo de productos es un fendbmeno
observado a nivel mundial, basado en la percepcion de que son productos
naturales y seguros, que previenen enfermedades, que reemplazan medicamentos
prescritos o que pueden compensar una alimentacion deficiente. 4 Algunas
sustancias prohibidas usadas para mejorar el rendimiento se han detectado en el
control de dopaje por diferentes técnicas analiticas que incluyen CG y CG-EM.®
Por otro lado, la extraccion de drogas de matrices bioldgicas representa un desafio
debido a que son mas complejas que algunas otras (pueden contener proteinas,
sales, acidos, bases y numerosos compuestos organicos con quimica similar que
los analitos de interés).6 Es por ello que se requieren metodologias rapidas,
sencillas, precisas y sensibles para la determinacién de este tipo de sustancias. El

objetivo de este trabajo es desarrollar, optimizar y validar dos metodologias
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analiticas para la determinacion de metilhexanamina en orina (estimulante
prohibido utilizado para mejorar el rendimiento de los deportistas en competicion),
basadas en las técnicas de preparacion de muestra extraccion liquido-liquido
asistida por adicion de sal (SALLE salting out assisted liquid-liquid extraction) y
microextraccion en fase solida (MEFS), seguidas por cromatografia de gases, las

cuales se han utilizado para determinar sustancias prohibidas.‘a'7
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1. ANTECEDENTES

1.1 Metilhexanamina

1.1.1 Caracteristicas de la metilhexanamina

La metilhexanamina es una amina primaria alifatica de cadena corta C;Hq7N,
producida naturalmente por la planta de origen africano Pelargonium graveolens
conocida comunmente como geranio; se cultiva principalmente para la preparacion
de esencias derivadas de su aceite destilado,® cuyo contenido de MHA se
encuentra reportado en concentraciones de ng/mL.%'° Sintéticamente es obtenida
de la reaccion de 4-metilhexan-2-ona y la hidroxilamina, seguido de un proceso de
reduccion. '’ En su estructura molecular presenta dos centros estereogénicos
(Figura 2), por lo que la metilhexanamina no es un solo compuesto sino la mezcla
de cuatro estereoisomeros, dos pares de enantidmeros con configuraciones [S,S-
y R,R-] ¥ [R,S- y S,R-] respectivamente. La metilhexanamina presenta actividad
optica debido a que guarda cierta relacién entre sus diastereoisémeros.’ En la
Tabla 1 se presentan algunas propiedades fisicas y quimicas de la

metilhnexanamina. ">

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de la metilhexanamina.

Nombre 4-Metil-2-hexanamina Punto de Ebullicién 130-135 °C a 760 mmHg
Nombre IUPAC 4-Metilhexan-2-amina Soluble Cloroformo, éter, acidos diluidos
Formula Molecular C,HyyN np> 1.4150-1.4175
Peso Molecular 115.21 Solubilidad en Agua Muy poco soluble
Apariencia Liquido, olor aminas pKa 10.54
Densidad 0.7620-0.7655 g/ cm’® Log P 2.102
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1.1.2 Metilhexanamina en el dopaje

En el afo 2007 una muestra destinada al analisis del estimulante tuaminoheptano
(2-heptilamina) fue reportada como un resultado analitico adverso (AAF por sus
siglas en inglés, Adverse Analytical Finding). Varios laboratorios observaron un
pico desconocido con espectro de masas similar y tiempo de retencion cercano al
tuaminoheptano. Se encontr6 que este nuevo estimulante era una estructura
analoga del tuaminoheptano, la metilhexanamina.’ En el afio 2009 la Agencia
Mundial Antidopaje reporté 31 casos de AAF’s para este estimulante.’® En el afio
2010 la Agencia Mundial Antidopaje incluy6 al estimulante MHA en la Lista de
Sustancias Prohibidas. La metilhexanamina era un medicamento patentado en
1944 como descongestionante nasal, que retomé popularidad como suplemento
dietético, con presuncion de efectividad para incrementar el desempeno atlético y
como apoyo para la pérdida de peso. También se vende como una droga
estimulante recreativa.’” En los productos que contienen este estimulante se
puede encontrar la metilhexanamina bajo diferentes nombres: MHA;
metilhexaneamina; dimetilpentilamina; dimetilamilamina; DMAA; geranamina; 2-
amino-4-metilhexano; forthane; 4-metil-2-hexanamina; 4-metil-2-hexilamina;
pentilamina; floradrena; 2-hexanamina, 4-metil; 2-hexanamina,4-metil-(9CL);
1,3-dimetilamilamina; 4-metilhexan-2-amina; 1,3-dimetilpentilamina. 18.19 En Ia
Figura 1 se muestra un ejemplo de un producto que contiene MHA bajo el nombre

4-methyl-2-hexylamine.

S METHYL-2-HEXYLAMINE HT!

pITURE
DRAMATIC INCREASE IN CALORIC EXPEN

TENCY
S-PHASE TRIMETHYLXANTHINE PO a:aﬂ"ﬂ""
POLYMETHOXYLATED FAT BURNING A
SeTaimcn oe sacE THERMOGENICS

Figura 1. Producto que reporta el contenido de metilhexanamina entre sus componentes.

Este tipo de productos que contienen MHA representan un problema para los

programas de pruebas de drogas. En el afio 2011 el Departamento de Defensa de
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los Estado Unidos de América reportd que de 134 muestras con falsos positivos
para anfetaminas, el 92.3% fueron causados por la presencia de metilhexanamina
a una concentracion aproximada de 6 mg/L. La MHA muestra reactividad con los
anticuerpos empleados en algunos inmunoensayos comunes, lo anterior puede
ser debido a la similitud estructural que presenta con las anfetaminas (Figura 2),
elevando el costo de este tipo de pruebas debido a los andlisis de confirmacién

realizados por técnicas cromatograficas (CG-EM y CL-EM-EM).?

* * CH3 CHz
CHy MR, MNH,

hetilhexaneamina Anfetamina

Figura 2. Metilhexanamina y Anfetamina.

1.1.3 Farmacologia de la metilhexanamina

La metilhexanamina se introdujo inicialmente como descongestionante nasal y

para el tratamiento de hipertrofia bucal."

En un estudio publicado en el ano 2012
por Venhuis y Kaste ?', se reportaron algunos efectos farmacoldgicos observados
en diferentes especies animales (perros, ratas, ranas, puerco de guinea, ratones),
que afectaron los sistemas cardiovascular (incremento en la presién arterial,
vasoconstriccion, taquicardia), respiratorio (broncodilatacidn), sistema nervioso
central (narcosis), sistema renal, (diuresis), intestinos (depresion de la actividad
peristaltica), érganos reproductivos (contracciéon inducida del utero). Para consumo
humano, la dosis encontrada en los suplementos dietéticos varia entre 25-65 mg
por dosis. La ruta principal de administracion de esta droga es por ingestic')n.11
Schilling et al, ? publicaron en el afio 2013 un estudio sobre los efectos
farmacocinéticos de la metilhexanamina administrada por via oral (25 mg) a ocho
hombres sanos entre 23-26 afnos de edad; el tiempo de vida media plasmatico
obtenido para esta sustancia fue de 8.45 horas, el tiempo promedio que tardd en

aparecer la droga en el torrente sanguineo fue aproximadamente 8 minutos, la
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concentracion de metilhexanamina determinada (CLAR-EM) entre 3-5 horas fue
en promedio de aproximadamente 70 ng/mL. Con la cantidad suministrada de
metilhexanamina (25 mg), no se observé impacto significativo en la frecuencia
cardiaca, presion sanguinea o temperatura sanguinea de los sujetos de estudio.

En este mismo afio Bloomer et al,?

publicaron un perfil de seguridad de cafeina y
metilhexanemina suministradas combinadas y por separado, a 50 hombres
joévenes sanos durante 12 semanas (dosis MHA: 50 mg/dia). En este estudio se
encontré que los sujetos que ingirieron MHA tuvieron un incremento en su
frecuencia cardiaca de aproximadamente 5 pulsaciones por minuto, lo cual

incremento la presion sanguinea.

Algunos reportes de uso de MHA indicaron que esta sustancia produce un efecto
simpaticomimético provocando estimulacién del sistema nervioso central, euforia,
aumento en la concentracion y productividad. También se han reportado efectos
sobre el apetito. En base a estos efectos se incrementé su uso como droga
psicoactiva, suplemento dietético y suplemento deportivo alrededor del mundo. La
dosis letal media para la metilhexanamina en ratones es 39 mg/Kg cuando es

inyectada intravenosa y 185 mg/Kg administrada en la cavidad intraperitoneal.11

1.1.4 Excrecién de drogas

La disposicion de drogas en el organismo depende de los procesos de absorcion,
distribucion y eliminacion, metabolismo y excrecidn, los cuales controlan el tiempo
de accion de una droga. Estos procesos determinan la concentracién de drogas y
sus metabolitos en la orina.?* La excrecion de drogas puede tener lugar por
distintas vias: urinaria, biliar, sudor, saliva, leche y epitelios descamados. La
urinaria es la mas importante via de excrecion, sobre todo si se elimina de manera
preferente o exclusiva por esta via.?® El riién tiene una estructura adecuada para
la excrecion, contando con el funcionamiento de mas de un millén de unidades
estructurales especializadas denominadas nefrones ordenados anatémicamente.

En base a las caracteristicas del nefrén (ver Figura 3), se puede explicar el
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proceso de excrecion urinaria y que sustancias pueden excretarse por esta via;®
dicho proceso consta de las siguientes etapas: Filtracion glomerular (glomérulo),
secrecion tubular (arteriola eferente) y reabsorcién tubular (tubulo proximal) la cual
dependera de la liposolubilidad de la droga y del pH de la orina. El pH de la orina
puede variar entre 4.5 y 8.0. La orina alcalina favorece la eliminacion de acidos
débiles (ej. Barbituricos, salicilatos) y la orina acida aumenta la eliminacién de

bases débiles (ej. anfetaminas, quinidina).?

Arteriola eferente

Lumen del tubulo

Proximal

Flujo .’/ S S redssess 3 —

. nducto
sanguineo Co

colector

—

Arteriola

afererente
—
Glomérulo \
Buce Salida
de Henle
de orina

Figura 3. Representacién esquematica de un nefrén.?

La cantidad de una sustancia excretada por la orina es la suma de la filtracion
glomerular mas la secrecién tubular menos la reabsorcion tubular.®® Algunas
drogas estimulantes que son generalmente administradas por via oral, son
rapidamente absorbidas por el intestino y pueden ser detectadas en orina pocos
minutos después.?* Lisi et al,?® describieron un estudié de excrecién de la
metilhexanamina detectandola hasta 29 horas después de ser suministrada.
Perrenoud et aI,30 detectaron la metilhexanamina en orina hasta 4 dias después de
ser suministrada, reportando la maxima concentracion encontrada 4 horas

después de ser suministrada.

1.2 Orina

La orina es una matriz biolégica que consiste de un fluido excretado por los

rifiones, almacenado en la vejiga y descargado al exterior a través de la uretra.?’
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La composicién y caracteristicas de la orina varian dependiendo de diversos
factores como la ingesta de alimentos, caracteristicas fisicas del individuo,
condiciones de vida, etc. Los principales componentes organicos de la orina son
productos nitrogenados como la urea que es un producto del metabolismo de las
proteinas, acido urico producto final del metabolismo de las bases nitrogenadas
purinas, creatinina producto de la ciclizacion de la creatina proveniente del
metabolismo muscular, y aminoacidos libres. Otros compuestos organicos que se
encuentran en la orina son las hormonas y algunos de sus metabolitos y los
urocromos que son pigmentos producidos por la degradacion de la hemoglobina
que contribuyen al color amarillo caracteristico de la orina. Los constituyentes
inorganicos principales de la orina son los cationes Na*, K*, Ca®*, Mg®" y NH," y
los aniones ClI, SO4* y HPO4*. El NaCl es el electrolito mas abundante en la orina
representando aproximadamente dos terceras partes de todos los electrolitos en la
orina final.?® La metilhexanamina se ha logrado determinar en orina por extraccion
liquido-liquido seguida de su analisis por cromatografia de gases29 y cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas, %0 extraccion en fase solida
seguida por CG-EM y por cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de

masas.”'

1.2.1 Muestreo

Hay muchas formas de recolectar la muestra de orina, la técnica elegida
dependera de los parametros buscados. La técnica utilizada debe ser no invasiva,
ya sea en un solo muestreo o en varios, dentro de un periodo corto de recoleccion
(entre 2-4 horas) y el volumen de muestreo debe ser mayor a 50 mL?’. El cbdigo
mundial antidopaje especifica un volumen minimo de orina de 90 mL dividido en
dos contenedores (contenedor A: 60 mL y contenedor B: 30 mL) ademas, la
gravedad especifica minima debe ser de 1.005-1.010.%? Para la preservacion de
las muestras bioldgicas es muy importante tomar en cuenta la eleccion del

empaque apropiado que las contiene y el almacenamiento bajo las condiciones
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apropiadas (proteccién de humedad externa, calor excesivo y proteccion de la luz
solar), con el fin de proteger su integridad y evitar su degradacion. 33 Algunas
condiciones de almacenamiento recomendadas para muestras de orina son: si se
utilizara en menos de 24 horas, entre 2°C — 8°C y a largo plazo, por debajo de -
10°C; * sin embargo, en un estudio en el que se determind MHA en orina, la
muestra de orina se dividio en contenedores de 20 mL y fue almacenada sin

aditivos a -20 °C hasta el analisis.*°

1.3 Sustancias prohibidas determinadas en matrices biol6gicas

El efecto de la matriz que contiene al analito que se quiere determinar juega un
papel muy importante en las mediciones analiticas.>® Dependiendo de la sustancia
quimica, sera el medio biolégico que se debe muestrear: aire exhalado, orina,
sangre, etc.”’ De todas las matrices bioldgicas, la orina es la matriz mas
comunmente muestreada para analisis de drogas; los rifiones, los cuales la
producen, son los o6rganos mas importantes responsables de Ia
eliminacion/excreciéon de drogas y metabolitos del cuerpo humano.® Se han
desarrollado métodos sensibles para la determinacién de estimulantes prohibidos
(anfetamina y metanfetamina entre otros) en muestras de orina, sangre y cabello
humano.®~ % Algunas alquilaminas estimulantes consideradas en la lista de
sustancias prohibidas de la Agencia Mundial Antidopaje, entre ellas la
metilhexanamina, se han detectado en muestras de orina utilizando como técnica
de preparacion de muestra: extracciéon en fase solida® y extraccion liquido-
liquido®?®, seguido de cromatografia (gases y/o liquidos) acoplada a

espectrometria de masas.
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1.4 Cromatografia de gases y cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas

Los estimulantes representan una clase importante y frecuente de agentes
dopantes, esto se debe a que afectan directamente los resultados de los atletas
durante una competicion. El analisis de algunas sustancias prohibidas usadas
para mejorar el rendimiento en los atletas se ha realizado, entre otras técnicas,
utilizando cromatografia de gases y cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas.>'® En los métodos por cromatografia de gases se
pueden identificar los siguientes pasos: preparacién de la muestra y analisis
cromatografico (introduccion de la muestra (inyeccion), separacién cromatografica

y deteccion).’

Cromatografia de gases es un método de separacién en el cual los componentes
de una muestra se distribuyen entre dos fases, una fase estacionaria y la otra un
gas (fase movil) que pasa a través de la fase estacionaria.*® El instrumento en el
que se lleva a cabo el proceso de separacion es el cromatégrafo de gases, en el
cual la muestra es volatilizada en un puerto de inyeccion a alta temperatura, el gas
acarreador o fase moévil arrastra la muestra del inyector, a través de la columna y
hasta el detector. La columna contiene la fase estacionaria que es un liquido no
volatil, en donde la separacion de los compuestos es determinada por el reparto
de cada componente entre el gas acarreador y la fase estacionaria.*! El reparto de
la muestra dentro de la fase estacionaria liquida, esta basado en sus solubilidades
a determinada temperatura. Los analitos seran separados en base a su presion de
vapor, peso molecular y afinidad por la fase estacionaria. Los componentes
separados y el gas acarreador llegan al detector, en donde es medida la cantidad
proporcional de cada analito presente en la muestra. El detector mas comun es el
detector de ionizacion de llama (FID por sus siglas en inglés), por tener
caracteristicas deseables tal como alta sensibilidad y linealidad.*® El detector FID
utiliza hidrogeno como gas de combustidon el cual es quemado en un pequeio
mechero (jet) situado dentro de un electrodo cilindrico (colector); al aplicar una

diferencia de potencial entre el jet y el electrodo, cuando pasa por la llama algun
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componente de la muestra que contiene carbono en su estructura, se forman por
un proceso de oxidacion fragmentos oxidados o parcialmente oxidados que
generan electrones por emision termoidnica. Los pares ion/electron formados son
colectados y la corriente generada es amplificada y registrada en un sistema

computacional de adquisicion de datos para obtener un cromatograma.*?

Algunas desventajas de la CG es que solo se utiliza para el analisis de muestras
volatiles, para compuestos no volatiles es necesario derivarlos, no es adecuada
para muestras termolabiles ademas, utilizando un detector convencional como el
FID no es posible confirmar la identidad o estructura de los compuestos
separados.*® Por otra parte la espectrometria de masas acoplada a cromatografia
de gases como sistema de deteccion, tiene la habilidad de proporcionar
informacion estructural para identificacion de los compuestos separados. Los
componentes de la muestra separados por el CG se introducen en el
espectrometro de masas por medio de una linea de transferencia calentada. Los
componentes de la muestra son ionizados en la camara de ionizacion del
espectrometro, seguido por la separacion en el analizador de masas de los
fragmentos ionizados en funcién de su relacion masa-carga (m/z). Las senales
generadas son amplificadas por un electromultiplicador, para ser detectadas y la
adquisicion de los datos es almacenada en un sistema computacional para su
posterior procesamiento. Al final de un analisis por CG-EM se genera un
cromatograma de corriente ionica total (TIC por sus siglas en inglés) de la muestra
y un espectro de masas de los componentes de la muestra. El TIC es analogo a
un cromatograma de gases de deteccion universal, en el cual la suma de las
abundancias de cada ion detectado sobre un intervalo de masas especifico, trazan
la corrida cromatografica a través del tiempo. El espectro de masas es una
visualizacion del patrén de fragmentacion de los componentes de la muestra de

acuerdo con la abundancia de los iones detectados en base a su relacion m/z. ©

La reproducibilidad en la inyeccion a menudo representa un problema en
cromatografia de gases debido a que se inyectan volimenes muy pequenos. Para

resolver este problema, se han utilizado métodos que establecen relaciones entre
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la muestra y una sustancia de caracteristicas similares a los analitos de interés
que se denomina estandar interno, con el fin de que muestra y estandar sean
afectados por las mismas variables que afectan la inyeccion. El estandar interno
debe ser una sustancia que produce un pico separado de los picos de la muestra,
con una resolucion mayor o igual que 1.25 pero que se encuentre cerca de estos.
El principio del estandar interno se basa en los calculos de los valores relativos del
analito y el estandar interno, determinados dentro del mismo analisis. El tiempo en
el cual se adiciona el estandar interno depende de los requerimientos del

analisis.**

El analisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas se ha
utilizado para determinar si el extracto de geranio contiene metilhexanamina o si
este estimulante es adicionado®°. También se encuentra reportado el uso de esta
técnica (CG-EM) para identificar los diasteroisobmeros de metilhexanamina en
suplementos nutricionales®, para confirmar la identificacion de metilhexanamina y

diferenciarla de otras alquilaminas de bajo peso molecular en orina*".

1.5 Separacion de compuestos quirales

La quiralidad molecular juega un papel importante en las funciones biolégicas y
fisicas que se generan a través del reconocimiento molecular preciso de las
enzimas, receptores y otros sitios naturales de union con los que los sistemas
bioldgicos interactuan con diferentes enantiomeros. Como resultado de este
reconocimiento quiral, las drogas enantioméricas pueden diferir en sus
propiedades farmacoldgicas o toxicoldgicas. Las técnicas de separacién quiral
empleadas en cromatografia se pueden clasificar como directas e indirectas. El
método mas comunmente empleado de separacion directa es el basado en la
formacion de complejos diastereoméricos reversibles entre el analito y una
molécula huésped estéreoselectiva que representa la fase estacionaria quiral (por
ejemplo las ciclodextrinas).*® La separacion indirecta se basa en la formacion de

derivados  diastereoméricos al reaccionar con un agente quiral

22



Antecedentes

enantioméricamente puro seguido de la separacion de los diastereocisémeros en
una columna convencional con fase estacionaria no quiral, debido a que los
diastereoisomeros tienen propiedades fisicoquimicas diferentes entre si. La
separacion indirecta es menos costosa por el hecho de utilizar columnas
cromatograficas convencionales, ademas tiene mayor flexibilidad al utilizar
diferentes tipos de columnas no quirales y numerosos tipos de reactivos

derivatizantes.*

1.6 Derivacion

La naturaleza de los compuestos a analizar afecta al tipo de cromatografia a
utilizar, para algunos, la cromatografia de gases o cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) es la mejor y para algunos otros la
cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR). CG y CG-EM a menudo
requieren reacciones de derivacion. Los procedimientos por cromatografia de
gases son los que mas utilizan derivacion pre-cromatografica, pues el andlisis en
fase vapor requiere derivados volatiles.*® La baja volatilidad de un compuesto
puede ser a causa del gran tamafo de las moléculas resultando en fuerzas de
dispersion grandes que mantienen las moléculas unidas. En moléculas pequenas
la baja volatilidad puede venir de la fuerte atraccion intermolecular entre grupos
polares. En el primer caso la derivacion no puede incrementar la volatilidad, pero
en el ultimo caso el enmascaramiento de los grupos polares por derivacion puede
producir un incremento espectacular en la volatilidad.*® El analisis por CG de
aminas libres por lo general presenta varios inconvenientes inherentes, las aminas
libres tienden a ser adsorbidas y descomponerse en las columnas, resultando en
la elucién de picos coleados, fendmeno de picos fantasma y baja sensibilidad en la
deteccidn. La capacidad de adsorcidn de aminas en los sistemas analiticos, (por
ejemplo contenedores de la muestra, sistema de inyeccion, lana de vidrio y
columnas de CG), es en el orden primarias > secundarias > terciarias, y es
generalmente mas dificil de separar aminas alifaticas que aromaticas. Un método

comun para superar estos problemas es convertir compuestos polares a derivados
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relativamente no-polares mas adecuados para el analisis por CG. Los métodos de
derivacién son empleados para reducir la polaridad de los grupos amino y mejorar

su capacidad para ser separados en columnas de CG.*°

La derivacion se suele utilizar para conferir mejor detectabilidad a los compuestos
de la muestra. Los derivados de halégenos en particular se usan para aumentar la
sensibilidad en analisis de trazas con el detector de captura de electrones (ECD).
En general los sustituyentes halogenos incrementan la afinidad electrénica en el
orden | > Br > Cl| > F. La derivacién quimica puede también emplearse para
reducir la contribucidn a la descomposicidn térmica o catalitica en los espectros de
masas, estabilizando la formacién de iones en el espectrometro de masas para
favorecer a la informacion estructural de los patrones de fragmentacion.*® Desde el
punto de vista analitico, los estimulantes, narcoticos y p-bloqueadores se pueden
agrupar juntos debido a su comportamiento analitico similar. La mayoria de estas
sustancias son bases que contienen nitrégeno, excretadas en orina como
compuestos libres o conjugados simultdneamente con sus metabolitos.’ La
derivacion de grupos amino constituye una de los mas grandes campos de
aplicacion de las reacciones de derivacion analitica. Aunque muchos amino
compuestos son suficientemente volatiles para su analisis directo por CG y EM,
los grupos polares N-H y los electrones libres en el nitrogeno pueden causar
adsorcion y coleo en CG. En efecto, analizando en muy bajos niveles, tal
adsorcion llega a causar la pérdida total de la muestra. Entonces los métodos de
derivacion se utilizan para reducir la polaridad de los grupos amino y mejorar el
comportamiento en CG de los compuestos. La derivacion de los grupos amino
puede también ser empleada para lograr la separacion de compuestos que de otra
manera no se separarian.*® Las reacciones de derivacién, las cuales son a
menudo selectivas por el tipo de amina (por ejemplo, aminas primarias,
secundarias o terciarias), se han utilizado para mejorar su deteccion y separacion.
Ademas, la derivacion puede ayudar a incrementar las propiedades en
espectrometria de masas, obteniéndose espectros de masas mas faciles de
interpretar, con iones de masas de mayor calidad y derivados de los iones

moleculares, que pueden ser utilizados para analisis de trazas. Entre los derivados
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utilizados para el analisis de aminas por CG estan los derivados de sililo, acilo,

alquilo, carbamato, sulfonamida, bases de Schiff y tiourea.*

1.6.1 Sililacién

Los derivados de sililo se forman por el reemplazo de un hidrégeno activo en los
grupos NH.*° La sililacion es probablemente la técnica mas versatil disponible para
mejorar el desempefio en CG. Esto implica el bloqueo de sitios préticos, de este
modo se reducen las interacciones dipolo-dipolo y se incrementa la volatilidad y
las propiedades para CG, produciendo picos estrechos y simétricos. Sin embargo,
los derivados de sililo son poco utilizados para el analisis por CG de aminas,
debido a su inestabilidad hidrolitica y su alta actividad sililo-donadora.*® Los grupos
amino no son muy reactivos con los compuestos sililantes, y su conversién a un
derivado de sililo es dificil. Utilizando agentes fuertemente sililantes y
catalizadores, es posible preparar los derivados sillo de aminas. o Algunos
reactivos sililantes se muestran en la Tabla 2.2

Tabla 2. Algunos reactivos sililantes comerciales.

Reactivo Sinonimo  Caracteristicas especiales
Aliltrimetilsilanc Allyl-TMS Solamente propenoc como
subproducto
N, O-Bis(trimetilsilil) acetamida BSA Reactivo universal

N, O-Bis(trimetilsilil) triflucroacetamida BSTFA  Altamente reactivo, mas volatil

que BSA
Hexametildisilazano HMDS Subproductos gaseosos
n-Metil-N-trimetilsililacetamida MSA Puede actuar como disolvente

para compuestos polares

N-Metil-N- MSTFA  Altamente reactivo, incluso mas
(trimetilsililtrifluoroacetamida volatil que BSTFA
Clorotrimetilsilano TMCS Universal
N, N-Dietiltrimetilsililamina TMSDE Subproductos volatiles,

selectivo para grupos hidroxilo
ecuatoriales
1-(Trimetilsilil)imidazol TMSI Altamente reactivo, discrimina

grupos amino
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Sin embargo, estos reactivos no solamente reaccionan con grupos amino, sino
que también reaccionan con grupos hidroxilo y carbonilo bajo condiciones
anhidras. La facilidad de reaccionar con estos reactivos es en el orden alcoholes >
fenoles > acidos carboxilicos > aminas > amidas. Un problema adicional en la
sililacion de aminas primarias surge de la posibilidad de reemplazar ambos

protones, resultando en la formacién de productos mono- y di-TMS.

1.6.2 Formacion de carbamatos

Los cloroformiatos con grupos simples alquilo, por ejemplo metilo, etilo e isobutilo,
se conocen desde hace anos como reactivos favorables para la derivacion de
grupos amino en cromatografia de gases. La mayoria de las reacciones de
derivacién utilizan reactivos no polares que requieren disolventes organicos los
cuales no son compatibles directamente con muestras acuosas; por el contrario,
los cloroformiatos se han utilizado ampliamente para convertir aminas en
carbamatos en medio acuoso tamponado. Ademas, estas reacciones proceden
rapidamente a temperatura ambiente.* La determinacién de aminas alifaticas (n-
propilamina, pentilamina, hexilamina, heptilamina, octilamina) en muestras de
agua se ha realizado satisfactoriamente por CG-EM después de la formacién de
sus correspondientes derivados tricloroetil carbamatos.* Los alquilcloroformiatos
se han utilizado para la determinacion de estimulantes en matrices bioldgicas. La
determinacion de anfetaminas en matriz de orina, se ha llevado a cabo ajustando
las muestras a pH=10.8, seguido de la adicidn del cloroformiato correspondiente
(butil-, propil- o metilcloroformiato) para obtener como productos carbamatos
estables, que fueron extraidos por microextraccion en fase solida con una fibra de
polidimetilsiloxano y analizados por cromatografia de gases. *° Los
alquilcloroformiatos constituyen un grupo de reactivos derivantes con
caracteristicas muy favorables para la determinacion de compuestos con grupos
amino por cromatografia de gases, convierten facil y cuantitativamente las aminas
en carbamatos, los cuales exhiben buenas propiedades cromatograficas. Ademas,

los derivados formados generalmente presentan propiedades interesantes en

26



Antecedentes

espectrometria de masas. Entre los clorofomiatos, el isobutilcloroformiato se ha
utilizado adecuadamente para la determinacion de aminas biogénicas en bebidas
alcohdlicas,*® 4-(5)metilimidazol (compuesto con fuerte actividad convulsiva) en
colorantes alimenticios, °” determinaciéon de aminas alifaticas y aromaticas en
matrices ambientales que incluyen: aguas residuales, agua de rio, mar y

sedimentos.*®

1.6.3 Derivacion de la metilhexanamina

Otra forma de derivacion de grupos polares como NH utilizada comunmente es la
acilacionderivacion.*® En EM los derivados de acilo tienden a producir patrones de
fragmentacion claros de interpretar y proporcionan informacién util de las
estructuras de dichos compuestos.” La acilacion es una de las reacciones mas
populares de derivacion para aminas primarias y secundarias. Las reacciones tipo
base de Schiff se utilizan para condensar aminas primarias con compuestos
carbonilicos,”' se desarrollan a temperatura ambiente para minimizar la formacion
de subproductos. ®® Se ha reportado un método para la determinacion de
anfetamina, metanfetamina y efedrinas en muestras de orina, que fue superior a

los métodos basados en la derivacidén con reactivos acil y trimetilsililados.®’

La metilhexanamina es una amina alifatica primaria de cadena corta que puede
presentar problemas de adsorcién en los sistemas de cromatografia de gases
debido a la considerable polaridad de la molécula (Log Pow = 2.1) por la presencia
del grupo -NH,. Este tipo de inconvenientes se han superado al convertir los
compuestos polares a derivados menos polares por medio de una reaccion
quimica de derivacién. La Tabla 3 muestra algunas reacciones que se han
utilizado para obtener derivados de la MHA mas aptos para su determinacion en

diferentes matrices por cromatografia de gases.
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Tabla 3. Algunos métodos de extraccion y condiciones de reaccion de la MHA.

Condiciones de

Tipo dereaccién y

Matriz reaccion y tipo . Reactivo derivatizante
L, referencia
de extraccién
0
CHs
SPE Fgc)k[\l—@—GHg
Sililaciégn HsC CHs
T: 60°C
Orina _ I. Chrom. A, 1298 N-Metil-N-(trimetilsilil)
t: 10 min . .
{2013) 76-85 trifluoroacetamida
(MSTFA)
Extraccidn S—L 3 3
Acilacidn /H ,M\
T: 80°C °
Suplemento S
P + 30 min Forensic Sci. Int. Anhidrido trifluorodcetico
' 231({2013)113-118
(TFAA)
Extraccidn L—L
; 2 9
pH: 5-10 Acilacidn FiCFCFC™ 07 “CFACF.CF,
Aceite _ bi
esencial Tambiente lournal Anal. Tox. Anhidrido
& LF 36 (2012) 457-471 -
' heptafluorobutirico
(HFBA)
ExtraccidnlL —L
pH: §-10 Acilacién @ 9
FACF.C” 07 “CF,CFs
Suplemento T:50°C 1. Drug and Test. A.
Anhidrido
1: 30 min 4 (2012) 986-330 pentafluoropropionico
(PFPA)
ExtracciénlL —L Bases de Shiff
pH: KOH 5M J. Chrom. B i
Orina é
T: 25°C 877 (2009) 3767-
t: 20 min 3500 Ciclohexanona
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1.7 Técnicas de preparacion de muestra

En general, el analisis de compuestos especificos presentes en matrices
biologicas, incluida la orina, no se pueden analizar directamente. La compleja
composiciéon de las matrices biolégicas puede provocar interferencias en la
deteccién. Ademas, en el caso de las técnicas cromatograficas, la presencia de
compuestos con retencién alta por su baja solubilidad en la fase mévil o escasa
presién de vapor provoca que se ensucie el sistema aumentando la sefial de fondo
y el ruido, e incluso modificando la retencion de los analitos de interés. Debido a
esto, la muestra tiene que ser “preparada” con el fin de que los analitos sean
extraidos o aislados de la matriz. La preparacién de muestra consiste en una o
mas operaciones necesarias para modificar la muestra a modo de liberar los
analitos de forma conveniente para su analisis por el procedimiento cromatografico
elegido; es el paso intermedio entre la muestra y el analisis cromatografico. La
preparacion de muestra es un proceso necesario en la transformacion de una
muestra a modo de hacerla idonea para el analisis quimico o mejorar el analisis.
Se utiliza cuando una muestra dada no se puede analizar directamente o cuando
el analisis directo genera pocos resultados debido a interferencias con los analitos
de interés, baja sensibilidad o nula deteccion de los analitos. La preparacion de
muestra se utiliza en general para eliminar interferencias e incrementar la
sensibilidad.®? La disminucién o ausencia de disolventes, la reduccion del tiempo y
costos del analisis son de suma importancia en el desarrollo de procedimientos
modernos, efectivos y aplicables en la pra’lctica.63 Se ha logrado modificar antiguos
meétodos para incorporar procedimientos que utilicen menos compuestos quimicos
peligrosos o para reducir las cantidades de disolventes y residuos.®* Las técnicas
miniaturizadas son una tendencia importante en la quimica analitica que cumplen
con las exigencias mencionadas. El uso de las microextracciones como técnicas
alternativas para preparacion de muestra reduce el numero de errores que
resultan comunes en los procedimientos que involucran muchos pasos, y limita el
impacto negativo sobre el ambiente y la salud de los quimicos analiticos que
desarrollan trabajo de laboratorio. La reduccién de la cantidad de disolventes

organicos empleados durante los procesos de extraccion se traduce en la
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disminucién de costos en el tratamiento y disposicion final de residuos y
disolventes utilizados. ®° Ejemplos tipicos de técnicas de miniaturizacion para
preparacion de muestra incluyen: extraccion en fase soélida en disco y en linea,
microextraccion en fase sdlida, extraccion por sorcién con barra de agitacion,®
extraccion liquido-liquido asistida por adicion de sal (SALLE por sus siglas en
inglés), microextraccion: liquido-liquido dispersiva (DLLME por sus siglas en
inglés), con gota suspendida (SDME por sus siglas en inglés), liquido-liquido
asitida por vortex (VALLME por sus siglas en inglés), en fase liquida sobre fibra
hueca (HF-LPME por sus siglas en inglés), liquido-liquido asistida por aire

(AALLME por sus siglas en inglés), entre otras.®> %

1.7.1 Extraccion liquido-liquido asistida por adicion de sal (SALLE)

1.7.1.1 Introduccién

La extraccion liquido-liquido es una de las mas antiguas técnicas de extraccidn
utilizadas frecuentemente para matrices acuosas con composicion compleja. Esta
técnica se basa en el tratamiento secuencial de la muestra con porciones frescas
de un disolvente o una serie de disolventes de diferente polaridad inmiscibles con
la muestra, obteniendo varias fracciones del extracto enriquecidas con un analito o
un grupo de analitos. Sin embargo, al ser un procedimiento analitico multi-pasos,
requiere mucho tiempo e intensa labor asi mismo el riesgo de perder los analitos o
de contaminar la muestra se incrementa al tener un mayor numero de operaciones
sobre la misma muestra.?® A través del tiempo se han utilizado variantes de
diferentes técnicas para mejorar la técnica original o para disminuir el consumo de
reactivos, disolventes, costos, tiempo de preparacion, etc. La extracciéon liquido-
liquido ha sido modificada con el fin de cumplir estas exigencias. La extraccion
liquido-liquido asistida por microondas se ha utilizado para extraer varios
narcoticos (triamcinolona, prednisolona, clorotiazida, clortalidona y oxandrolona)
en tiempo de 30-60 segundos.®® La microextraccion liquido-liquido dispersiva
(DLLME por sus siglas en inglés) se ha utilizado para la determinacion de aminas

aromaticas en muestras acuosas utilizando simultaneamente butilcloroformiato
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como derivatizante y extractante.®® La microextraccion liquido-liquido asistida por
vortex se ha utilizado para la determinacion de aminas alifaticas primarias de
cadena corta y derivados del furfural en matrices alimenticias con tiempos de
preparacion de muestra de menos de 15 minutos.®®" La extraccién liquido-liquido
asistida por adicion de sal se ha aplicado en la determinacion simultanea de un
farmaco hidréfobo (codificado como ABT-869) y su metabolito (codificado como
A-849529) en plasma, determinacion de sulfonamidas en matrices alimenticias
(miel), ambientales (agua de rio) y biolégicas (orina), fluoroquinolonas en leche,
analisis de biomarcadores en orina, determinacion de fungicidas bencimidazoles

en muestras con alta salinidad, etc.”" "®

1.7.1.2 Descripcion de la técnica

La extraccion liquido-liquido asistida por adicion de sal (SALLE por sus siglas en
inglés: salting out-assisted liquid-liquid extraction) es una técnica basada en la
extraccion liquido-liquido en la cual se adiciona una determinada concentracion de
sal para lograr la separacion de la fase acuosa de la parcialmente miscible fase
orgémica.69 La extraccion liquido-liquido se refiere a la transferencia de un
compuesto o compuestos desde un liquido (por ejemplo: agua o matrices
acuosas) a otro liquido inmiscible generalmente orgénico76. La extraccion del
compuesto quimico X de la fase liquida A se realiza al poner en contacto la
solucion de X con una segunda fase B, la cual es inmiscible con la fase A. Ocurre
entonces una distribucion entre las dos fases; el analito es recuperado de la fase
B. En base a la teoria de equilibrio quimico, la distribuciéon se puede describir

como una reaccion reversible (ecuacion 1):
XA = XB ......................... 1

la constante de equilibrio, la cual se conoce como ley de distribucién de Nerst,

esta dada por la ecuacion 2:
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los corchetes denotan la concentracion de X en cada fase a temperatura
constante. Por convencién la concentracion del extracto en la fase B aparece en el
numerador de la ecuacién 2. La constante de equilibrio es independiente de la
velocidad a la cual es alcanzado el equilibrio. Al optimizar las condiciones de
extraccion se puede lograr que la distribucion del soluto entre las fases se
favorezca hacia el lado derecho de la ecuacién 1, en este caso el valor de Kp es
grande indicando un alto grado de extraccion de la fase A a la fase B. Cuando Kp
es pequeno, una menor cantidad de X es transferida de la fase A a la fase B. si Kp
es igual a 1, entonces hay concentraciones equivalentes en cada fase.® La
técnica SALLE conlleva la reduccidn de la solubilidad de un no electrolito en una
fase acuosa miscible (combinacién de agua y un disolvente organico miscible en
agua) por la adicion de un electrolito que promueve la separacién de esta, seguido
por la extraccion simultanea del soluto objetivo en la fase organica separada’’. El
método SALLE es sencillo, rapido, con posibilidad de automatizacion, libre de

etapas de secado y ambientalmente amigable.78

1.7.1.3 Parametros de optimizacion

Algunas propiedades quimicas de los analitos son fundamentales en el proceso de
extraccion (presiéon de vapor, solubilidad, hidrofobicidad y pH), asi como las
propiedades del medio liquido en el cual estan disueltas y el liquido que se

utilizara como extractante.>

1.7.1.3.1 Hidrofobicidad

La interaccion hidrofébica se define como la tendencia de solutos con grupos o
cadenas hidrocarbonadas a formar agregados intermoleculares en un medio
acuoso, y analogamente interacciones intramoleculares. El nombre surge de la

atribucion del fendmeno aparente de repulsion entre el agua e hidrocarburos.” La
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expresion de la constante de equilibrio en la ecuacion 2, puede ser reescrita para
expresar la distribucion del soluto X entre agua (W) y n-octanol (O) (ecuacion 3):

[x
KOW:KD:# ......................... 3

s

El coeficiente de particién n-octanol/agua Kow (también es encontrado como Pow,
P, Pot), €s una definicion operacional o fenomenologica adimensional de la
hidrofobicidad basado en el sistema de referencia n-octanol/agua. La cantidad de
un soluto transferida de agua a un disolvente inmiscible especifico no es idéntico a
la transferencia de masa observada en el sistema n-octanol/agua, pero el Kow €s
a menudo directamente proporcional a el reparto de un soluto entre agua y otras
fases hidrofobas variadas. Entre mayor es el valor Kow, mayor es la tendencia del
soluto a escapar del agua y ser transferido a una fase hidréfoba. La base en el
proceso de extraccion es que, los compuestos hidrofilicos mas polares prefieren la
fase acuosa (polar) mientras que los compuestos hidrofébicos mas no-polares
prefieren el disolvente orgénico.80 Cuando se comparan los valores de Kow de dos
solutos, aquel con el mayor nimero es el mas hidréfobo de los dos. La magnitud
del coeficiente de reparto n-octanol/agua varia con la estructura molecular
organica e incrementa generalmente con el peso molecular. Debido a que las
diferencias en Kow son de varios ordenes de magnitud, los valores de
hidrofobicidad a menudo se encuentran reportados en escala logaritmica (log Kow
o log P).%

1.7.1.3.2 Solubilidad

El principio de la extraccion liquido-liquido se basa en que una muestra se
distribuye entre dos liquidos inmiscibles o fases en las cuales el compuesto y la
matriz tienen diferentes solubilidades.®® La solubilidad se define como la
composicién analitica de una solucién saturada; la solubilidad de un soluto es la
proporcion de ese soluto en un disolvente designado.79 Existe una relacién inversa
entre la solubilidad en agua y la hidrofobicidad, una alta solubilidad es

generalmente acompafada por una baja hidrofobicidad y viceversa. Sin embargo
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la solubilidad en agua es una propiedad medida a la maxima capacidad o
saturacion mientras que el coeficiente de reparto n-octanol/agua mide la
distribucion a través de una interfase, lo que no permite que sea formal esta
relacion inversa pues corresponden a diferentes fendbmenos. No obstante la
solubilidad en agua de un soluto puede servir de apoyo cuando el Kow no esta
disponible. Aunque los disolventes pueden formar dos diferentes fases visibles
cuando se mezclan, tienen a menudo una parte soluble del otro disolvente,
saturandose mutuamente cuando ambos se mezclan. Los datos de la solubilidad
de varios disolventes en agua asi como la solubilidad del agua en estos
disolventes deben ser considerados al desarrollar metodologias por extraccion
liquido-liquido. Por ejemplo, la solubilidad del acetato de etilo en agua es de 8.7%
(peso/peso) mientras que la solubilidad de un hidrocarburo como el n-hexano es
de 0.014% (peso/peso); por otro lado la solubilidad del agua en acetato de etilo es

de 3.3% (peso/peso).®

1.7.1.3.3 pH

El valor de pH en extraccién liquido-liquido tiene un impacto significativo en la
relacion de distribucion para compuestos acidos o basicos. Por lo tanto, el ajuste
del pH juega un papel muy importante en extracciones acidas o basicas. Como
regla general, las especies idnicas prefieren permanecer disueltas en la fase
acuosa, mientras que las especies neutras en la fase organica. En base a lo
anterior, ciertos compuestos pueden ser separados entre fase acuosa y organica
ajustando el valor de pH.35 El caracter acido o basico de un compuesto y el pH de
la fase acuosa determinan la distribucion de las especies ionizadas - no ionizadas

en solucién.
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1.7.1.3.4 Adicién de sal

El término desplazamiento salino (“salting-out”) se refiere a la adicion de un
electrolito a una fase acuosa con el fin de incrementar la relacion de distribuciéon
de un soluto, ademas se utiliza también para describir la adicién de electrolitos
para reducir la miscibilidad parcial de dos liquidos.?' En quimica analitica es muy
diverso el uso de esta técnica, se ha utilizado para incrementar la volatilidad de los
analitos en extracciones por espacio de cabeza (headspace), para promover la
precipitaciéon de proteinas en muestras biolégicas o para mejorar los recobros en

extracciones liquido-liquido.®?

1.7.2 Microextraccion en fase soélida (MEFS)
1.7.2.1 Introduccién

Los procesos analiticos consisten en varios pasos (separacion, cuantificacion,
analisis de datos, entre otros), los cuales son criticos para obtener resultados
exactos y reproducibles. Un paso de preparacion de muestra es a menudo
necesario para aislar los componentes de interés de la matriz de la muestra, asi
como purificar y concentrar los analitos. Sin embargo, a causa de la contaminacién
y el dafo ocasionado por hidrocarburos, nacieron iniciativas internacionales para
eliminar la produccion y uso de disolventes organicos, de los cuales muchos
métodos de preparacion de muestra dependian. Estos hechos representaron la
oportunidad para la comunidad cientifica de desarrollar alternativas practicas para
los métodos existentes. Una técnica de preparacion de muestra ideal deberia ser
libre de disolventes organicos, simple, selectiva y compatible con un amplio
intervalo de métodos de separacidén y aplicaciones. La microextraccion en fase
sélida (MEFS) es una técnica de preparacion de muestra libre de disolventes que
puede integrar el muestreo, extraccion, concentracion e introduccion de la muestra
en un solo sistema.®> MEFS fue introducida por Arthur y Pawlisyn en 1990. Se
desarrolldé con el objetivo de tener una preparacion de muestra rapida, tanto en el

laboratorio como en el sitio de muestreo. El nombre de la técnica, microextraccion
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en fase sodlida, se nombr¢é originalmente por los primeros experimentos en los que
la extraccion se realizaba sobre fibras de silice fundida sdélida sin embargo, se
reconoce que la fase extractante no es siempre solida.®* La microextraccion en
fase sdlida se ha utilizada para muchas aplicaciones en el analisis de drogas de
abuso y farmacos, al acoplarla con instrumentos cromatograficos como CG, CG-
EM, entre otros.® El andlisis de algunos compuestos traza en agua o aire se ha
logrado mejorar al acoplar MEFS con la derivacion de los analitos por las
siguientes formas: directamente en la matriz de la muestra, en el recubrimiento de
la fibora MEFS o en el puerto de inyeccion. Existen muchas reacciones de
derivacion in-situ dependiendo del grupo funcional, en algunos casos el mismo
reactivo puede ser utilizado para diferentes grupos funcionales.®*®” Se ha logrado
determinar una amplia variedad de aminas aromaticas al derivatizarlas

directamente en la matriz acuosa previo a la extraccion MEFS;%8°

algunas aminas
biogénicas también se han determinado combinando MEFS y derivacion in-situ en
orina con propilcloroformiato. ® Se han reportado métodos basados en
microextraccion en fase sélida y derivacién in-situ con isobutilcloroformiato para la
determinacién simultanea en orina y suero de estimulantes como las anfetaminas

y éxtasis®!, anfetamina y metanfetamina %, entre otros.

1.7.2.2 Descripcion de la técnica

Es un método de extraccion libre de disolvente que emplea una fibra de silice
fundida recubierta con una fina pelicula de sorbente, para extraer analitos
(volatiles o semi volatiles, cuando el método de analisis es por CG) de una
muestra. La fibra esta alojada dentro de una aguja de jeringa que la protege y
permite una facil penetracion en el septo del vial de la muestra y del cromatégrafo.
La Figura 4 muestra una representacién del dispositivo MEFS. Hay dos formas
para el muestreo de MEFS para compuestos organicos volatiles: modo directo o
inmersion y espacio de cabeza o “headspace”. En el muestreo por inmersion, la
fibra se coloca directamente dentro de la matriz de la muestra y por headspace la

fibra se situa en el espacio en fase gaseosa por encima de la muestra.®® La
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extraccion en MEFS se lleva a cabo cuando la fase sorbente se pone en contacto
con la matriz de la muestra o el espacio de cabeza por determinado tiempo. Si el
tiempo es suficientemente grande, se alcanza el equilibrio entre la matriz y la fase
de extraccion. Cuando las condiciones de equilibrio se alcanzan, la exposicién de

la fibra por mas tiempo no incrementa mas la concentracion de los analitos en al
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Figura 4. Dispositivo para microextraccion en fase solida.®®

1.7.2.3 Proceso de extraccion

La microextracciéon en fase solida consta de un paso de extraccion y otro de
desorcion. ElI mecanismo de extraccion en modo de espacio de cabeza de un
se basa en el equilibrio de reparto entre tres fases, muestra (s), espacio

analito

de cabeza (h) y la fibra (f), como se muestra en la ecuacion 4.
37



Antecedentes

La constante de reparto Kyscorresponde al equilibrio entre el analito en el espacio
de cabeza y la muestra. El equilibrio entre el analito en el recubrimiento de la fibra

y el espacio de cabeza esta dado por la constante de equilibrio Kg,.

, _Cp _ ﬂ
si Khs—c— y th_Ch ......................... 5
el balance de masa C,V, = Cfo + CplVp +CVy oo 6
_ KepnKpsVCoVss
se puede expresar CfVy= revar e 7

La ecuacion 7 relaciona la cantidad del analito que se extrae en el recubrimiento
de la fibra con la cantidad inicial del analito en la muestra, asumiendo que se ha

alcanzado el equilibrio.

1.7.2.4 Pardmetros de optimizacion

El objetivo del desarrollo de métodos MEFS es la optimizacion de los parametros
que influencian la sorcion selectiva y la desorcién de los analitos. Entre los
parametros a optimizar se encuentran: naturaleza de la fase de la fibra, eleccion
entre extraccion directa o en espacio de cabeza, tiempo de extraccion,
temperatura de extraccion, ajuste de fuerza iénica, pH de la muestra, temperatura

de desorcion en analisis por CG, tiempo de desorcion, entre otros.®?

1.7.2.4.1 Eleccidon de la fase de extraccion

La eficiencia del proceso de extraccion MEFS es dependiente de la constante de
distribucion de la fibra y la muestra (ver Ecuacion 7), éste es un parametro

caracteristico que describe las propiedades del recubrimiento y su selectividad
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hacia el analito de interés descartando otros componentes de la matriz. Se
encuentran disponibles comercialmente fiboras MEFS recubiertas con diferentes
materiales poliméricos (liquidos y solidos porosos) o mezclas de estos de
diferentes polaridades, espesor y longitud. Los mecanismos de extraccion de los
analitos con fiboras MEFS que contienen recubrimientos liquidos (ejemplo:
polidimetilsiloxano y poliacrilato) o sélidos porosos (divinilbenceno, carboxen) son
muy diferentes; si se utiliza un recubrimiento liquido, los analitos se distribuyen
sobre la fase extractante y son disueltos por las moléculas del recubrimiento, en
este caso el mecanismo de extraccion del analito sera por absorcion. Por otro
lado, en los recubrimientos sélidos la extraccion se lleva a cabo sobre la superficie
del recubrimiento o por un mecanismo de adsorcion®. La absorcion es un proceso
que se basa en la distribucion de un compuesto entre dos fases inmiscibles. El
proceso de distribucién es determinado por la fugacidad relativa de un compuesto
en cada fase, y el equilibrio puede ser descrito por un sistema de dos fases por
una constante de equilibrio adimensional (constante de distribucion). Por otro lado,
los mecanismos de adsorcion pueden ser numerosos. Las moléculas pueden ser
asociadas con las superficies de los adsorbentes por fuerzas intermoleculares de
Van Der Waals y dipolo-dipolo entre otras. Las interacciones hidrofébicas llevan a
las moléculas de la fase acuosa hacia la superficie del adsorbente. Si el sdlido es
poroso Yy los poros son pequefios (menos de 100 A), algunas moléculas tenderan a
condensarse dentro de los pequefios poros (condensacion capilar) afectando la
capacidad de adsorcion del solido. Una diferencia importante entre los
mecanismos de absorcién y adsorcion es que en la adsorcion hay un numero
limitado de sitios en la superficie en donde el proceso se lleva a cabo, entonces
cuando los sitios activos son ocupados, no pueden ser atrapados mas analitos.
Esto significa que el intervalo dinamico del sdlido, no es tan amplio como en los
recubrimientos liquidos, y que la dependencia entre la concentracion de un analito
en la muestra y la cantidad extraida por el recubrimiento MEFS tipo adsorcién
puede ser lineal solamente en un intervalo estrecho de concentraciones®. Ademas
la idoneidad de la fibra para un compuesto especifico esta determinada por la

polaridad del recubrimiento (“lo igual disuelve a lo igual’); las fases con un solo
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polimero no polares como PDMS y polares como poliacrilato (PA) proporcionan
alta capacidad para la extraccion de compuestos no polares y polares
respectivamente. Las fases mixtas como PDMS/divinilbbenceno o
divinilbenceno/carboxen/PDMS son adecuadas para la extraccidon de analitos
volatiles de baja masa molecular y analitos polares. En la literatura se encuentra
recomendado el uso de la fase polimérica mixta PDMS/DVB para el analisis de

aminas por CG.*

1.7.2.4.2 Modo de extraccidn

La eleccion del modo de extraccion, inmersion directa o en espacio de cabeza (HS
por sus siglas en inglés), estd basada en la naturaleza de la muestra. Para
compuestos con alta solubilidad en agua o con baja volatilidad, se utiliza
generalmente extraccion por inmersion. Compuestos altamente volatiles y con
baja solubilidad en agua son extraidos comunmente en el espacio de cabeza. Es
importante considerar en este punto del desarrollo la degradacion de la fibra, al
utilizarla por inmersion en matrices complejas se debe tomar en cuenta que no
solo los analitos son sorbidos en la fibra, también otros componentes de la matriz
de la muestra.®? Cuando se utiliza el modo de extraccion por espacio de cabeza,
se debe considerar el efecto del volumen del HS. Los compuestos muy volatiles
preferiran acumularse en el espacio de cabeza, resultando en una perdida
sustancial en la sensibilidad cuando el espacio de cabeza sea mas grande. La
concentracion de compuestos semi volatiles en la fase gaseosa a temperatura
ambiente es baja, esto puede mejorar al utilizar una agitacion eficiente o por el

incremento en la temperatura de extraccion.

1.7.2.4.3 Tiempo de extraccion

La optimizacion del tiempo de extraccion depende de la naturaleza de la muestra,

cantidad de muestra, tipo de fibra, entre otros. Es comun que los tiempos de
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extraccion no se optimicen para alcanzar el equilibrio pero si para obtener la
cantidad suficiente de analitos en la fibra para el analisis cromatografico.®® El
tiempo de incubacién es un periodo durante el cual la muestra se mantiene antes
de la exposicion con la fibra. La incubacion permite el equilibrio de los
componentes de la muestra y la transferencia de los analitos al espacio de
cabeza. El tiempo de extraccion se optimiza para alcanzar los siguientes objetivos:
alta recuperacién de los analitos, alta sensibilidad y buena reproducibilidad;
dependiendo de los objetivos que se deseen alcanzar se puede trabajar bajo
condiciones de equilibrio, en donde el control del tiempo no es critico o en
condiciones de pre-equilibrio en las cuales el control del tiempo es bastante

critico.®*

1.7.2.4.4 Temperatura de extraccion

La temperatura de la muestra durante la extraccidn es un parametro que tiene que
ser optimizado en el desarrollo MEFS. Desde el punto de vista cinético, el
incremento de la temperatura de la muestra es seguido por coeficientes de
difusion mas altos y equilibrio mas rapido. Termodinamicamente, el incremento de
la temperatura de la muestra resulta en mayor concentracion del espacio de
cabeza debido al incremento de la presidn parcial y de la constante de Henry. En
consecuencia se obtienen tazas de extraccion mas rapidas, transferencia de masa
mas rapida desde la matriz de la muestra hacia el recubrimiento de la fibra y
tiempos de equilibrio mas cortos. Por otro lado, la termodinamica predice una
disminucién en la constante de distribucién matriz de la muestra / recubrimiento de
la fibra (la sorcién del recubrimiento de la fibra es un proceso exotérmico) cuando
la temperatura de extraccion se incrementa. La eleccion de la temperatura de
extraccion optima es también afectada por diferentes propiedades fisicoquimicas

de los analitos de interés™.
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1.7.2.4.5 Fuerza iénica

La adicion de una sal soluble incrementa la fuerza i6nica de la solucién muestra y
puede disminuir la solubilidad de compuestos organicos en disolucion acuosa. En
consecuencia incrementa la constante de distribucion matriz de la muestra /
recubrimiento de la fibra y por consiguiente incrementa la sensibilidad del método.
Las sales mas comunmente empleadas para ajustar la fuerza idnica incluyen a
NaCl, Na;SO4, K,CO3; y (NH4).SO,4. El efecto de la adicion de sal sobre la
eficiencia de la extraccion, asi como la cantidad 6ptima de sal, estan fuertemente
relacionadas con las propiedades fisicoquimicas del analito de interés y deben ser

determinadas experimentalmente35.

1.7.2.4.6 pH

La mayoria de los recubrimientos MEFS extraen solamente especies neutras. Por
lo tanto, uno de los parametros que pueden ser modificados con el objetivo de
incrementar la sensibilidad del método para especies con protones disociables, es
el ajuste de pH, siempre que asegure la conversion del analito a su forma neutra.
Mientras que los valores de pH bajos mejoran la extraccion de compuestos acidos,
los valores de pH altos son mas idéneos para la extraccion de compuestos
basicos. Para compuestos que poseen ambas funcionalidades, el pH 6ptimo debe
ser determinado experimentalmente. Para el analisis de muestras semisélidas
heterogéneas complejas, donde el ajuste de pH no es factible, la acidificacion de
la fase de extraccion antes de la extraccion puede tener resultados equivalentes y

mejorar la eficiencia de la extraccion de los compuestos ionizables>”.

1.8 Validacion de metodologias analiticas

Validacién de un método analitico es el proceso que establece, por estudios de
laboratorio, que las caracteristicas de desempefio del método reunen los

requerimientos necesarios para la aplicacion analitica destinada. Las
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caracteristicas analiticas tipicas que deben ser consideradas in la validacion son:
exactitud, precisién linealidad, especificidad, limite de deteccién, rango vy
robustez®. Con base en estas caracteristicas, se puede evaluar qué tanto, un
método es apropiado para cierta aplicacion. Antes de que un nuevo método
analitico o técnica de preparacion de muestras sea implementado, es necesario
que sea validado. La validacion del método depende del tipo y propdsito del

analisis.*

1.8.1 Precision

Es una medida de la reproducibilidad que es afectada por los errores aleatorios.
Teniendo en cuenta que todas las mediciones contienen errores aleatorios, el
resultado de una sola medicion no puede ser aceptado como valor real. Un
estimado de este error se realiza repitiendo las mediciones varias veces y
calculando el promedio de estas y la variabilidad de la medicién. La media
aritmética es el estimador del promedio de las mediciones mas ampliamente
utilizado. Considerando que el error aleatorio sigue una distribucion normal, la
estimacion de la variabilidad (precision) es la desviacion estandar. Otro estimador
de la precision comunmente utilizado es el coeficiente de variacion (CV) o
desviacion estandar relativa (DER), los cuales pueden ser expresados en
porcentaje. Este ultimo parametro es el elegido para expresar la precision en

mediciones analiticas.®

1.8.2 Linealidad

Es la capacidad de la metodologia analitica de obtener resultados que sean
directamente proporcionales a la concentracion del analito en la muestra, en un
intervalo de concentraciones que se adapte a un modelo lineal. Un estimador de la
linealidad ampliamente utilizado es el coeficiente de correlacion (r) o el coeficiente

de determinacion (r?). Para estudiar la linealidad generalmente se utilizan curvas
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de calibracion, de las cuales se puede estimar la sensibilidad en el intervalo de

concentraciones de interés.

1.8.3 Limite de deteccidn

El limite de deteccion es una caracteristica de prueba limite. Esto es, la menor
cantidad de analito en una muestra que puede ser detectada, pero no
necesariamente cuantificada, bajo las condiciones experimentales establecidas. El
limite de deteccidn es generalmente expresado como concentracion del analito en

la muestra®.

1.8.4 Exactitud

La exactitud es la desviacion del valor aceptado respecto al valor verdadero, es
una medicion del error sistematico. El valor aceptado se estima con el promedio
muestral. El valor verdadero puede o no ser conocido, puede provenir de un
material de referencia interno, material de referencia certificado o el valor obtenido

al aplicar un procedimiento analitico repetidamente.33
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Desarrollar, optimizar y validar metodologias analiticas por SALLE-CG-EM y HS-MEFS-

CG para la determinacién de metilhexanamina en orina.

2.2 Objetivos especificos

>

Seleccionar y optimizar una reaccion de derivacion de metilhexanamina in situ en
orina.

Optimizar las condiciones de extraccion liquido-liquido asistida por adicion de sal para
la determinacion de metilhexanamina en orina.

Seleccionar un estandar interno adecuado para la cuantificacion de metilhexanamina
por SALLE-CG-EM.

Validar el método desarrollado SALLE-CG-EM.

Optimizar las condiciones de microextraccion en fase soélida para la determinacién de
metilhexanamina en orina.

Validar el método desarrollado HS-MEFS-CG

Aplicar las metodologias optimizadas y validadas a dos muestras de orina
provenientes del laboratorio de control de dopaje (CONADE, México) que se presume

que contienen metilhexanamina.

45



Desarrollo experimental

3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.1 Reactivos y equipos

Clorhidrato de metilhexanamina 98% (Sigma-Aldrich, EUA). Isobutilcloroformiato
98% (Aldrich, EUA). Acetato de etilo 99.99%, metanol 99.90%, KHCO3; 99.9%,
cloruro de sodio 99.9% vy sulfato de sodio anhidro 99.87% (J. T. Baker, México).
Dodecanoato de metilo, solucién tampoéon pH= 10.00 (acido bdérico / cloruro
potasico / hidroxido sodico) y KoCO3 99.9% (Merck, Alemania). Equipo Vortex
REAX TOP 2500 rpm (Heidolph, Alemania). Parrilla de agitacién y calentamiento
(Cole-Parmer serie 04644, EUA).

3.2 Soluciones estandar

Se preparé una disolucion madre de clorhidrato de metilhexanamina con una
concentracion de 400 ug/mL de MHA en metanol y partiendo de esta, una soluciéon
estandar de 8 ug/ml de MHA en metanol; ambas soluciones se almacenaron en

refrigerador a 4°C para su uso posterior.

3.3 Muestras

Las muestras de blancos de orina se recolectaron en una sola toma. Los
donadores reportaron ser sanos y ho consumir ninguna droga. En el transcurso del
proyecto se obtuvieron tres muestras blanco de individuos diferentes. Para cada
blanco se recolecté 100 mL de orina de cada individuo y estas no se mezclaron.
Todas las muestras fueron filtradas al momento de ingresar al laboratorio y
congeladas a -18°C hasta el momento de ser utilizadas. Dos muestras problema
fueron proporcionadas por la Comision Nacional de Cultura Fisica y Deporte
(CONADE, México).
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3.4 Instrumentacion

El desarrollo experimental para SALLE-CG-EM y el desarrollo experimental y
validacién para HS-MEFS-CG se realizaron en un cromatégrafo de gases Agilent
Technologies serie 6890N equipado con sistema de inyeccidn split/splitless y
detector de ionizacion de llama (250°C) con flujo de hidrogeno a 40 mL/min y aire
250 mL/min; hidrogeno comprimido de ultra alta pureza (Praxair) como gas
portador (1mL/min). Para CG-FID y CG-EM se utilizé una columna capilar de silice
fundida ZB-5 (Phenomenex) 30m x 0.25mm d. i. x 0.25 um de espesor (5% difenil
— 95% polidimetilsiloxano), temperatura del puerto de inyeccion de 250°C en modo
splitless con un tiempo de purga de 1 min. La temperatura del horno se programé
como sigue: 80°C (durante 2 min) enseguida se incrementa hasta 300°C a
10°C/min y se mantiene en 300°C (durante 5 min). El tiempo total para el analisis
cromatografico fue 29 min. La validacion SALLE-CG-EM se llevé a cabo en un
cromatografo de gases Agilent Technologies serie 6890N equipado con sistema
de inyeccién split/splitless y detector selectivo de masas Agilent serie 5973
Network (modo SIM) con ionizacién electronica a 70 eV; helio comprimido de ultra
alta pureza (Praxair) como gas portador (1 mL/min); la temperatura de la linea de
transferencia fue 280°C y de la fuente de iones 230°C. Los iones utilizados en el

modo de monitoreo selectivo de iones fueron: 87, 126, 144 y 214 m/z.

3.5 Seleccién de lareaccidon de derivacion de la metilhexanamina

Con el objetivo de obtener derivados de metilhexanamina, se propusieron las
reacciones de sililacion y formacion de carbamatos que darian como productos los
respectivos derivados trimetilsililados y carbamatos de la MHA. Se obtuvieron los
coeficientes de reparto octanol-agua simulados tedricamente de los derivados
esperados para evaluar los cambios en la polaridad con respecto a la MHA. Se
realizaron cinco reacciones con diferentes agentes de derivacion para seleccionar

la reaccion a utilizar.

47



Desarrollo experimental

3.5.1 Fortificacién de agua/ orina blanco

Partiendo de una disolucion estandar de clorhidrato de metilhexanamina (78.9
ug/mL), se tomaron diferentes alicuotas (10, 20, 100 y 200 ulL) y se transfirieron a
un matraces volumétricos de 1 mL, se evaporo el disolvente en bafio de agua a
50°C por 5 min bajo una suave corriente de nitrégeno. Se adiciond agua u orina
blanco hasta el 85% del volumen de aforo y se agité en vortex por 2 min. Se dejo
alcanzar la temperatura ambiente y se llevé al volumen de aforo con agua u orina

blanco.

3.6 Optimizacion de la extraccion SALLE-CG-EM

La reaccion seleccionada para obtener el derivado MHA-IBCF se realizé en medio
acuoso, lo que hizo posible aplicarla in situ en la matriz de orina. Sin embargo, la
distribucion de las especies de la metilhexanamina seria determinada por el pH de
la matriz. Con base en lo anterior se evaluaron dos soluciones buffer, la primera
fue de K,CO3 / KHCO3 con un valor de pH=10.5 (pH = pKa), preparada en el
laboratorio; mientras que la segunda fue de H3BO3; / KOH (Merck) con un valor de
pH=10.0 (pH = pKa-0.5). Al corroborar que no existe diferencia significativa entre
el uso de las diferentes disoluciones amortiguadoras, se puede elegir la solucion
comercial (H3BO3; / KOH, Merck) con el objetivo de evitar la introduccion de error
debido a la preparacion de la disolucion tampon en el laboratorio. Utilizando agua
fortificada con MHA se prepararon los derivados MHA-IBCF como se muestra en

la Figura 5:
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Soln. Fortificada(500 pl.)

500 pL Buffer
200 mg de NaCl
Isobutilcloroformiato
ty: 3 mi a (20 plL)
=’ 3 i Vial 8 mL —

(manual)
2

Derivatizacion in-sifu

1 mL Acetato de etilo ‘

itacién: 3 Tin {manual) 5
e —> Extraccion

L 2

Separacion de fase orginica

T, : ambiente

enccion: 3 TN

tequiibric® 4 MiN

Vinyeciion CG

(1 pL)

Figura 5. Esquema analitico base para el desarrollo de metodologia SALLE-CG.EM.

Se compard la obtencion del derivado MHA-IBCF variando la cantidad del reactivo
de derivacion. Se utilizé un disefio de experimentos factorial completo a dos
niveles (2%) con el que se evaluaron los parametros tiempo de reaccién (5 min — 10
min), temperatura de reaccion (21°C — 30°C) y adicion de NaCl (0% — 90%); el
disefo fue analizado con el software STATGRAPHICS Centurion XV. La agitacion
se realiz6 utilizando un equipo vortex para favorecer la cinética de la reaccion y la

extraccion.

3.7 Desarrollo y optimizacion de la extraccion HS-MEFS-CG

El desarrollo de la metodologia se hizo utilizando una fibora MEFS con
recubrimiento PDMS/DVB de 65 um; se acondiciond bajo las condiciones
indicadas por el proveedor. Se tomd como base la reaccién optimizada de la
metilhexanamina con isobutilcloroformiato utilizando agua fortificada y orina
fortificada, siguiendo el procedimiento de microextraccion en fase solida en

espacio de cabeza que se muestra en la Figura 6.
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Soln. fortificada (500 pL)
500 pL Buffer (pH=10.0)
332 mg de NaCl

1 ml. agua desionizada
Isobutilcloroformiato
Vial 4 mI, P (10 pi)
Dernivatizacion in-situ <z
Barra de agitacion
‘ Agitacion 1200 rpm
. T, +n- ambiente
Espacio de Cabeza (HS) Incubackin
t . -5 min
Expone fibra PDMS/DVE al HS ‘
T, sn- Ambiente . 0 g r1
== ® Microextraccion en Fase Solida (MEFS)

textraccign: 30 Min

¥

= Desoreion Térmica

T sesorcsin 250°C

fgesarcign: 10 min

Figura 6. Esquema analitico base para el desarrollo de metodologia HS-MEFS-CG.

Se utilizé la cantidad del derivatizante para la extraccion previamente optimizada.
Se evaluaron los parametros tiempo y temperatura de extraccion en muestras de

agua fortificada y orina fortificada.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Derivacion de la metilhexanamina

Se utilizé el programa computacional ACD/ChemSketch (Freeware version,
Advanced Chemical Development, Inc. 1994-2010, Product Version: 12.01), para
simular las estructuras de los derivados que se esperaban y predecir sus
coeficientes de reparto octanol-agua. En la Tabla 4 se observa que al formar los
derivados con la metilhexanamina se protege el grupo NH, en el primer caso al
sustituir un hidrégeno por un grupo trimetilsililo (TMS) y en el ultimo caso se
sustituye un hidrogeno por un grupo isobutil ester. En ambos derivados se
incrementan la cadena alifatica y el peso molecular del compuesto,
aproximadamente 72 unidades del TMS y 100 unidades en el caso del isobutil
ester. Lo anterior impacta en la disminucion de la polaridad de la metilhexanamina,
que se puede evaluar con el incremento en los logaritmos de los coeficientes de
reparto octanol-agua estimados. La MHA presenta un Log Pow = 2.1 mientras que
para el derivado trimetilsililado log Pow = 3.8 y para el derivado carbamato log Pow
= 4.1. En el primer caso existe una diferencia de mas de una orden de magnitud
entre los valores de Pow del MHA y el derivado y con el carbamato la diferencia es
de dos ordenes de magnitud (ver Tabla 4). Estas diferencias indican que el
derivado MHA-IBCF es menos polar que el trimetilsililado, lo que se reflejara en los
tiempos de retencion en el analisis por cromatografia de gases.

Tabla 4. Estructura de MHA y los derivados de las reacciones de sililacion y formacion de
carbamatos y sus correspondientes coeficientes de reparto octanol-agua.

Metilhexanamina Derivado trimetilsililado Derivado carbamato
H5C H;C HsC O
\/\—o CH,
HsC NH, HsC NH H,C NH \—<
\
H5C H4C Si HsC CHj
N\
C/H47N C1oH2sNSi C12H25NO,
115.21658 187.3977 215.3324
Log Pow= 2.10 Log Pow=3.81 Log Pow=4.12

Para seleccionar el derivado de metilhexanamina mas adecuado para esta

metodologia, se experimentaron cinco reacciones de derivacion con el objetivo de
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proteger el grupo NH; para disminuir los problemas de adsorcion al hacer menos
polar el analito y obtener una mayor retenciéon en una columna de baja polaridad
(5% difenil — 95% polidimetilsiloxano). La Figura 6 muestra los agentes de
derivacién y las condiciones de reaccidn que se utilizaron para seleccionar el
derivado de MHA, haciendo uso de las reacciones de sililacién con tres diferentes
derivantes y la formacion de carbamatos con isobutilcloroformiatos. Un parametro
importante en estos experimentos fue el tiempo de preparacion del derivado,que
para los experimentos A y B fue de 80 y 100 min respectivamente mientras que
para los experimentos con los reactivos MSTFA e IBCF fue de 50 y 20 min (Tabla
5). El tiempo de reaccidén es trascendente debido a que se suma al tiempo
consumido en los pasos de preparacion de muestra y separacion cromatografica
aumentando el tiempo total del analisis. Otro factor evaluado fueron las
condiciones de reaccién, las reacciones de silanizacion requirieron condiciones
anhidras debido a la inestabilidad hidrolitica de los reactivos y derivados, entonces
se requiere un paso de extraccion previo a la reaccion para aislar al analito. Por
otro lado, la estabilidad de los alquil cloroformiatos en medio acuoso hizo posible
que la reaccion con isobutilcloroformiato se realizara directamente en solucion
acuosa, con esto se abria la posibilidad de realizar la derivacion directamente en

la matriz.

Tabla 5. Agentes derivatizantes y condiciones de reaccién de MHA (clorhidrato).

t (min)

Derivatizante Condiciones de reaccién .,
preparacion

10pg MHA + 1mL agua desionizada +

30uL NH,OH (pH=10), se extrae con

1mL de Tolueno, se concentra a 100
sequedad (80°C/N,) y se adiciona 50uL

de BSTFA+4%TMCS (80°C/1h)

BSTFA+4%TMCS
(A)

BSTFA(B) 10png MHA + 50uL de BSTFA (80°C/1h) 80
MSTFA(C) 2;3,0/%:% *o S0k de MSTFA 4
MSTFA/acetonitrilo 2ng MHA + 50upL : 50uL de 50
(D) MSTFA:MeCN (80°C/30min)
10 ng MHA en agua desionizada +
IBCF (E) buffer  (pH=10) + 20uL IBCF 20

(30°C/5min); se extrae con acetato de
etilo (1mL)

*BSTFA: N, O-Bis(trimetilsilil) trifluoroacetamida, TMCS: Clorotrimetilsilano,
MSTFA:N-Metil-N-(trimetilsilil)trifluoroacetamida, IBCF: Isobutilcloroformiato
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Los productos de las reacciones descritas anteriormente se evaluaron por CG-FID
bajo las condiciones cromatograficas descritas en la seccion 3.4. La Figura 7
muestra los cromatogramas de la reaccion de sililacion de la metilhexanamina con
BSTFA+4%TMCS (A) y blanco de reactivos (BR). En el cromatograma A se puede
observar la presencia de cuatro pares de picos (indicados por flechas) a tiempos
de retencion 5.3, 6.9, 7.0 y 7.5 min, aunque las sefales a tr: 5.3 min son las de
mayor respuesta, los otros grupos de picos indican la formacion de mas de un
producto de reaccion y no solamente el derivado trimetilsiliado de
metilhexanamina esperado. Este problema es comun en las reacciones de
silanizacion de aminas y ocurre por la posibilidad de reemplazar mas de un proton
en las aminas primarias produciendo la formacién de derivados monosustituidos y
disustituidos; estos productos estan favorecidos por la alta reactividad del BSTFA
incrementada por la accidn catalitica del TMCS al reaccionar con la amina en su
forma neutra. La presencia de dos picos correspondientes al derivado de MHA, se
deben al par diastreoisomérico de metilhexanamina pues al ser una molécula con
dos centros quirales, forma derivados compuestos por un par de

diastereoisémeros.
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7004 ‘ | ——————— T
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200 [ 1
] [ | i A
104 g /| , Ay
] .\ 4 = i ol —'.‘ \ AN o /‘ g o~ JV ‘\./ L»J“‘ iy AW
——— e e e
4.5 5 55 6 6.5 7 75 min

Figura 7. Cromatogramas de las reaccion de MHA con BSTFA+4%TMCS (A) y blanco de reactivos
(BR).
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El experimento B se centr6 en la reaccion directa del clorhidrato de
metilhexanamina con BSTFA que se esperaba se favoreciera la formacion de un
solo derivado. Las sales amonicas a temperaturas elevadas se disocian en cierta
medida en sus componentes. La reaccion de MHA con BSTFA (Figura 8), produjo
picos a tiempos de retencion similares que el experimento A sin embargo, se
observaron ciertas diferencias, las sefales a tr: 7.0 min practicamente
desaparecen en el experimento B mientras que las de tr: 7.5 min se incrementan.
Por otra parte en el cromatograma B se observa un conjunto de picos no resueltos

a tr: 5.1 min que no aparecio en el experimento anterior.

pa ]
900 B
800
%
700 A ; ) WA
) i\
A I oA I I S A~ O S
600 I e e o e L s e e I e e e L e e e s e
5 55 6 6.5 7 7.5 min
500
400
300
200 4
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L
T T T T T T
45 5 55 6 65 7 75 min)

Figura 8. Cromatogramas de la reacciéon del clorhidrato de MHA con BSTFA (B) y blanco de

reactivos (BR).

La Figura 9 muestra los cromatogramas de la reaccion de sililacion realizada con
el clorhidrato de la MHA y MSTFA (C). En el cromatograma C se observd un
conjunto de picos no resueltos a tr: 5.3 min que no aparecieron en el blanco de
reactivos (BR), estas sefiales fueron similares a las observadas en el experimento
B con la diferencia que con el MSTFA, no se observaron mas sefales distintas al
blanco de reactivos, lo que sugirié la posibilidad de tener solamente un producto

de reaccion.
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Figura 9. Cromatogramas de la reaccion de MHA con MSTFA (C) y blanco de reactivos (BR).

Sin embargo, la posibilidad de incrementar la respuesta del producto obtenido de

la reaccion MHA con MSTFA, se ampli6é al adicionar acetonitrilo a la reaccién. La

Figura 10 corresponde a la reacciéon de MHA con MSTFA en acetonitrilo. En el

cromatograma D se puede ver que al realizar la reaccion en estas condiciones, se

obtuvo una respuesta mayor que la obtenida en ausencia de disolvente (C)

ademas, el perfil cromatografico en D y BR se observd mas limpio, con picos

presentes en el blanco de reactivos y de menor respuesta en comparacion con el

pico correspondiente al derivado.
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Figura 10. Cromatogramas representativos de la reaccion de MHA con MSTFA/Acetonitrilo (D) y

blanco de reactivos (BR).

El derivado trimetilsiliado de metilhexanamina se confirmé por CG-EM (Figura 11).
El espectro MHA-TMS de la Figura 10 correspondiente al pico a tr: 5.7 min en el
cromatograma idénico total D, presentod los fragmentos caracteristicos con relaciéon
m/z del derivado trimetilsillado de la metilhexanamina, reportados en la
literatura:*" 116 m/z (pico base), 172 m/z y 102 m/z, los dos Ultimos en similar

proporcion.
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Figura 11. Cromatograma iénico total de la reaccién MHA con MSTFA en acetonitrilo y espectro de
masas (scan) de MHA-TMS.

Una desventaja del derivado trimetilsisilado de MHA (MHA-TMS) reportado en la
literatura fue su pobre retencion en CG-EM (antes de los 2 min del analisis
cromatografico) y la co-elucién con interferencias presentes en la matriz de orina.
Con las condiciones cromatograficas propuestas en este proyecto, el derivado
MHA-TMS se obtuvo a un tiempo de retencion alrededor de cinco min sin
embargo, la probabilidad de co-elucion con interferencias de la matriz de orina era

aun elevada.

El dltimo experimento fue la reaccion para formacion del carbamato de la
metilhexanamina (MHA-IBCF). La Figura 12 muestra el cromatograma
correspondiente al derivado MHA-IBCF obtenido de la reaccién entre
metilhexanamina e isobutilcloroformiato (E). En el cromatograma E se puede ver la
presencia de un par de picos a tiempos de retencion mayores a 10 min,
aproximadamente el doble de tiempo que el derivado MHA-TMS; esto coincidio
con los valores calculados del coeficiente de reparto octanol-agua, ya que el

aumento de la cadena alifatica y peso molecular del derivado MHA-IBCF, aument6
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el Log Pow dos ordenes de magnitud con respecto a la MHA mientras que el

derivado MHA-TMS incrementd solamente en un orden de magnitud.

)l

24 4 10
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T
15
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T
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Figura 12 Cromatograma del derivado MHA-IBCF (E)

La confirmacion del derivado MHA-IBCF se realizé por CG-EM. La Figura 13

muestra el cromatograma idnico total y el espectro de masas del derivado MHA-

IBCF. En el espectro de masas se observaron los fragmentos con m/z=144 que es

el pico base y corresponde a la ruptura homolitica del enlace 3 a la amina en la

cadena alifatica [M-71]", el fragmento a m/z=200 corresponde a la pérdida de un

metilo [M-15]", el fragmento a m/z=57 correspondiente al fragmento del grupo

isobutilo y el fragmento a m/z=126 corresponde a la pérdida de agua a partir del

pico base [M-71-18]". El ién molecular no se observé [M*= 215 uma). El espectro

de masas fue idéntico para los picos a tiempos de retencién 10.8 min y 10.9 min,

que corresponden al par de diasterecisomeros de MHA.
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Figura 13. Cromatograma iénico total de la reaccion MHA con IBCF (E) y espectro de masas (scan)

del derivado MHA-IBCF.

Las reacciones de sililacion conllevan varios puntos desfavorables, por ejemplo:
tiempo de reaccidén muy largo, temperatura elevada, formacion de mas de un
producto de reaccion, descomposicion en presencia de humedad, etc. Por otro
lado al utilizar IBCF como reactivo para la formacién del isobutilcarbamato de la
metilhexanamina, se redujo el tiempo de preparacion de muestra, pues la reaccion
se llevo a cabo en medio acuoso y a bajas temperaturas, ademas se formé un solo
producto de reaccion. En base a lo anterior se seleccion6 el IBCF como agente

derivatizante.

4.2 Optimizacion SALLE-CG-EM
4.2.1 Seleccion del pH

Para que la metilhexanamina se encuentre en su forma neutra, es necesario que
la disolucién tenga un valor de pH igual a su pKa (pKa=10.5) para encontrarla en

un 50 % en su especie neutra o superiores a su pKa (pKa+1 y pka+2) para que
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mas del 90 % esté en forma neutra. Se eligio el valor de pH = pKa y se evalud la
respuesta del derivado de la metilhexanamina a este pH. Se evaluaron dos
diferentes buffers, el primero fue de K,CO3; / KHCO3; pH=10.5 (preparado en el
laboratorio) y el segundo buffer fue de H3;BO3; / KOH pH=10.00 (Merck). Los
resultados obtenidos del analisis por CG para MHA (16ug/mL) evaluados a ambos
valores de pH, mostraron una diferencia relativa en la respuesta del derivado no
mayor a 1%. Al observar que no se obtuvo una variacién negativa en la respuesta
del derivado al disminuir el valor del pH y tomando en cuenta que las disoluciones
amortiguadoras fueron diferentes, se seleccioné el buffer pH=10.0 para el
desarrollo de esta metodologia. Utilizando el pH seleccionado se evalud la
efectividad de la reaccién al disminuir la concentracién de la metilhexanamina
(15.8, 7.9, 1.6 y 0.8 ug/mL). Se observd que al disminuir la concentracién de la
solucion fortificada, la respuesta para el derivado mantuvo una relacion lineal con

la concentracion (R%=0.984).

4.2.2 Influencia del volumen de IBCF en la derivacion

El estudio del volumen del isobutilcloroformiato en la derivacion se realizd con un
contraste de hipotesis para las medias de los volumenes: 10uL y 20uL de IBCF,
utilizando el software STATGRAPHICS. Se establecié como hipotesis nula (Ho)
que las medias son iguales. Con un nivel de significacion del 0.05, Hy no se
rechaza (Anexos, Tabla 12), lo que prueba que la disminucion del derivatizante no
tiene un impacto significativo sobre la respuesta del derivado MHA-IBCF con un

nivel de confianza del 95%.

4.2.3 Tiempo, temperatura y adicion de sal

Con las condiciones ya establecidas para la reaccién se procedié a evaluar la
influencia del tiempo y temperatura de reaccion y adicién de sal, utilizando un

diseio de experimentos factorial 2° (MHA/SALLE); se realizd codificando los
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niveles de cada factor (alto y bajo) y aleatorizando los experimentos como se

muestra en la Tabla 6.

Tabla 6. Codificacion de disefio factorial 2° para tiempo, temperatura y adicion de sal
(MHA/SALLE).

HExp Tledr:po Temper?’tura de NacCl
reaccion reaccion °C %
1 -1 -1 -1
2 -1 -1 1
e g Nivel bajo Nivel alto

Codificacion 1) (+1) 3 -1 1 -1
Tiempo de reaccion (A) 5 min 10 min 4 1 -1 -1
Temperatura de 21°C 30°C | 5 1 1 1

reaccion (B)
Adicién de NaCl ( C) 0% 90% 6 1 -1 1
7 1 1
8 1 -1

Los resultados de los experimentos de MHA/SALLE, se analizaron con el software
STATGRAPHICS con base en la respuesta obtenida en el analisis cromatografico
correspondiente al derivado MHA-IBCF. Los factores principales se evaluaron con
la gréafica de probabilidad normal para los efectos, que se presenta en la Figura 14.
Esta grafica de probabilidad normal ayudd a separar los efectos reales de aquellos
que son simplemente ruido. Esta herramienta es utilizada cuando hay pocos o
ningun grado de libertad para estimar el error experimental, en este disefio no se
duplicaron los experimentos por lo que solamente se tuvo 1 grado de libertad para
la estimacion del error experimental. Hay un punto en la grafica para identificar
cada uno de los efectos en el modelo (sefialados con asteriscos). La interpretaciéon
se basa en que los efectos que no son reales sino simples manifestaciones de
ruido, se comportan como si provinieran de una distribucion normal centrada en
cero, de tal modo que los efectos que no son reales quedaran aproximadamente a
lo largo de la linea recta, mientras que las sefales reales quedaran fuera de la

linea.
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Figura 14. Grafica de probabilidad normal para los efectos del disefio MHA/IBCF.

En la grafica de probabilidad normal para los efectos (Figura 14) se estimé que el
efecto mas fuerte sobre la respuesta del derivado extraido, fue la interaccién entre
temperatura y adicion de NaCl (BC). La grafica de interacciones para el disefio
MHA/SALLE (Anexos, Figura 40), muestra cdémo interactuan los factores
evaluados entre si, cuando no existe interaccién alguna entre un par de factores,
las rectas se observan separadas de forma paralela, sin embargo si existe una
verdadera interaccion entre dos factores las rectas se interceptan. En la grafica de
interacciones se observé que las rectas que pertenecen a los factores temperatura
y adicion de NaCl (BC) se cruzan entre si, esto confirmdé la existencia de una
interaccion entre estos factores. La Figura 15 corresponde a la grafica de la
respuesta del derivado MHA-IBCF en funcién de los factores temperatura y adicion
de NaCl. En el eje de las abscisas se observa la variacion del factor adicion de
NaCl de su nivel bajo a su nivel alto, mientras que en las rectas, el factor
temperatura se mantiene en su nivel bajo en una y en la otra se mantiene en su
nivel alto. Esta grafica fue util para interpretar el efecto de esta interaccion.
Cuando la temperatura se mantuvo en su nivel bajo (21°C) la respuesta no

cambio, sin embargo al incrementar la temperatura a su nivel superior (30°C) se
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observo un incremento en la respuesta cuando el factor adicion de NaCl también

se incremento a su nivel alto (90%).

4.1 - Temperatura=1.0

39 =

w
-J
[

l

Respuesta
w
(4))
[
|

33 - -
Temperatura=-1.0 Temperatura=-1.0
31 -
29 |- Temperatura=1.0 _
-1.0 1.0
NaCl

Figura 15. Gréfica de interacciones entre temperatura y adicion de NaCl.

La Figura 16 corresponde a la estimacion de la respuesta en funcién de los
factores temperatura y adicion de NaCl. Manteniendo el factor tiempo constante en
su nivel bajo (5 min). La altura de la superficie representa los valores de
respuesta. Este grafico nos sirvio para predecir hacia donde se moveria la
respuesta en funcion de la variacion de los factores temperatura y NaCl. Se
observo que la maxima respuesta se alcanzé al incrementar ambos factores a sus
niveles altos (30°C y 90% de NaCl adicionada).

Area MHA-IBCF

! 0 11 0
Temperatura NacCl

Figura 16. Superficie de respuesta estimada para MHA/SALLE manteniendo tiempo en su nivel
bajo.
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Con base en los resultados obtenidos en el disefio de experimentos MHA/SALLE,
se optimizaron los factores temperatura y la adicion de sal. Manteniendo la
temperatura a 30°C se modificé la cantidad de NaCl adicionada: 45%, 75%, 90% y
100%. Los resultados se muestran en la Figura 17, observandose que la respuesta
del derivado es maxima cuando el porcentaje de NaCl es 100%, en este caso
coincide con el efecto del desplazamiento salino facilitando la extraccién del

analito al incrementar la cantidad de sal.

Temperatura30 °C
7.00

E Area MHA-IBCF

6.00

5.00

4.00

3.00

2.00

1.00

0.00
100% NaCl 90% NaCl 75% NaCl 45% NacCl

Figura 17. Optimizacién del porcentaje de NaCl manteniendo temperatura constante.

Las medias de las respuestas del derivado MHA-IBCF obtenidas al variar el
%NaCl (Figura 17), se compararon estadisticamente (Anexos, Tabla 13). El
ANOVA indica que existe una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)
entre las medias de los 4 porcentajes de NaCl comparados. La prueba de
comparacion multiple por el método de la diferencia minima significativa (LSD por
sus siglas en inglés) de Fisher (Anexos, Tabla 14), en donde se muestran las
medias correspondientes a cada porcentaje de NaCl, las cuales estan clasificadas
en 3 grupos homogéneos segun la alineacion de las X's en columnas. No existen

diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que comparten
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una misma columna de X's. Los grupos que resultaron homogéneos se localizan
en la parte derecha de la Tabla 14. El 100% de adicién de NaCl era el que
presentd6 mayor respuesta del derivado MHA-IBCF extraido, por esto fue
importante saber si la diferencia entre este valor y los otros porcentajes evaluados
fue significativa. El 100% fue significativamente diferente al 45% y 75%. 100% y
90% no fueron significativamente diferentes, sin embargo el 90% se agrupé con el
75% por lo cual se decidié que el 100% de adicion de NaCl era el valor 6ptimo
para la extraccion del MHA-IBCF, con el que se obtuvo la respuesta maxima por el
efecto salting-out. De igual forma se evalud la temperatura 6ptima, utilizando el
porcentaje de NaCl constante al 100%. Se vari6 la temperatura como sigue: 20°C,
30°C, 40°C y 50°C; los experimentos se realizaron por duplicado. La Figura 17
corresponde a las respuestas obtenidas para la extraccion del derivado MHA-IBCF
como resultado de la variacion de la temperatura. El mayor cambio en el area del

derivado se observé al variar la temperatura de 20°C a 30°C.

100% NaCl

H Area MHA-IBCF

7.00

6.00

5.00

4.00

3.00

2.00

1.00

0.00
20°C 30°C 40°C 50°C

Figura 18. Optimizacién de la temperatura manteniendo el porcentaje NaCl constante.

La comparacion de los resultados del derivado MHA-IBCF obtenidos al variar la
temperatura, no mostré una diferencia estadisticamente significativa entre las
medias de las cuatro temperaturas que se experimentaron, obteniéndose un
valor-p > 0.05 (Anexos, Tabla 15). Sin embargo, al realizarse la prueba de
comparacion multiple LSD de Fisher para las diferentes temperaturas evaluadas

(Anexos, Tabla 16), se observo la clasificacion de dos grupos homogéneos, el
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primer grupo corresponde a la temperatura 20°C y en el segundo grupo se
encuentran las temperaturas 30°C, 40°C y 50°C. Lo anterior indicé que el aumento
de 20°C a 30°C tuvo una diferencia estadisticamente significativa («¢=0.05) con un
nivel de confianza del 95% pero, después de 30°C no se observd diferencia
significativa al aumentar la temperatura (a=0.05). Por lo anterior se defini6 30°C

como temperatura éptima.

4.2.4 Agitacion

Para evaluar la influencia de la agitacion sobre la reaccion, se hizo una
comparacion estadistica para las respuestas del derivado MHA-IBCF (a la misma
concentracion 1.5 ug/mL) obtenidas sin agitar la mezcla de reaccion, con agitaciéon
manual y vortex. La tabla ANOVA mostro diferencias significativas entre las
pruebas evaluadas (valor-p < 0.05) con un nivel de confianza del 95%. Se observo
que la mayor dispersion se obtuvo cuando la agitacion fue manual lo que se reflejo
en %CV=19%, mientras que la menor dispersién se logro utilizando agitacion con
vortex con la que se obtuvo %CV=6% (Anexos, Tabla 17). En la Figura 19 se
puede ver de manera grafica la dispersién para cada experimento, en esta se
confirma la variabilidad de los datos para la agitacion manual, la cual es mayor
que la agitacion con vortex, en el grafico de residuos se pudo observar que la
variabilidad de los residuos se comporta de acuerdo a la variabilidad de los datos,

lo que indica que el analisis es estadisticamente valido.

Dispersion segun experimento Grafico de Residuos

9F o 9 22

02

residuos

-08

respuesta MHA-IBCF

LI L ANL L

4F a 4 -18
Agitacion manual  Sin agitacion  Agitacion vortex Agitacion manual  Sin agitacion  Agitacion vortex

Figura 19. Graficos de dispersion para la evaluacion del derivado MHA-IBCF en funcién de la
agitacion.
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Se realizé una comparacion multiple LSD de Fisher para las medias de los
experimentos evaluados ademas de la verificacion de varianza por la prueba de
Leven (Anexos, Tabla 18), la que mostré que existen diferencias significativas al
realizar la reaccion sin agitar y con agitacion. La agitacion manual y agitacion con
vortex se clasificaron en un grupo homogéneo. El valor-p de la prueba de Leven
indic6 que no hay diferencia estadisticamente significativa entre las varianzas de
los tres experimentos con un nivel de confianza del 95%, es decir, se verifica la
hipotesis de homocedasticidad. La agitacion vortex permite mayor homogeneidad
de los reactivos en la mezcla de reaccion. Al estandarizar la velocidad de agitacion
con el uso del equipo el efecto de este factor se vuelve constante, con lo que se
elimina como fuente de variacion. En base a lo anterior se decidié utilizar la
agitacién vortex para esta metodologia. La Figura 20 muestra la respuesta
obtenida al variar el tiempo de agitacion, al inicio de la reaccion (10s y 30s) y al
inicio y a la mitad del tiempo de reaccion (10s+10s y 30s+30s). La mayor
respuesta se obtuvo cuando se agitd con vortex 10 seg al inicio de la reaccion y
nuevamente 10 seg a la mitad del tiempo de reaccion. Una caracteristica
importante al utilizar esta técnica de agitacion, es que la dispersion del disolvente
de extraccion dentro de la muestra acuosa obtenida debido a la agitacion vortex,
forma un proceso de emulsificacion suave. Debido a que la distancia de difusion
se acorta y aumenta el area superficial especifica, las finas gotas formadas

pueden extraer el analito mas eficientemente?’.
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Agitacion vortex
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Figura 20. Variacién de la respuesta en funcion del tiempo de agitacién con vortex (2500 rpm).

4.2.5 Estandar interno

Con el objetivo de que el compuesto seleccionado exhibiera un comportamiento
similar al del derivado de la metilhexanamina en el proceso de extraccion y en el
analisis cromatografico, se buscaron compuestos con grupos funcionales analogos
al derivado, con la magnitud de la cadena alifatica similar, peso molecular cercano
al del derivado y que el compuesto seleccionado tuviera estabilidad en el pH
(pH=10) y temperatura de trabajo. La Tabla 7 contiene algunos compuestos que
se utilizaron para seleccionar el estandar interno, los cuales fueron analizados por
CG-FID utilizando las condiciones cromatograficas descritas en la seccion 3.4. Los
pesos moleculares de los compuestos estudiados se encuentran en el intervalo de
172 — 228 g/mol, siendo el dodecanoato de metilo el mas cercano al peso
molecular del derivado MHA-IBCF. La polaridad de los esteres con respecto al
derivado se evalué con base en los logaritmos de sus coeficientes de reparto
octanol-agua, en la Tabla 7 se puede observar que se encuentran en un intervalo

de Log Pow 3.9 — 6.0, mientras que para el derivado se calculdé Log Pow = 4.1.
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Tabla 7. Compuestos analizados por CG-FID para seleccionar estandar interno de MHA.

Peso Punto de L Tiempo de
Compuesto molecular ebullicion {°C) P:, retencig:: {min)
Derivado MHA-IBCF 215.33 - 4.12 10.8-10.9
Octanoato de etilo 172.26 209 3.9 7.74
Undecanoato de metilo 20032 246-248 496 10.76
Dodecanoato de metilo  214.34 261-262 5.49 11.96
Dodecanoato de etilo 228.37 269 6.02 12.70

Los tiempos de retencion de los esteres analizados resultaron en el intervalo de
7.74 — 12.70 min, sin embargo el octanoato de etilo fue el menos retenido y era
posible que coeluyera con interferencias de la matriz, mientras que el undecanoato
de metilo eluyé al mismo tiempo de retencidn que un diastereoisomero del
derivado MHA-IBCF, por lo que ambos esteres se descartaron como posible
estandar interno. Por otro lado tanto el dodecanoato de metilo como el
dodecanoato de etilo eluyeron después del MHA-IBCF, siendo el dodecanoato de
etilo el mas retenido. El dodecanoato de metilo se seleccion6 como estandar
interno para la extraccion del derivado MHA-IBCF por presentar similitud con el
derivado de la metilhexanamina en peso molecular asi como en el valor del
coeficiente de distribucién octanol-agua, ademas al analizarlo por CG bajo las
mismas condiciones que el derivado de MHA, el tiempo de retenciéon para este
compuesto no interfiere con el tiempo de retencion del derivado (ver Figura 21). El
estandar interno se sometid al procedimiento de extraccién con las condiciones
optimizadas y se compard con una solucion preparada directamente en acetato de
etilo con la concentracién esperada para una extraccion al 100%, ambas se
analizaron por CG-FID (Anexos, Tabla 19). Se observé que para el estandar
interno después del procedimiento de extraccion se obtuvo mayor dispersion de
las areas con un coeficiente de variacion de 9% mientras que la solucién estandar

tuvo un coeficiente de variacion de 5%. Al comparar la respuesta promedio
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obtenida inyectando directamente la solucién estandar con la obtenida de la
extraccion no se hubo diferencia significativa con un nivel de confianza del 95%.
Ademas al comparar las desviaciones estandar de las dos pruebas no se puede
rechazar la hipétesis nula con un nivel de confianza del 95%, lo que indicé que las
desviaciones estandar son estadisticamente iguales.
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Figura 21. Cromatogramas de los compuestos evaluados como estandar interno para MHA-IBCF.
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Utilizando una disolucion de 1.5 ug/mL de dodecanoato de metilo en acetato de
etilo se estudio el efecto de la disminucién de la concentracion de MHA desde
1505 ng/mL hasta 100 ng/mL. Se observé que al disminuir la concentraciéon de la
metilhexanamina, se obtuvo una respuesta relativa entre el derivado MHA-IBCF y
el dodecanoato de metilo que se ajusta a un modelo lineal con un coeficiente de
determinacién r* = 0.99; ademas estas determinaciones mostraron buena
sensibilidad relativa con una pendiente > 1(ver Anexos, Tabla 20). Con base en lo
anterior se seleccion6 el dodecanoato de metilo como estandar interno a la
concentracion de 1.5 ug/mL en acetato de etilo que fue utilizado como solucién

extractante.

4.2.6 Condiciones EM para la metodologia SALLE-CG-EM

Las condiciones SALLE optimizadas para la determinacion de metilhexanamina
con derivacion in-situ se aplicaron al analisis por CG-EM de agua y orina
fortificada con metilhexanamina. La Figura 22 muestra el cromatograma iénico
total y el espectro de masas (modo: scan) del derivado MHA-IBCF. En el espectro
de masas se observé que los fragmentos mas abundantes para el MHA-IBCF son:
144, 57, 44, 88, 126 y 200 m/z con su ion molecular 215 m/z. Sin embargo, al
realizar el analisis utilizando orina fortificada, se observé en el cromatograma
ionico total impurezas cercanas al tiempo de retencion del derivado y del estandar
interno (Figura 23), haciendo que la respuesta relativa a la MHA fuera baja.
Debido a lo anterior se utilizé el analisis por CG-EM en modo de monitoreo
selectivo de iones (SIM), permitiendo que la sefial del analito de interés se
incrementara y con esto la sensibilidad, siempre y cuando no existan interferentes

que tengan los mismos iones que los utilizados para el derivado de MHA.
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Figura 22. Cromatograma ionico total y espectro de masas (scan) de MHA-IBCF en agua fortificada
100 ng/mL MHA.

abundancia

abundancia
85000 1se00 T
60000 b
55000 so00
50000 :222

45000 o

==

1000 12
1se 200 ayg

1 R

40000
35000
30000
25000
20000

15000

10000
L e e e e e B L e s e e e LA s e s O B

9.80 10.00 10.20 10.40 10.60 10.80 11.00 11.20 11.40 11.60 11.80 12.00 12.20
Tiempo (min}

Figura 23. Cromatograma idnico total y espectro de masas (scan) de MHA-IBCF de orina fortificada
100 ng/mL MHA.

De acuerdo a los fragmentos mas abundantes para el derivado y el estandar
interno, se realizaron cinco combinaciones de algunos de ellos con el fin de

obtener la mayor respuesta del derivado y la menor cantidad de interferencias de
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la matriz (Anexos, Tabla 22). Las combinaciones de iones estudiadas analizando
orina fortificada con metilhexanamina a 100 ng/mL mostré6 que para los iones
fragmento: 87, 126, 144 y 214 m/z se obtuvo una mayor respuesta del derivado
MHA-IBCF (Anexos, Figura 41) y una disminucion considerable en las impurezas
de la orina (Figura 24).
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Figura 24. Cromatograma idnico total para MHA-IBCF a 100 ng/mL.

4.2.7 Metodologia optimizada SALLE-CG-EM para el andlisis de
metilhexanamina

La Figura 25 muestra el esquema analitico para el analisis de metilhexanamina en
orina por SALLE-CG-EM.
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Figura 25. Esquema analitico para el analisis de MHA por SALLE-CG-EM.

Las condiciones cromatograficas para el analisis de metilhexanamina por la
metodologia SALLE-CG-EM se describen en la Tabla 8:

Tabla 8. Condiciones cromatograficas para SALLE-CG-EM.

Cromatdgrafo de Gases 6890N Agilent acoplado a Detector

Equipo: Selectivo de Masas 5973Network Agilent o equivalente.
Inyector Splitless

T inyector: 250°C

Flujo de purga: 50 mL/min

Tiempo de purga: 1 min

Gas: Helio

Flujo de gas 15 mL/min

ahorrador:

Tiempo de gas 2 min

ahorrador:

Zebron ZB-5 (5% difenil - 95% polidimetilsiloxano)

Columna: Dimensiones: 30 m x 0.25 mm x 0.25 um

Flujo: 1 mL/min
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Programa del horno: T inicial: 80 °C
Tiempo inicial: 2 min
Rampa:
Gradiente Temperatura final (°C) Tiempo (min)
(°C/min) P P
10 300 5 min
Tiempo total:
29 min
Detector: Detector Selectivo de Masas
Tipo: lonizacion Electrénica 70 eV
T camara de 230°C
jonizacion:
T linea de N 280 °C
transferencia:
T cuadrupolo: 150°C
Modo: SIM
lones (m/z): 87,126,144y 214

4.2.8 Validacion SALLE-CG-EM
4.2.8.1 Precision

La precision del método se evalud por triplicado en tres dias diferentes para los
niveles de concentracion bajo (20 ng/mL), medio (100 ng/mL) y alto (201 ng/mL).
La estimacion de la precision se realizé calculando los coeficientes de variacion
para cada nivel evaluado. Los coeficientes de variacion para los tres niveles
fueron: 2.64%, 1.87% y 2.99% respectivamente. Se puede observar que para los

tres niveles evaluados se obtuvo buena precision.

4.2.8.2 Exactitud

La exactitud del método se evalud preparando una curva de calibracion utilizando
orina fortificada a cinco niveles de concentracién, con la que se evalu6 cada punto
de las curva adicionando orina con cantidades conocidas de metilhexanamina y se
calcularon los porcentajes de recuperacion del analito. En la Tabla 9 se muestran

los resultados de la evaluacion de la exactitud. Se observd que el porcentaje de
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recuperacion en todos los puntos evaluados se encuentra entre el 94 % 108 %.

Por otro lado el coeficiente de variaciéon

Tabla 9 Resultados de la evaluacion de la exactitud del método SALLE-CG-EM.

Curva Estandar

Niveles (ng/mL) Pendiente Ordoerir;aedna al R? Ecuacion de la recta
20, 40, 100, 141y 201 2.6132 0.0093 0.9980 AR=2.613*CR-0.009
% Recuperacion
Conc. Repeticion | Repeticion | Repeticion . o
MHA(ng/mL) p 5 3 Promedio YoCV
20 88 99 96 94.39 5.75
40 98 104 120 107.42 10.54
100 103 107 109 106.11 2.77
141 103 112 112 108.73 4.79
201 98 105 117 106.73 8.75
MINIMO 94.39 %
MAXIMO 108.73 %

4.2.8.3 Linealidad, limite de deteccién y limite de cuantificacion

La linealidad se evalud utilizando cinco niveles de concentracion: 20, 40, 100, 141
y 201 ng/mL de metilhexanamina en orina blanco. La curva de calibracion se
realizé por triplicado. La linealidad se estimd con el coeficiente de determinacién
de la regresion lineal de la curva de calibracién, el valor obtenido fue r? = 0.9995 lo
que indicé que los resultados obtenidos se ajustan a un modelo lineal en el
intervalo evaluado. La sensibilidad del método se estimé con la pendiente de la
recta, el valor de la pendiente fue m = 2.8, indicando buena sensibilidad relativa
debido a un valor de m > 1. Los limites de deteccion y cuantificacion se estimaron
en funcidn de la desviacién estandar de la ordenada al origen de la curva de
calibracion con LD= 4.7 ng/mL y LC= 14.1 ng/mL. La Tabla 10 contiene los
resultados obtenidos de la curva de calibracién asi como la ecuacion para la recta

promedio ajustada a un modelo lineal.
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Tabla 10. Resultados de la evaluacién de linealidad de SALLE-CG-EM.

Linealidad Ecuacion Pendiente Ordenada LD LC MRPL
A, ‘2‘8’1 ﬁ;ﬂﬁ Y aR=2821cR
+0.0069 m=28244  b=00060 A47ngmL 14.1ngmL 100
ng/mL
R2=0.8995
(n=3)
AR i Desviacion
CR;"’“ “":‘ va » estandar LD=3.3'SbM  LD=10"StM
- CONcentracion relatva (Sb)= 0.0027

4.2.9 Aplicacion de SALLE-CG-EM a muestras de orina

El método propuesto optimizado y validado fue aplicado en dos muestras de orina
proporcionadas por la Comisidn Nacional de Cultura Fisica y Deporte (CONADE,
México). Los resultados obtenidos para cada muestra fueron, muestra I: 41 ng/mL
(CV=7.93%, n=3) y muestra Il: 156 ng/mL (CV=5.44%, n=3). El nivel minimo de
desempeno exigido a los laboratorios por la WADA (World Anti-Doping Agency)
es: 100 ng/mL de metilhexanamina en orina. Por lo que el método desarrollado
presenta todas las caracteristicas necesarias para ser utilizado en el analisis de
control del dopaje. La Figura 26 y Figura 28 corresponden a los cromatogramas
idnicos totales de dos muestras de orina obtenidas de CONADE analizadas por la
metodologia optimizada y validada SALLE-CG-EM para la cuantificacion de
metilhexanamina. Por otro lado, la Figura 27 y Figura 29 muestran los
cromatogramas ionicos totales de orina fortificada a 141 ng/mL y 40 ng/mL
respectivamente. Se puede observar que las respuestas obtenidas en las
muestras de CONADE son similares a las respuestas de orina fortificada de
concentracion cercana sin embargo, el perfil cromatografico es diferente, aunque
no se observan interferencias en los tiempos de retencion de MHA-IBCF o ElI. El
método utilizado en CONADE es por extraccion liquido-liquido seguido de su
analisis por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas. Las

muestras | y Il se identificaron por CONADE como “< 50 ng/mL” y “> 100 ng/mL”
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respectivamente, lo que coincide con los resultados obtenidos utilizando Ila
metodologia SALLE-CG-EM.
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Figura 26. Cromatograma iénico total de una muestra de orina obtenida de CONADE (MHA > 100
ng/mL) analizada por SALLE-CG-EM.
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Figura 27. Cromatograma iénico total de una muestra de orina fortificada a 141 ng/mL analizada
por SALLE-CG-EM.
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Figura 28. Cromatograma ionico total de una muestra de orina obtenida de CONADE (MHA < 50
ng/mL) analizada por SALLE-CG-EM.
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Figura 29. Cromatograma ionico total de una muestra de orina fortificada a 40 ng/mL analizada por
SALLE-CG-EM.
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4.3 Optimizaciéon HS-MEFS-CG
4.3.1 Influencia del volumen de IBCF

La influencia que tiene el volumen del derivante en la extraccion HS-MEFS se
estudio utilizando muestras de agua fortificada. El volumen inicial de IBCF fue
10uL. Para extraer el derivado MHA-IBCF de una muestra con concentracion de
1ug/mL y 10ug/mL de MHA, se realizé la extraccidn en el espacio de cabeza a
temperatura ambiente por 15 min. El derivado a 1ug/mL no se observo en el
cromatograma, pero al aumentar la concentracion 10 veces se obtuvieron los
picos correspondientes al MHA-IBCF sin embargo, se observo desgaste de la fase
polimérica de la fibra con picos que se observan a lo largo del cromatograma
correspondientes a metilsiloxanos. La Figura 30 muestra el cromatograma del
MHA-IBCF extraido por HS-MEFS en el que se puede observar la contaminacién

debida al dafio en la fibra que interfiere con el derivado.
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Figura 30. Cromatograma de MHA-IBCF (10ug/mL MHA, 10uL IBCF) que muestra dafio de la fibra
PDMS/DVB.

Se procedid a disminuir el volumen del derivante a 1uL manteniendo la
concentracion en 10ug/mL. Se observé un aumento en la respuesta del derivado

de mas de 300 veces y la contaminacién de la fibra disminuyd considerablemente.
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Se repitid el experimento por triplicado utilizando 1uL de IBCF y se obtuvo un
%CV=9%. Se disminuyd la concentracion de MHA a 1 ug/mL y se obtuvo el
derivado MHA-IBCF que se muestra en la Figura 31, se puede observar que el

perfil de interferencias disminuy6 considerablemente.
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Figura 31. Cromatograma de MHA-IBCF (1ug/mL MHA, 1uL IBCF) extraido con fibora PDMS/DVB.

Con base en lo anterior se concluye que el derivante utilizado en exceso acelera el
deterioro de la fibra ademas de saturar la fase polimérica y disminuir la eficiencia
de extraccion del derivado MHA-IBCF, por lo que se considera el volumen de 1uL

de IBCF como 6ptimo para la extraccion HS-MEFS.

4.3.2 Temperatura y tiempo de extraccion

El estudio de la influencia que tiene la temperatura y tiempo de extraccion sobre
HS-MEFS se realiz6 en muestras de agua fortificada y orina fortificada a una
concentracion de 100 ng/mL para todos los experimentos. Para evaluar estos
parametros en agua fortificada se varioé la temperatura de la siguiente manera:
25°C, 35°C y 42°C; mientras que el tiempo de extraccion se evalué como sigue:
5 min, 15 min y 25 min. Los resultados de estos experimentos mostraron que al

incrementar la temperatura se incrementé la respuesta del derivado debido a que
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con la temperatura se favorecio la transferencia de masa del analito, de la matriz
al espacio de cabeza y por ende al recubrimiento de la fibra. La maxima respuesta
observada en los experimentos se obtiene al realizar la extracciéon a la
temperatura mas alta. La Figura 32 muestra el comportamiento observado de la
respuesta de MHA-IBCF, evaluada a la maxima temperatura; al incrementar el
tiempo de extraccién, se obtiene mayor respuesta debido a que la fibra esta mas
tiempo en contacto con el espacio de cabeza incrementando la cantidad del
analito extraido por la fibra, como consecuencia de que no se ha llegado al
equilibrio. Se observd que a los 25 min de extraccion se obtuvo la mayor

respuesta para el derivado.

M Area MHA-IBCF
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Figura 32. Optimizacion del tiempo de reaccién a temperatura constante (42 °C) para extraccion de
MHA-IBCF en agua fortificada por HS-MEFS.

Sin embargo, al igual que en la extraccion liquido-liquido y liquido-sélido, en la
extraccion HS-MEFS el efecto matriz puede tener un impacto considerable en la
metodologia desarrollada, por esto se procedido a evaluar estos parametros en
orina fortificada. La temperatura se varié de la siguiente manera: 25°C, 30°C y
35°C; mientras que el tiempo: 15 min, 25 min y 30 min. Los resultados mostraron
un comportamiento similar al observado en agua fortificada, la maxima respuesta

del MHA-IBCF se obtuvo con la temperatura y tiempo de reaccion en sus valores
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mas altos; sin embargo, al comparar la respuesta obtenida en orina y agua, a la
misma concentracién y bajo las mismas condiciones (35°C, 25 min), se obtuvo
para agua fortificada un area de 80 pA*min y para orina fortificada un area de 48
pA*min, es decir el efecto matriz impacta en la respuesta del derivado en un 40%.
La Figura 33 muestra el comportamiento de la respuesta del derivado en la matriz
de orina al incrementar el tiempo de extraccion, evaluado a la temperatura de
35°C. Las condiciones 35°C y 30 min se eligieron para la extraccion en la
metodologia HS-MEFS.
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Figura 33. Optimizacion de temperatura y tiempo de reaccion para extraccion de MHA-IBCF en
orina fortificada por HS-MEFS.

4.3.3 Condiciones HS-MEFS-CG

Las condiciones de pH y fuerza idnica se tomaron de la reaccién de derivacién de
la metilhexanamina; el tiempo de incubacién se utilizé el tiempo de reaccidon para
la formacioén del derivado (pH=10 valor que se encuentra en el intervalo de trabajo
de la fibra PDMS/DVB, 332 mg de NaCl y 5 minutos de incubacion). El volumen de
la muestra se considerd de tal forma que se tuviera una dilucion de 1:5 para
disminuir la trasferencia de los componentes de la matriz hacia el espacio de
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cabeza; el volumen de muestra fue 400 uL y se diluyé con 1600 uL de Buffer

pH=10. Las condiciones optimizadas fueron: volumen de derivante: 1uL de IBCF,

temperatura de extraccion: 35°C y tiempo de extraccion: 30 min. La desorcion

térmica se llevo a cabo directamente en el puerto de inyeccion del CG, utilizando

la temperatura que se empled en el desarrollo: 250°C, mientras que el tiempo de

desorcion fue de 10 min, tiempo en el que no se observd acarreo del derivado en

los blancos de reactivos y se favorecio el acondicionamiento de la fibra para la

siguiente extraccion. La Figura 34 muestra el cromatograma del derivado obtenido

con las condiciones mencionadas, aplicadas a una muestra de orina fortificada a

una concentracion de 100 ng/mL, la cual es el MRLP que exige la WADA a los

laboratorios de control de dopaje.
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Figura 34. Cromatograma de MHA-IBCF con las condiciones 6ptimas HS-MEFS-CG.

4.3.4 Metodologia optimizada HS-MEFS-CG para el analisis de
metilhexanamina

La Figura muestra el esquema analitico para el analisis de metilhexanamina en

orina por HS-MEFS-CG.
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Soln. fortificada (400 uL)
1600 uL. Buffer (pl1=10.0)
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Figura 35. Esquema analitico para el analisis de MHA por HS-MEFS-CG

Las condiciones cromatograficas para el analisis de metilhexanamina por la
metodologia HS-MEFS-CG se describen en la Tabla 11:

Tabla 11. Condiciones cromatograficas para HS-MEFS-CG.

Equipo: Cromatégrafo de Gases 6890N Agilent o equivalente.

Inyector: Splitless

T inyector: 250°C
Flujo de purga: 50 mL/min
Tiempo de 1 mi

i min
purga:
Gas: Hidrégeno
Flujo de gas 15 mL/min
ahorrador:
Tiempo d(.e gas 2 min
ahorrador:

Columna: Zebron ZB-5 (5% difenil - 95% polidimetilsiloxano)

Dimensiones: 30 m x 0.25 mm x 0.25 um
Flujo: 1 mL/min
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Programa del horno:

T inicial: 80 °C
Tiempo inicial: 2 min
Rampa:
Gradiente Temperatura Tiempo (min)
(°C/min) final (°C) P
10 300 5 min
Tiempo total:
29 min
Detector: FID
T detector: 320 °C
Flujo de Ha: 40 mL/min
Flujo de aire: 250 mL/min
Gas auxiliar: Nitrégeno
Flujo de gas 45 mL/min
auxiliar:

4.3.5 Validacién de HS-MEFS-CG
4.3.5.1 Precision

La evaluacion de la precision se realizd por triplicado para dos niveles de
concentracion: 20 ng/mL (nivel bajo) y 102 ng/mL (nivel medio). La precision se
estimo calculando los coeficientes de variacion para los niveles evaluados. Los
coeficientes de variacion para el nivel bajo fue 3% mientras que para el nivel

medio fue 10%, valores que indican buena precision del método.

4.3.5.2 Exactitud

La exactitud del método se evalud calculando el porcentaje de recuperacion para
dos concentraciones, incluidas en el intervalo de concentraciones de la linealidad,

20 ng/mL y 102 ng/mL. Se calcularon las concentraciones utilizando la curva de
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calibracion promedio obtenida en la linealidad. Los porcentajes de recuperacion
para las concentraciones evaluadas van de 92% a 110%, lo que nos dice que se

tiene un método exacto.

4.3.5.3 Linealidad y limites de deteccion y cuantificacion

La linealidad se evalud utilizando cinco diferentes concentraciones de MHA
adicionada a orina blanco: 20, 41, 102, 143 y 205 ng/mL. La curva de calibracién
se realizd por duplicado. La linealidad se evalu6 con el coeficiente de
determinacion de la curva de calibracion, el valor obtenido fue r* = 0.9979 lo que
indico que los resultados obtenidos se ajustan a un modelo lineal. Los limites de
deteccién y cuantificacion se estimaron en funcién de la desviacion estandar de la
ordenada al origen de la curva de calibracion con LD= 10.6 ng/mL y LC= 32.1
ng/mL, este ultimo valor indica que el punto mas bajo de la curva de calibracion

estaria por debajo del limite de cuantificacién.

4.3.6 Aplicacion de la metodologia HS-MEFS-CG

El método HS-MEFS-CG optimizado y validado fue aplicado en dos muestras de
orina proporcionadas por la Comision Nacional de Cultura Fisica y Deporte
(CONADE, México). Los resultados obtenidos para cada muestra fueron, muestra
I: 23 ng/mL (CV=4.58%, n=3) y muestra Il: 143 ng/mL (CV=12.89%, n=3). Los
valores obtenidos para ambas muestras por HS-MEFS-CG, fueron menores que
por SALLE-CG-EM, esto se debe probablemente a que se utilizaron las mismas
muestras sin embargo, SALLE-CG-EM se desarrollé primero y se analizaron las
muestras enseguida, mientras que las el analisis por HS-MEFS-CG se hizo cuatro
meses después. La Figura 36 y Figura 38 corresponden a los cromatogramas de
dos muestras de orina obtenidas de CONADE analizadas por la metodologia
optimizada y validada HS-MEFS-CG. Por otro lado, la Figura 37 y Figura 39

muestran los cromatogramas de orina fortificada a 143 ng/mL y 20 ng/mL
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respectivamente. Se puede observar que las respuestas obtenidas en la muestras
de CONADE son similares a las respuestas de orina fortificada de concentracion
cercana sin embargo, se observan mas impurezas (picos cromatograficos) en las
muestras de CONADE.
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Figura 36. Cromatograma de una muestra de orina obtenida de CONADE (MHA >
100 ng/mL) analizada por HS-MEFS-CG.
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Figura 37. Cromatograma de orina fortificada a 143 ng/mL analizada por HS-MEFS-CG.
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Figura 38. Cromatograma de una muestra de orina obtenida de CONADE (MHA <
50 ng/mL) analizada por HS-MEFS-CG.
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Figura 39. Cromatograma orina fortificada a 20ng/mL analizada por HS-MEFS-CG.
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CONCLUSIONES

1. Se desarrollé y optimizé un método para la determinacion de metilhexanamina
en orina, basado en la derivacion in-situ y extraccion liquido-liquido asistida con
adicién de sal seguido de cromatografia de gases acoplada con espectrometria de
masas (SALLE-CG-EM).

2. Es posible derivatizar la metilhexanamina directamente en la matriz utilizando
isobutilcloroformiato como agente derivatizante.

3. Se desarrolld y optimizd un método para la determinacion de metilhexanamina
en orina, basado en la derivacion in-situ y microextraccion en fase sélida por
espacio de cabeza seguido de cromatografia de gases (HS-MEFS-CG).

4. Los métodos propuestos muestran exactitud, linealidad y buena precision con
%CV < 10%.

5. Las metodologias propuestas pueden ser utilizadas para determinar
metilhexanamina (estimulante) en muestras de orina para control de dopaje, en
donde el nivel minimo de desempefo exigido por la Agencia Mundial Antidopaje
(WADA) a los laboratorios de control de dopaje es de 100 ng/mL, concentraciéon
que se encuentra dentro del intervalo evaluado en ambos métodos.

6. Las muestras de orina obtenidas de CONADE presentaron contenido de
metilhexanamina al ser analizadas por SALLE-CG-EM y HS-MEFS-CG.

7. El contenido de metilhexanamina en las muestras de orina obtenidas de
CONADE se encontré por debajo del MRPL en una de ellas y por encima del
MRPL en la otra, al ser analizadas por ambas metodologias.

8. Las metodologias SALLE-CG-EM y HS-MEFS-CG para la determinacién de
metilhexanamina no se encuentran reportadas en la literatura.
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ANEXOS

A. Pruebas estadisticas

Tabla 12 Contraste de hipotesis para la variacion de IBCF en la reaccion(STATGRAPHICS; n=2,

a=0.05).
Volumen de IBCF 20l 10pl
Area MHA-IBCF 4.69406 6.48138
Area MHA-IBCF 4.26049 4.07138
PROMEDIO 4.4773 5.2766
DESV. ESTANDAR 0.3066 1.7038
H, Hl=p2
alfa 0.05
t calculado -0.652959
valor-P 0.580812
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Figura 40 Grafica de interacciones para el disefio MHA/SALLE.
Tabla 13. Tabla ANOVA para la respuesta de MHA-IBCF variando %NaCl.
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadr.'_ado Razon-F Valor-P
Medio
Entre grupos 18.5699 3 6.18997 10.84 0.0217
Intra grupos 2.28405 4 0.571013

Total (Corr.) 20.854 7
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Tabla 14. Prueba de comparacion multiple de medias LSD de Fisher para optimizacion de %NaCl
(n=2).

Contraste Sig. Diferencia

NaCl 100% - NaCl 90% 0.553175
Media Grup’os NaCl 100% - NaCl 75% * 238536
Homogeneos NaCl 100% - NaCl 45% * 3.84711
NaCl 45% 2.15547 X NaCl 90% - NaCl 75% 1.83219
NaCl 75% 3.61722 XX NaCl 90% - NaCl 45% * 3.29394
NaCl 90% 544941 XX NaCl 75% - NaCl 45% 1.46175

NaCl 100%  6.00258 X * indica una diferencia significativa.

Tabla 15. Tabla ANOVA para la respuesta de MHA-IBCF variando Temperatura.

Fuente csul:;am:e(;s Gl c::::;?::o Razon-F Valor-P
Entre grupos 6.58215 3 2.15405 593 0.0591
Intra grupos 1.47887 4 0.369717
Total (Corr.}) 8.06102 7

Tabla 16. Prueba de comparacion multiple de medias LSD de Fisher para optimizacion de
temperatura (n=2).

Contraste Sig. Diferencia
Temperatura 20 °C - Temperatura 30°C * -2.07458
Temperatura 20 °C - Temperatura 40°C * -2.17095
Media Hof‘::;‘:,::em Temperatura 20 °C - Temperatura 50°C * -2.02874
Temperatura 20 °C 3.9280 X Temperatura 30°C - Temperatura 40°C -0.096365
Temperatura 50°C 59567 X Temperatura 30°C - Temperatura 50°C 0.045835
Temperatura 30°C 6.0026 X Temperatura 40°C - Temperatura 50°C 0.1422
Temperatura 40°C 6.0950 X * indica una diferencia significativa.

Tabla 17. Comparacion estadistica para agitacion de la mezcla de reaccién en la obtencion de
MHA-IBCF.

Desviacion Coeficiente de

n Promedio Estandar Variacion

Agitacion manual 4 7.22223 1.40254 19.42%

Sin agitacion 2 4.43302 0.502095 11.33%
Agitacion vortex 4 8.29058 0.465185 5.61%

Tabla ANOVA

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F
Entre grupos 19.9545 2 997723 10.27

Intra grupos 6.80261 7 0.971801 Valor-P
Total (Corr.) 26.7571 g9 0.0083
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Tabla 18. Prueba LSD de Fisher y Prueba de Leven para MHA-IBCF en funcién de la agitacion.

Media Grupos Homogéneos
Sin agitacion 4.43302 X
Agitacion manual 7.22223 X
Agitacion vortex 8.29058 X
Verificacion de Varianza
Prueba Valor-P
Levene's 2.81637 0.126649

Tabla 19. Comparacion de las respuestas del dodecanoato de metilo en CG-FID por inyeccion
directa y después de extraccion SALLE.

Estandar (1) Extraccion (2)
n 3 3
Promedio 1.84923 1.85461
Desv. Estandar 0.0948692 0.169209
Varianza  0.00900017 0.0286316
%CV 5.13% 9.12%
Prueba F para comparar
Prueba t para comparar medias desviaciones estandar
Ho: media (1) = media (2) Ho: sigma (1) =sigma (2)
Hi: media (1) # media (2} Hai:sigma (1) # sigma (2)
t=-0.0480359 valor-P=0.96399 F=0.314344 valor-P=0.478328
No se rechaza Ho para g = 0.05 No se rechaza Ho para a = 0.05

Tabla 20. Area relativa obtenida del derivado MHA-IBCF y dodecanoato de metilo al disminuir la
concentracion de metilhexanamina.

Concentracion Concentracion Area
MHA (ng/ml) relativa relativa
1505 1.0300152 1.40280
1004 0.6866768 0.86402
502 0.3433384 0.39082
201 0.13733536 0.13154
100 0.06866768 0.06709
RZ= 0.9972
Pendiente= 1.3920

n= 2
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Tabla 21. Fragmentos utilizados en CG-EM en modo SIM para MHA-IBCF y EI.

Grupo Fragmentos (m/z)
Grupo 1 126,144,214, 215
Grupo 2 126,144, 74, 87
Grupo 3 126,144, 214,87
Grupo 4 126,144, 215,87
Grupo 5 144, 87,6214

205000

Area de MHA-IBCF por grupo de fragmentos

200000

195000

190000

185000

180000
175000
170000
165000
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155000
150000

3 4 5

Grupo de fragmentos

Figura 41. Areas obtenidas del derivado MHA-IBCF dependiendo de los fragmentos seleccionados

en CG-EM (SIM).

94



Anexos

B. Cromatogramas y espectros de masas
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Figura 42. Cromatograma ionico total y espectro de masas (SCAN) de El en agua fortificada.
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