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Nota

Las condiciones operacionales y experimentales se basan en los materiales de
referencia originales, incluidos los métodos no publicados, validados y usados en
determinados laboratorios nacionales, con arreglo a la lista de referencias propor-
cionada. En muchos casos, podran obtenerse resultados comparables en otras con-
diciones y utilizando productos comerciales distintos de los mencionados, pero
toda modificacion deberd validarse antes de su uso habitual en el laboratorio.
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1. Introduccién

1.1 Antecedentes

La piperazina, compuesto heterociclico con un anillo de seis miembros que contiene
dos nitrogenos en las posiciones 1 y 4, es un miembro ciclico del grupo de molé-
culas de las etilenodiaminas [1, 2]. El uso indebido de derivados sustituidos de la
piperazina se notifico en los Estados Unidos en 1996 por primera vez, y desde
entonces se ha difundido a paises de todo el mundo [3]. El uso en gran escala de
derivados sintéticos de la piperazina como sustitutos o simuladores del “éxtasis”
comenzo en Nueva Zelandia a principios de los afios 2000 y se generalizé en Europa
después de 2004 [4].

El primer derivado de la piperazina que aparecio fue la 1-bencilpiperazina (BZP),
miembro de un grupo de piperazinas sustituidas con fenilos y bencilos cuyo consumo
estd muy extendido en todo el mundo, especialmente en los mercados tradicionales
de 3,4-metilendioximetanfetamina (MDMA). Otras piperazinas ampliamente utiliza-
das son la 1-(3-clorofenil)piperazina (mCPP) y la 1-(3-trifluorometilfenil)piperazina
(TFMPP), esta ultima, por lo general, en combinacién con la BZP.

La propia BZP es un estimulante del sistema nervioso central con una potencia
equivalente al 10 % de la de la d-anfetamina [4]. Se ha sefialado que estimula la
liberacion de dopamina, noradrenalina y serotonina, e inhibe también su reabsorcion.
Asi pues, esta sustancia simula los efectos de la anfetamina y se encuentra princi-
palmente en forma de tabletas, ya sea por si sola o en combinacion con otras
piperazinas o con anfetamina, cocaina, cetamina 0 MDMA.

Ni la BZP ni ninguna otra piperazina sustituida figura en las Listas del Convenio
sobre Sustancias Sicotropicas de 1971 de las Naciones Unidas. Sin embargo, en
2007 la Junta Internacional de Fiscalizacion de Estupefacientes (JIFE) pidio a la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) que estudiara la posibilidad de evaluar
los compuestos derivados de la piperazina con miras a incluirlos en las Listas del
Convenio de 1971. En forma independiente, muchos paises han introducido legis-
lacion para fiscalizar el uso de la BZP. Entre ellos figuran los Estados Unidos y los
paises de la Union Europea (UE), que propusieron la inclusion de la BZP entre las
sustancias fiscalizadas en la UE en 2008, tras una evaluacion del riesgo realizada
con el sistema de alerta temprana del Observatorio Europeo de las Drogas y las
Toxicomanias (EMCDDA) [5].
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1.2 Finalidad y uso del Manual

El presente Manual forma parte de una serie de publicaciones similares que tratan
de la identificacion y el analisis de diversas clases de drogas sometidas a fiscalizacion
internacional. Estos manuales son el resultado de un programa llevado a cabo por
la UNODC desde el comienzo del decenio de 1980 con el fin de armonizar y esta-
blecer los métodos recomendados de analisis para uso de los laboratorios nacionales
de analisis de drogas.

El presente Manual se prepard teniendo en cuenta la resolucion 55/1 de la Comision
de Estupefacientes, de 2012, titulada ‘“Promocién de la cooperacion internacional
para enfrentar los problemas planteados por las nuevas sustancias psicoactivas”, en
que se alienta a la Oficina de las Naciones Unidas contra la Droga y el Delito y a
otras organizaciones internacionales pertinentes a que, previa peticion, presten asis-
tencia técnica a los Estados Miembros, incluso respaldando su capacidad en la esfera
forense y toxicoldgica, para responder a los problemas que plantean las nuevas
sustancias psicoactivas.

De conformidad con el objetivo general de la serie, en este manual se presentan
técnicas que pueden ayudar a los analistas de drogas a escoger los métodos apro-
piados para la muestra objeto de examen y proporcionar datos adecuados al fin que
se persigue, dejando también un margen para la adaptacion al grado de sofisticacion
de los diferentes laboratorios y a los distintos requisitos legales. La mayoria de los
métodos presentados en este manual son métodos validados, que se han utilizado
durante afios en laboratorios de renombre, asi como en estudios interlaboratorios,
ejercicios en colaboracion y controles de competencia. No obstante, el lector debe
tener presente que existen otros métodos, como los descritos en las publicaciones
de la ciencia forense, que también pueden producir resultados aceptables. Todo
nuevo método que se vaya a utilizar en un laboratorio debera validarse y/o
verificarse antes de que comience a utilizarse de modo habitual.

Existen también varios enfoques mas complejos, pero estos pueden no ser necesarios
en las aplicaciones operacionales de rutina. Por consiguiente, los métodos que aqui
se describen deben entenderse como una orientacion, y las ligeras modificaciones
que se efectuen para ajustarlos a las circunstancias locales no deberan menoscabar
la validez de los resultados. La eleccion de la metodologia y el enfoque del analisis,
asi como la decision de si se requieren o no métodos adicionales, competen al
analista y pueden depender también de la disponibilidad de instrumentacion ade-
cuada y del grado de validez legal aceptable como prueba en la jurisdiccion en que
el analista realice su labor.

Se subraya asimismo la importancia capital de que los analistas de drogas dispongan
de materiales de referencia y libros sobre las drogas que son objeto de abuso y las
técnicas analiticas que se emplean para su identificacion. Ademas, el analista debe
mantenerse siempre al corriente de las tendencias en el andlisis de drogas, consul-
tando asiduamente las publicaciones actualizadas sobre ciencia forense y analitica.
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La Seccion de Laboratorio y Asuntos Cientificos de la UNODC agradecera toda
observacion que se le haga llegar en relacion con el contenido y la utilidad del
presente Manual. Los comentarios y sugerencias pueden dirigirse a:

Seccion de Laboratorio y Asuntos Cientificos

Oficina de las Naciones Unidas contra la Droga y el Delito
Centro Internacional de Viena

Apartado postal 500

1400 Viena

Austria

Fax: (+43-1) 26060-5967
Correo electronico: Lab@unodc.org

Todos los manuales, asi como las directrices y otras publicaciones cientifico-técnicas,
pueden solicitarse a la direccion de contacto arriba indicada.






2. Aspectos generales

2.1

Descripcion de compuestos puros

En el cuadro que figura a continuacion se presentan las estructuras y algunos datos
de las tres piperazinas de uso mas frecuente. En el cuadro 2 aparece una lista com-

pleta de las piperazinas.

Cuadro 1.

Descripcion de las piperazinas mas comunes

1-Bencilpiperazina (BZP)

Formula empirica:

Nuam. CAS:

Masa molecular:

indice de refraccién:

Densidad:

Aspecto fisico:

C, H_ N

117716 "2
2759-28-6
176,26 g/mol
1,5470
1,014 g/ml

Liquido de transparente a
amarillento

1-(3-Trifluorometilfenil)piperazina
(TFMPP)

FsC
@7
N NH
\__/

Férmula empirica:

Num. CAS:

Masa molecular:

indice de refraccién:

Densidad:

Aspecto fisico:

C,H,FN

11771373772

15532-75-9
230,23 g/mol
1,521

1,226 g/ml

Polvo blanco

1-(3-Clorofenil)piperazina (mCPP)

Cl

ase
N NH
/

Formula empirica:
Num. CAS:

Masa molecular:

indice de refraccién:

Densidad:

Aspecto fisico:

C,,H,;CIN,
6640-24-0

196,68 g/mol
1,598 a 1,600
1,19 a 1,195 g/ml

Liquido de transparente a
amarillento




Meétodos recomendados para la identificacion y el andlisis de las piperazinas

H H H HDO H L-1L-G109L ddOdNW / ddOdIN-€ euizesad1d(|1Us4IX0IDIN-€)-L
H H H H *HDO v-¥2-98€S€ ddO3INO / ddORIN-T euizesadid(|1usIx01BIN-2)-1
y "y Y y ‘y SYD osswnnN einieinaiqy unwod aiquiopn
pd
/\
SN ed
RS zd
H |1puagAxolpaua|iew-'s G-1G-£28SS dz9an euizesadid(|1DuagAxoipaus|iIBN-¥'E)-1
H *HD-*HD-ud €-61-12€S did-z euizesadid(]19]1u4-2)-1
H S*H® -16-88Z0¢€L dINL-€ euizesadid(jnawjiuall-g)-|
‘HD *HD-ud €-L1-vE0L dzaa euizesadid|puaqIa-v'L
*HD ‘HD-yd L-00-868VLE dzan euizesadidjaw-p-|pUSg-]
H *HD-yd 9-87-6SLC dz4 euizesadid|puag-|
H H 0-S8-0L1 eujzesadid
Y 'y SYD oswnn einjeinaiqy unwod aiquiopn

S|

seuizesadid seunbje ap uopdudsap A ediwinb einpnnsy "z oipen)



Meétodos recomendados para la identificacion y el andlisis de las piperazinas

I r r r r r r r r T T T T I T T

1g
HD

HD
HD

0-€V-£LS6€E
6-9/-€101
8-G¢-€lol
£-50-1710L
S-¢Z-€lol
€-€9-¢5¢e
0-Gl-110L
8-£€-C1C8¢E
0-7¢-0%799
8-¢e-c0cly
6-LE-VCVP60L
€-80-€6596¢€
-€0-98L LY
L-16-¢1S6€
L-L1-6S170€
6-9/-C€SS1
6-LE-7S8E
§-0€-ClZ8e

ddddow
dX-¥'C
dX-s'z
dX-¥'€
dX-€'C
dd4d / dd4-v
dd40 / dd4-T
dddd / ddd-t
ddow
ddD0 / dddT
dzd 9-2¢
dddINd / ddAIN-¥
dddNW / dddIN-€
dddINO / dd3IN-T
ddINdLd
ddINA1W / ddINAL
ddIN410
ddOdNd / ddOdIN-1

euizesadid
(j1doudouto)d-g)-p-(|1us4010[d-€)-1

eujzesadid(|luaynawiq-v'z)-1
euizesadid(j1usy|awIa-s'7)-1
euizesad d(|1usy|awIa-7'e)-1
euizesadid(|1uay|nawiq-£'z)-L
eujzesadid(jiusjoion|4-y)-|
euizesadid(jluajoion|4-g)-1
euizesadid(jlusj;oioD-y)-1
euizesadid(jiuajoioD-€)-1
euizesadid(|lusjolo|D-7)-1
euizesadid(|1pDuaqixo}dwip-g‘z-owoig-y)-|
euizesadid|luandN-¥
euizesadid|Iua|IdIN-€
euizesadid[lUs41IBN-T
euizesadid(jiua|irowolon|iul-p)-1
euizesadid(jiuay|1}owoIoN 4L -€)-1
euizesadid(jluaj|3owoioNn|14]-2)-1

euizeladid(|IUS4IX0IN-1)-1




8 Meétodos recomendados para la identificacion y el andlisis de las piperazinas

2.2 Usos licitos

La I-bencilpiperazina (BZP) y las otras piperazinas sustituidas que se enumeran en
los cuadros 1 y 2 no tienen actualmente ningiin uso farmacéutico ni humano ni
veterinario en ningun pais, aunque la piperazina misma se utiliza como antihelmin-
tico. Los derivados de las piperazinas sirven de precursores o intermediarios en la
sintesis de numerosos compuestos farmacéuticamente activos, entre ellos la cipro-
flaxina, los antibidticos del grupo de las quinolonas, las fenotiazinas, el sildenafilo,
el tadalafilo y los antihelminticos [6, 7, 8, 9].

Entre las piperazinas sustituidas que se han utilizado ilicitamente, la mCPP es un
precursor sintético en la produccion de los antidepresivos trazodona, nefazodona y
etoperidona [10, 11] y un metabolito activo de estos. La 1-(3,4-metilenedioxybencil)
piperazina (MDBZP) es un metabolito del farmaco nootrdpico fipexida, ahora reti-
rado del comercio, y la 1-(4-metoxifenil)piperazina (MeOPP) es un metabolito
conocido de varios medicamentos de venta con receta, como la enciprazina, la
milipertina y el urapidil [11].

2.3 Situacion relativa a la fiscalizacion

Ninguna de las piperazinas sustituidas con bencilos o fenilos que figuran en el
presente Manual aparece en las Listas del Convenio sobre Sustancias Sicotropicas
de 1971 de las Naciones Unidas. Sin embargo, muchos paises han implantado medi-
das nacionales de fiscalizacion de algunas piperazinas. Por ejemplo, en los Estados
Unidos la BZP fue clasificada como sustancia fiscalizada de la Lista 1 en 2002,
mientras que el Observatorio Europeo de las Drogas y las Toxicomanias (EMCDDA)
propuso la inclusiéon de la BZP entre las sustancias objeto de fiscalizacion en la UE
tras finalizar una evaluacion del riesgo en 2008. La I1-(3-clorofenil)piperazina
(mCPP) no esta sujeta a fiscalizacion internacional, porque se utiliza en la sintesis
de farmacos, y tampoco se ha sometido a una evaluacion del riesgo en el sistema
de la UE, aunque varios paises europeos han implantado por su cuenta medidas de
fiscalizacion [12]. En una reunion reciente del Comité de Expertos en Farmacode-
pendencia de la OMS, se sometieron a examen preliminar varios miembros de la
familia de las piperazinas (BZP, TFMPP, mCPP, MeOPP y MDBZP) [11].

2.4 Productos y usos ilicitos

Los polvos a granel utilizados en las formulaciones de las piperazinas pueden adqui-
rirse facilmente de proveedores comerciales tanto en China como en la India.
El material a granel se rebaja luego con azucares y/u otras drogas antes de trans-
formarlo en céapsulas y tabletas, que tienen precios parecidos a los del éxtasis.
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La BZP suele encontrarse en forma de tabletas blancuzcas o de colores, que a
menudo llevan marcas impresas similares a las de las tabletas de MDMA vy, de
hecho, se venden con frecuencia como “éxtasis”. Las concentraciones tipicas de
BZP en estas formulaciones varian entre 50 y 200 mg. En las tabletas incautadas
se han encontrado concentraciones de mCPP de entre 90 y 110 mg [13]. EI producto
incautado contiene a menudo una mezcla de piperazinas sustituidas rebajadas con
cafeina, y suele contener también sustancias sometidas a fiscalizacion, como MDMA,
cetamina o anfetamina [4, 14].

Las piperazinas se ingieren normalmente como tabletas o cépsulas. Sin embargo,
tras un uso prolongado, es frecuente que se desee una respuesta mas rapida a la
droga, y ello se obtiene por lo general fumandola, inhalandola o, mas raramente,
mediante su inyeccidon. La inhalaciéon y la inyeccion tienen efectos secundarios
desagradables, como ardor en las vias nasales, en el caso de la primera, y una
sensacion de ardor general, en el de la segunda. Estos efectos se deben a que las
formulaciones de las piperazinas suelen ser sumamente cdusticas (un pH de 12).
Por este motivo, es comun que se consuma alcohol o alguna otra droga junto con
la piperazina para reducir al minimo esos efectos adversos. Esta clase de drogas
parece atraer a una importante poblacion de nuevos usuarios de drogas, lo que puede
deberse a la percepcion de que se trata de una droga segura y legal. Los consumi-
dores de piperazinas sustituidas parecen ser mas propensos a utilizar cocteles de
distintas drogas que los usuarios del MDMA, vy, segun los informes, el alcohol, el
cannabis y los cannabinoides sintéticos son las drogas que con mads frecuencia se
utilizan en esas combinaciones [8, 15, 16, 17].

2.5 Farmacologia

La mayoria de los estudios farmacoldgicos de las piperazinas se han centrado en
la BZP y han indicado que simula el comportamiento de la d-anfetamina, con un
10 % de su potencia. Los informes sefalan que la BZP tiene un potencial de abuso
y dependencia parecido al de la anfetamina y causa un efecto de estimulo, aumen-
tando el ritmo cardiaco y la presion sistolica. Ademas, los resultados de estudios
en animales demuestran que este compuesto estimula la liberacion de dopamina,
serotonina (5-HT) y noradrenalina e inhibe su reabsorcion [17].

Los estudios de mezclas de BZP y TFMPP (realizados porque estas sustancias se
encuentran a menudo en combinacion) han revelado que se libera tanto dopamina
como serotonina por mecanismos que dependen de sus transportadores [18]. Se
ha sefialado que las combinaciones de BZP y TFMPP, en proporciones que van
de 2:1 a 10:1, simulan el mecanismo molecular de la MDMA, causando efectos
corporales entactogenos parecidos, lo que las convierte en un popular sustituto de
la MDMA [17, 19, 20].
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Si bien faltan estudios detallados sobre muchos de los derivados de las piperazinas,
se han hecho algunas investigaciones sobre la mCPP, la MDBZP y la pMeOPP,
aunque referentes principalmente al metabolismo y no a los efectos toxicologicos
[21]. Se ha sefialado que el sindrome de la serotonina, que produce sintomas tales
como ansiedad, mareo, confusion, escalofrios y sensibilidad a la luz y el ruido,
puede ser consecuencia del consumo de mCPP [4]. Estudios realizados en animales
han indicado que las dosis elevadas de BZP/TFMPP provocan ataques epilépticos
en las ratas. En cuanto al ser humano, se han notificado altas tasas de reacciones
adversas, con inclusion de toxicidad grave y ataques epilépticos, tras el consumo
de pildoras de BZP/TFMPP dentro del rango del uso recreativo, con y sin ingestion
simultanea de alcohol [22, 23, 24, 25].



3. Fabricacién ilicita de piperazinas

3.1 Fabricacion ilicita

La sintesis de BZP entrafia la reaccion de piperazina con cloruro de bencilo.
Sin embargo, si se emplea piperazina en forma de base libre, la reaccion produce
1,4-dibencilpiperazina (DBZP) como subproducto. El procedimiento indicado en la
figura I, que utiliza una mezcla de piperazina.HCl y hexahidrato de piperazina, no
genera el compuesto dibencilado [26]. La reaccion a 65 °C produce la sal mono-
hidrocloruro, que al enfriarse y tratarse con HCI forma la sal dihidrocloruro. La base
libre puede aislarse aumentando el pH (> 12) y aplicando la extraccion con cloro-
formo. La sintesis es sencilla y rapida, y tienen un rendimiento muy alto (84 %
a 85 %). El rendimiento de la reaccion puede aumentarse al 95 % a 96 %, y los
productos secundarios de la reaccion, incluida la 1,4-dibencilpiperazina (DBZP),
pueden reducirse si se utiliza un método basado en microondas en que la transfor-
macion de la energia de las microondas en calor eleva las tasas de reaccion y el
rendimiento [27].

Figura I. Sintesis de 1-bencilpiperazina (BZP)

65 °C

/ \ PhCHZCI EtOH
HN NH
_/

k/NH HCI

H
/\ EtOH, HCI
—>
K/NH HCl NH HCI

(T

/\ aq. NaOH
K/
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Hay varias vias para la sintesis de 1-(3-clorofenil)piperazina (mCPP), la mas comin
de las cuales es la reaccion de dietanolamina con m-cloroanilina. Otros métodos se
basan en la reaccion de m-cloroanilina con bis(2-cloroetil)amina, o en la reaccion
de piperazina con m-diclorobenceno. Al igual que en el caso de la BZP, las vias de
sintesis convencionales son sencillas y producen altos rendimientos (84 % a 86 %)
[2, 28, 29, 30]. No obstante, es poco probable que la BZP, la TFMPP o la mCPP
que se encuentran en productos ilicitos hayan sido sintetizadas en laboratorios clan-
destinos, porque estos compuestos y sus precursores pueden obtenerse facilmente
en el comercio. De hecho, son pocos los laboratorios clandestinos de piperazina que
se han descubierto hasta ahora; el mas reciente del que hay constancia escrita se
descubri6 en Colorado (Estados Unidos) en 2008 [29].



4. Analisis cualitativo y cuantitativo
de los materiales que contienen
piperazinas

Por lo general, cuando se intenta establecer la identidad de una droga sometida a
fiscalizacion en un material sospechoso, el enfoque analitico debe comprender la
determinacion de al menos dos parametros no correlacionados, uno de los cuales
debe proporcionar informacion sobre la estructura quimica del analito (por ejemplo,
rayos infrarrojos, espectrometria de masas (EM), o métodos acoplados tales como
la cromatografia en fase gaseosa-espectrometria de masas (CG-EM)).

Es un hecho reconocido que la seleccion de esos parametros en cada caso particular
debe basarse en la droga de que se trate y los recursos de laboratorio de que dis-
ponga el analista. También se acepta que los requisitos propios de las diferentes
jurisdicciones pueden dictar las practicas que se apliquen efectivamente en un labo-
ratorio determinado.

4.1 Muestreo

La principal razon por la que se aplica un procedimiento de muestreo es para obtener
un analisis quimico exacto y util. Debido a que la mayoria de los métodos cualita-
tivos y cuantitativos utilizados en los laboratorios forenses para el analisis de drogas
requieren alicuotas de material muy pequefas, es de vital importancia que esas
pequenas alicuotas sean representativas de la masa de la que se hayan extraido.
El muestreo debe realizarse con arreglo a los principios de la quimica analitica
establecidos, por ejemplo, en las farmacopeas nacionales o por organizaciones inter-
nacionales o regionales. Los aspectos generales del muestreo cualitativo con toma
de muestras de varias unidades pueden consultarse en el manual sobre las directrices
para el muestreo representativo de drogas titulado Guidelines on Representative
Drug Sampling.

http://www.unodc.org/unodc/en/scientists/publications _manuals.html.

Cuando se trate de material incautado con caracteristicas externas claramente dife-
rentes, un método de muestreo basado en ¢l modelo de Bayes puede ser preferible
al enfoque hipergeométrico.

13
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4.2 Solubilidad

Las propiedades de solubilidad consignadas en el cuadro 3 a continuacion pueden
utilizarse para separar las piperazinas de los diluyentes y los adulterantes [31].
Por ejemplo, el éter o la acetona pueden servir para separar la BZP de la 3-MeOPP
y la 2-MeOPP, ya que ninguno de estos dos compuestos es muy soluble en éter o
acetona. La BZP es también insoluble en agua, y esta propiedad podria emplearse
para separarla de las sales clorhidrato.

Compuesto: | Acetona | Cloroformo | Eter | Hexano | Metanol | Agua
BZP MS PS LS MLGS S I
TFMPP.HCI LGS S MLGS I LS MS
2-MeOPP.HCI I LS MLGS I LS MS
3-MeOPP.2HCI I MLGS MLGS I S MS
4-MeOPP.2HCI1 | MLGS LS 1 I LS LS

Cuadro 3. Solubilidad de algunas piperazinas [32]

Término descriptivo Partes de disolvente necesarias por
cada parte de soluto
Muy soluble (MS) Menos de 1
Libremente soluble (LS) De 1a 10
Soluble (S) De 10 a 30
Poco soluble (PS) De 30 a 100
Ligeramente soluble (LGS) De 100 a 1.000
Muy ligeramente soluble (MLGS) De 1.000 a 10.000
Insoluble (I) Mas de 10.000

4.3 Ensayos presuntivos

Un ensayo presuntivo es una prueba preliminar que se utiliza para indicar o descartar
la presencia de una clase o un grupo de drogas. También tiene la funcién de reducir
el alcance del analisis y de focalizarlo. La evaluacion de los resultados indica las
nuevas pruebas que pueden conducir a la confirmacién de la identidad de la sustancia
desconocida.
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4.3.1 Pruebas colorimétricas

Las pruebas colorimétricas o pruebas rapidas se utilizan en el andlisis forense de
drogas para obtener una indicacion presuntiva rapida de la posible presencia o
ausencia de una determinada droga o clase de drogas en la muestra en cuestion.
El color obtenido en cada prueba particular puede variar en funcién de las condi-
ciones del ensayo, la cantidad de sustancia presente y los materiales extrafios que
contenga la muestra. Para efectuar una prueba colorimétrica se coloca una pequeia
cantidad de la muestra en la cavidad de una placa de gotas, se afiade una pequeia
cantidad del reactivo de que se trate y se observa si se produce algin cambio de
color. Los reactivos de las pruebas colorimétricas deben ponerse a prueba con sus-
tancias conocidas cuando se preparan, y al efectuar la prueba de la muestra debe
ejecutarse también un ensayo en blanco para excluir los falsos positivos.

Muchas de las pruebas colorimétricas son inespecificas y sirven para comprobar
(o excluir) la presencia de una amplia variedad de compuestos. Sin embargo, otras
reacciones colorimétricas pueden ser mas especificas y demostrar la presencia o
ausencia de ciertos grupos funcionales. Aplicando una serie de pruebas colorimétri-
cas diferentes a la muestra de una sustancia desconocida, el analista puede descartar
posibilidades y aproximarse asi a la posible identidad del compuesto o los com-
puestos presentes. El analista debe necesariamente confirmar esos resultados
mediante otras técnicas. A continuacion figura informacion sobre la preparacion de
los distintos reactivos, y en el cuadro que sigue se indican los cambios de color
observados con diferentes cantidades de las distintas piperazinas sometidas a ensayo.

a) Reactivo de Marquis [33]:

Reactivo A: Solucién de formaldehido al 40 %
Reactivo B: Acido sulfarico (conc.)

Meétodo

Meézclese 1 gota de solucion de formaldehido con 1 ml de 4cido sulftirico
concentrado. Coldquese la muestra en la depresion de una placa de gotas y
aflddanse 3 gotas de los reactivos mezclados.

b) Reactivo de Simon [33]:

Reactivo A: Solucién acuosa de carbonato sédico al 20 %
Reactivo B: Solucion de acetaldehido etanolico al 50 %
Reactivo C: Solucién acuosa de nitroprusiato sodico al 1 %
Método

Los reactivos preparados deben almacenarse por separado en recipientes refri-
gerados. Coloquese la muestra en la depresion de una placa de gotas y afiadase
1 gota del reactivo A, seguida de cantidades equivalentes del reactivo B y luego
del reactivo C.
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¢) Reactivo de Dragendorff [33]:

Reactivo A: Subnitrato de bismuto (1 g)
Reactivo B: Acido clorhidrico (conc.)
Reactivo C: Amoniaco (25 %, aq)
Reactivo D: Yoduro potasico (3 g)
Reactivo E: Acido acético (70 %, aq)

Metodo

Disuélvase 1 g de subnitrato de bismuto en una pequeiia cantidad de HCI
concentrado. Afiddanse gotas de solucion acuosa de amoniaco al 25 % hasta
que cese la formacion de precipitado. Filtrese y consérvese el precipitado, lavese
con agua y luego disuélvase en 1 ml de HCI concentrado. Preparese una solu-
cion de 3 g de yoduro potasico en 1 ml de agua, y afadase a la solucion del
precipitado. A la solucion resultante afiddanse 48 ml de una solucion acuosa
de acido acético al 70 %. Coloquese la muestra en la depresion de una placa
de gotas y afiddanse 3 gotas del reactivo.

Interpretacion de las pruebas colorimétricas

Al interpretar los resultados de una prueba colorimétrica, el analista debe tener
presentes dos cosas:

1. ;Se observa un color?
2. (Qué significado tiene el color (o la ausencia de este)?

Cuadro 4. Resultados de las pruebas colorimétricas de las piperazinas [33, 34]

Compuesto Marquis H,SO, Simon Dragendorff
Conc.

Muestra 3 mg 10 mg 10 mg 3 mg 10 mg 3 mg 10 mg

BzP Precipi- Precipi- Precipi- Azul Azul Precipi- | Precipi-
tado tado tado palido intenso | tado tado
entre entre entre rojo rojo

blanco y | blanco y | blanco y
marrén marrén verde
verdoso | verdoso | oscuro

con con con
emana- | emana- |emana-
cion de cién de | cion de
gases gases gases

2-MePP No No se ha | No se ha | Azul Azul Precipi- | Precipi-
reac- sometido | sometido tado tado

ciona a ensayo | a ensayo rojo rojo
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Compuesto Marquis H,S0, Simon Dragendorff
Conc.
Muestra 3 mg 10 mg 10 mg 3 mg 10 mg 3 mg 10 mg
3-MePP No No se ha | No se ha | No No No se No se
reac- sometido | sometido | reac- reac- ha ha
ciona a ensayo | a ensayo | ciona ciona some- some-
tido a tido a
ensayo | ensayo
4-MePP No No se ha | No se ha | No No No se No se
reac- sometido | sometido | reac- reac- ha ha
ciona a ensayo | a ensayo | ciona ciona some- some-
tido a tido a
ensayo | ensayo
2-MeOPP No Color Color Azul Azul Precipi- | Precipi-
reac- rosado rosado palido tado tado
ciona gradual | gradual rojo rojo
4-MeOPP No Eferves- | Eferves- Azul Azul Precipi- | Precipi-
reac- cencia cencia sin | palido tado tado
ciona sin cambio rojo rojo
cambio de color
de color
3-CPP/ No Eferves- | Eferves- No No Precipi- | Precipi-
mCPP reac- cencia cencia sin | reac- reac- tado tado
ciona sin cambio ciona ciona rojo rojo
cambio de color
de color
3-CPP. HCl/ | Eferves- | Eferves- | Eferves- De Azul, Precipi- | Precipi-
mCPP.HCI cencia cencia cencia sin | morado | cam- tado tado
sin sin cambio claro a | biando | rojo rojo
cambio cambio de color azul lenta-
de color | de color mente
a
amarillo
4-CPP HCl | Eferves- | Eferves- | Eferves- De Azul, Precipi- | Precipi-
cencia cencia cencia sin | morado | cam- tado tado
sin sin cambio claro a | biando | rojo rojo
cambio cambio de color azul lenta-
de color | de color mente
a
amarillo
3-TFMPP Precipi- Precipi- Precipi- No Azul Precipi- | Precipi-
tado tado tado reac- tado tado
entre entre blanco, ciona rojo rojo
blanco y | blancoy | con
marrén marrén emana-
palido palido cion de
gases
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Cuadro 4. (continuacion)

Compuesto Marquis H,SO, Simon Dragendorff
Conc.
Muestra 3 mg 10 mg 10 mg 3 mg 10 mg 3 mg 10 mg
2-TFMPP Precipi- Precipi- Precipi- No Azul Precipi- | Precipi-
tado tado tado reac- tado tado
entre entre blanco ciona rojo rojo
blanco y | blanco y
marrén marrén
palido palido
4-TFMPP Color Color Eferves- No Azul Precipi- | Precipi-
rojo rojo cencia sin | reac- tado tado
pardusco | pardusco | cambio ciona rojo rojo
gradual | gradual | de color
2-FPP Eferves- | Eferves- | Eferves- De Azul, Precipi- | Precipi-
cencia cencia cencia sin | morado | cam- tado tado
sin sin cambio a azul biando | rojo rojo
cambio cambio de color lenta-
de color | de color mente
a
amarillo
4-FPP Eferves- | Eferves- | Eferves- Azul Azul, Precipi- | Precipi-
cencia cencia cencia sin cam- tado tado
sin sin cambio biando | rojo rojo
cambio cambio de color lenta-
de color | de color mente
a
amarillo
Metanfeta- | Marréon No se ha | No se ha | Azul No se Precipi- | No se
mina HCI anaran- | sometido | sometido ha tado ha
jado a ensayo | a ensayo some- rojo some-
tido a tido a
ensayo ensayo
MDMA HCI | Negro No se ha | No se ha | Azul No se Precipi- | No se
sometido | sometido ha tado ha
a ensayo | a ensayo some- rojo some-
tido a tido a
ensayo ensayo
Dimetilan- | Marrén No se ha | No se ha | No No se Precipi- | No se
fetamina. sometido | sometido | reac- ha tado ha
HCl a ensayo | a ensayo | ciona some- rojo some-
tido a tido a
ensayo ensayo
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Notas analiticas

Reactivo de Marquis

Este reactivo produce cambios de color en un gran nimero de compuestos hete-
rociclicos. Sin embargo, como el componente de acido sulfurico de este reactivo
produce cambios de color también por si solo, es esencial incluir en el ensayo
una muestra de control con &cido sulfurico (3 gotas).

Con los compuestos del tipo de la BZP, el reactivo de Marquis da resultados
negativos o una coloracion débil. En la mayoria de los compuestos, los resultados
son muy parecidos a los de la muestra de control con acido sulfdrico. A efectos
de comparacion, el reactivo produce un intenso color rojo anaranjado con las
anfetaminas, mientras que los compuestos del tipo de la MDMA dan un color
negro azulado.

Reactivo de Simon

El color azul indica la presencia de una amina secundaria, y en algunas piperazinas
el color cambia gradualmente de azul a amarillo. El reactivo de Simon es menos
sensible a los compuestos del tipo de la BZP que a drogas tales como la metan-
fetamina o la MDMA, por lo que el resultado quedard oculto si estan presentes
también estas sustancias.

El uso del reactivo de Simon por si solo no permite diferenciar la metanfetamina
o la MDMA de las piperazinas, pero la combinacién del reactivo de Marquis con
el de Simon puede ser eficaz para distinguir algunas piperazinas de la metanfe-
tamina o la MDMA sobre el terreno.

Reactivo de Dragendorff

Un precipitado de color naranja, rojo anaranjado o marrén anaranjado indica la
presencia de una base alcaloide, y las aminas terciarias suelen arrojar un resultado
fuertemente positivo. Los resultados con las piperazinas, aunque positivos, no son
tan marcados como el que se obtiene con la dimetilanfetamina.

4.4 Pruebas microcristalinas

Las pruebas microcristalinas son pruebas de precipitacion quimica rapidas y sencillas
de realizar, sumamente sensibles, y que requieren solo una pequeia cantidad de mues-
tra. Se utilizan para identificar un compuesto o para determinar su isdémero optico.

Estas pruebas entrafian la formacion de cristales a raiz de la reaccion del compuesto
en estudio con un reactivo. Los cristales resultantes se analizan mediante un micros-
copio de luz polarizada y comparandolos con material de referencia. Ocasionalmente
puede ser dificil obtener una correspondencia exacta entre la muestra y el material
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de referencia si, por ejemplo, estan presentes otras sustancias que causan la defor-
macion de los cristales.

Las pruebas microcristalinas pueden realizarse de las siguientes formas:

4.4.1

Adicion directa: En el portaobjetos de un microscopio se coloca una porcion
de la muestra en polvo y, cerca de ella, una gota del reactivo. La muestra
y el reactivo se unen luego utilizando una varilla de vidrio.

Ejemplo: La prueba para detectar la presencia de cafeina con cloruro de
oro (5 %) en acido fosforico diluido.

Mezcla en solucion: Primero se disuelve una porcion de la muestra en
polvo en un disolvente (a menudo directamente sobre el portaobjetos del
microscopio). Luego se coloca junto a ella una gota del reactivo, que se
introduce lentamente en la solucién con ayuda de una varilla de vidrio.

Ejemplo: La disolucion de una pequeia cantidad de una muestra de cocaina
directamente en acido acético al 20 %, seguida de la adicion de cloruro de
oro (5 %).

Pruebas de la volatilidad o en gota pendiente: Esta técnica depende de la
volatilidad del compuesto sometido a ensayo y se aplica sobre todo para
determinar los isémeros opticos de las aminas, particularmente la anfeta-
mina y la metanfetamina.

Ejemplo: En una placa de gotas se coloca una pequeiia cantidad de muestra,
a la que se aflade una gota de base. Luego se deposita una gota del reactivo
del ensayo en un cubreobjetos, y este se coloca invertido sobre la depresion.
Después de 5 a 10 minutos en reposo, se observan los cristales que se han
formado.

Prueba microcristalina para el andlisis de piperazinas
(bromuro platinico en acido sulfurico)

Reactivo

Disuélvase 1 g de cloruro platinico (H,PtCl-6H,0) en 1,7 ml de HBr (40 %).
Disuélvase hasta los 20 ml con 2 partes de acido sulfurico concentrado y 3 partes

de agua.

Método

Anadase

reactivo a una gota acuosa de la solucion sometida a ensayo y hagase

€vaporar.
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Cuadro 5. Resultados de las pruebas microcristalinas de piperazinas con
bromuro platinico en acido sulfurico [31]

Compuesto Cristal producido
BZP Cristales rectangulares con extremos dentados
TFMPP Aceites, luego grupos de varillas que parten de un nucleo

central (manojo de varillas) (supercrecimiento en forma de
corbata pajarita)

2-MeOPP Grupos de varillas (hojas anchas/varillas que parten de un
nucleo)

3-MeOPP Cruces con bordes en peine

4-MeOPP Cristales de tipo romboidal (varillas/placas con bordes rugosos)

4.4.2 Pruebas microcristalinas para el analisis de piperazinas
(cloruro de mercurio)

Reactivo

Solucion acuosa de cloruro de mercurio (10 g/1).

Método

Meézclese una alicuota (10 pl) de la solucion sometida a examen (1 g/l) con 10 pl
del reactivo sobre una lamina de vidrio. Con una pipeta de plastico, promuévase la
nucleacion y la formacién de cristales [35].

Resultados
La BZP forma placas cuadradas planas y transparentes, como se puede observar en

la figura II, mientras que la TFMPP produce un precipitado blanco sin formacion
de cristales.
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Figura Il. Prueba microcristalina de la BZP con cloruro de mercurio [36]

4.5 Cromatografia en capa delgada (CCD)

La cromatografia en capa delgada es una técnica de uso comun para la separacion
e identificacion de drogas ilicitas. Es barata, rapida, sensible (requiere cantidades
de analito inferiores a 1 mg), flexible en la seleccion de las fases estacionaria y
movil, y aplicable a una gran variedad de sustancias, en forma de base y de sal,
desde los materiales mas polares hasta los apolares.

Placas de la CCD (fases estacionarias)

Revestimiento: Capa de gel de silice de 0,25 mm de grosor con un indicador inerte
que produce fluorescencia en respuesta a la luz ultravioleta de 254 nm de longitud
de onda (gel de silice GF254).

Tamarios tipicos de las placas: 20x20 cm; 20x10 cm; 10x5 cm (esta ultima debe
utilizarse con el lado de 10 cm inmerso verticalmente en la cubeta).

Las placas preparadas por el analista deben activarse antes de su uso calentandolas en
un horno a 120 °C durante un tiempo minimo de 10 a 30 minutos. A continuacion se
almacenan en un desecador libre de grasa, sobre gel de silice. La activacion térmica
no es necesaria en el caso de las placas revestidas disponibles en el mercado.
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Sistemas eluyentes

Preparese el sistema eluyente de desarrollo (sistema A, B, C, D o E, segun se indica
en el cuadro 6) con la mayor exactitud posible, utilizando pipetas, dosificadores y
tubos graduados [33]. Dé¢jese el sistema cluyente en la cubeta de CCD por un
tiempo suficiente para que se alcance la saturacion en fase vapor antes del analisis
(en las cubetas revestidas con papel adsorbente, este proceso tarda 5 minutos
aproximadamente).

Cuadro 6. Sistemas eluyentes y métodos de visualizacion para el andlisis de

las piperazinas por CCD [33]

Sistema Disolventes Proporciones de los Método de
disolventes visualizacion
(en cocientes)
A 2-butanona 13 Luz ultravioleta
dimetilformamida 0,9
amoniaco acuoso (25 %) 0,1
B 2-propanol 95 Reactivo de
amoniaco acuoso (25 %) 5 Dragendorff
C acetona 20 Reactivo de Simon
tolueno 10
amoniaco acuoso (25 %) 1
D metanol 100 Reactivo de
amoniaco acuoso (25 %) 1,5 yodoplatinato
E 1-butanol 2 Yodo-metanol (1 %)
acido acético 1
agua 1

Métodos de visualizacion

A.

B.

Luz ultravioleta

Reactivo de Dragendorff

Preparese como se describe en la seccion 4.3.1.c.

Reactivo de Simon (modificacion del reactivo utilizado en la
seccion 4.3.1.b)

Preparense las soluciones A (solucion acuosa de carbonato sodico al 20 %)
y B (soluciéon acuosa de nitroprusiato sodico al 1 %). Mézclense voliimenes
iguales de A y B y pulvericese la placa. Después de la pulverizacion,
expoéngase la placa a acetaldehido gaseoso.
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D. Reactivo de yodoplatinato

Solucion A: solucion acuosa de hexacloroplatinato de hidrogeno hexahi-
dratado al 10 %.

Solucién B: solucion acuosa de yoduro potésico al 4 %.

Mézclense las soluciones A y B con agua en proporciones de 1:25:24,
en volumen.

E. Solucion yodo-metanol al 1 % en masa/volumen

Siembra de la muestra y desarrollo

Apliquense en la cromatoplaca, como toques separados, partes alicuotas de 1 pl y
5 pl de la solucion de muestra, 2 pl de los patrones estandar y 2 pl de disolvente
(a modo de control negativo). La siembra debe efectuarse con cuidado para evitar
dafiar la superficie de la placa.

Notas analiticas

e El punto de partida de la siembra, es decir, la ‘linea de siembra’ debe encon-
trarse a por lo menos 2 cm del borde inferior de la placa.

e El espaciamiento entre las aplicaciones de la muestra (los toques) debe ser de
por lo menos 1 cm, y los toques no deben encontrarse a menos de 1,5 cm
de los bordes laterales de la placa.

e Para evitar las manchas difusas durante el desarrollo, el tamafno de los toques
de muestra debe ser lo mas pequefio posible (2 mm); ello se logra aplicando
las soluciones en partes alicuotas y no en una sola descarga.

e Déjense secar los toques e introdlzcase la placa en una cubeta saturada con
el eluyente (la saturacion de la fase vapor se logra revistiendo las paredes de
la cubeta con almohadillas o papel de filtro impregnados con el eluyente).

e Extraigase la placa de la cubeta de desarrollo lo antes posible una vez que el
eluyente haya alcanzado la linea de desarrollo (a 10 cm de la linea de partida)
marcada de antemano; de lo contrario, apareceran manchas difusas.

Visualizacion/deteccion

Las placas deben secarse antes de la visualizacion. El eluyente puede dejarse eva-
porar a temperatura ambiente o con ayuda de un dispensador de aire caliente. En
el segundo caso, debe tenerse cuidado de que ningiin componente de interés sea
térmicamente labil. Para el revelado correcto de los colores es importante que se
elimine de la placa toda traza de amoniaco u otras bases.
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Interpretacion

Tras la visualizacion, marquense las manchas (por ejemplo, con un lapiz) y calcu-
lense los valores del factor de retardo (R).

Distancia de migracion: desde el origen hasta el centro de la mancha

Cuadro 7. Datos de CCD de las piperazinas [33]

Distancia de desarrollo: desde el origen hasta el frente de disolvente

Sistema de desarrollo (R)

Compuesto
A B C D E

BZP 0,03 0,15 0,13 0,25 0,66
2-TFMPP 0,11 0,41 0,36 0,33 0,8
mTFMPP 0,11 0,37 0,36 0,38 0,78
4-TFMPP 0,11 0,37 0,36 0,33 0,77
2-MeOPP 0,05 0,26 0,18 0,28 0,74
4-MeOPP 0,05 0,25 0,2 0,28 0,72
mCPP/3-CPP 0,11 0,38 0,37 0,32 0,77
4-CPP 0,07 0,3 0,3 0,27 0,77
2-FPP 0,12 0,4 0,36 0,28 0,74
4-FPP 0,07 0,3 0,25 0,24 0,74
Metanfetamina 0,09 0,37 0,32 0,21 0,76
Dimetilanfetamina 0,25 0,42 0,51 0,28 0,7
MDMA 0,09 0,36 0,32 0,21 0,74

Notas analiticas

misma placa.

* Los valores R, no siempre se pueden reproducir, debido a pequefios cambios
en la composicion y activacion de la placa, los sistemas eluyentes, la saturacion
de la cubeta o la distancia de desarrollo. Por lo tanto, los valores R. que se
proporcionan son indicaciones del comportamiento cromatografico de las
sustancias enumeradas.

e Es esencial que simultdneamente se analicen patrones de referencia en la

e Para los fines de la identificacién deben tomarse siempre en consideracion
tanto el valor R, como el color de los toques una vez que se hayan pulverizado
con los reactivos de visualizacién apropiados.




26

Meétodos recomendados para la identificacion y el andlisis de las piperazinas

4.6 Cromatografia en fase gaseosa (CG) con
detector de ionizacion de llama (CG-FID)

El instrumento de eleccion para la CG en la labor analitica de rutina es el croma-
tografo de gases de tubo capilar estrecho, con columnas de un diametro interno de

entre 0,2 y 0,32 mm.

4.6.1

Método cualitativo de CG-FID

Columna:

Condiciones del horno de CG:

Parametros de inyeccion:

Gas portador:

La columna se lleva inicialmente a una tempe-
ratura de 100 °C. Se mantiene isotérmica por
1 minuto, y luego la temperatura se eleva a
280 °C, a 25 °C/min, y se mantiene constante
por 3 minutos.

Columna de 5 % fenil/95 % metil silicona, de
10 m de longitud, 0,32 mm de didmetro
interno y pelicula de 0,52 pym de grosor

Modo: Split (50:1), 280 °C; volumen inyectado:
1l

Hidrégeno a 1,8 ml/min

Detector: Detector de ionizacion de llama (FID); tempera-
tura del detector: 280 °C
Cuadro 8. Tiempos de retencion relativa (TRR) de muestras disueltas
en metanol
Compuesto Tiempo de retencion relativa (TRR)

Dimetil sulfona
Metanfetamina
Dimetilftalato
BzP
TFMPP
MDMA
2-MeOPP
4-MeOPP
3-MeOPP

Cafeina

0,277
0,615
0,947
1,00 (4,212 min)
1,039
1,043
1,155
1,287
1,303
1,362
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4.6.2 Meétodo cuantitativo de CG
Solucion madre interna

Prepérese una soluciéon de 0,25 mg/ml de dimetilftalato en metanol.

Preparacion del patron estandar

Prepérese una solucion disolviendo aproximadamente 1,0 mg/ml de la piperazina
que se va a analizar en la soluciéon madre interna.

Preparacion de la muestra

Pésese con exactitud una cantidad de la muestra que se va a analizar en un matraz
volumétrico y rellénese hasta la marca con la solucién madre interna. Si es necesario,
diluyase la muestra hasta que la concentracion final sea aproximadamente la del
patron estandar.

Condiciones del horno de CG: La columna se lleva inicialmente a una tempe-
ratura de 130 °C. Se mantiene isotérmica por
1 minuto, y luego la temperatura se eleva a
200 °C, a 25 °C/min, y se mantiene constante
por 3 minutos.

Columna: Columna de 10 m de longitud, 0,32 mm de
didmetro interno y pelicula de 0,52 pm de
grosor

Fase: 5 % fenil/95 % metil silicona

Gas portador: Hidrégeno a 1 ml/min

Pardmetros de inyeccion: Split (50:1), 280 °C; volumen inyectado: 1 pl

Detector: Detector de ionizacion de llama (FID)

Resultados

Rango lineal: 0,050 a 1,206 mg/ml
Repetibilidad: DER inferior al 0,5 %
Coeficiente de correlacion: 0,999

Exactitud: Error inferior al 5 %
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Cuadro 9. Tiempos de retencién relativa (TRR) de muestras disueltas
en la solucién madre interna

Compuesto Tiempo de retencidn relativa (TRR)
Metanfetamina 0,472
2-MeOPP 1,279

BZP 1,00 (2,23)

TFMPP 1,073
3-MeOPP 1,506
Dimetilftalato 0,917
Cafeina 1,969
4-MeOPP 1,547

4.7 Cromatografia en fase gaseosa-
espectrometria de masas (CG-EM)

La CG-EM es una de las técnicas de uso mas comun para la identificacion de muestras
de drogas forenses. Como técnica acoplada, atina el poder de separacion y la sensi-
bilidad de la cromatografia en fase gaseosa con la especificidad del analito de una
técnica espectroscopica. Puede proporcionar datos espectrales sumamente especificos
sobre los distintos compuestos de una mezcla compleja sin aislamiento previo.

4.7.1 Método 1 de CG-EM [37]

Condiciones del horno de CG: La columna se lleva inicialmente a una tempe-
ratura de 100 °C. Se mantiene isotérmica por
5 minutos, y luego la temperatura se eleva a
290 °C, a 10 °C/min, y se mantiene constante
por 20 minutos.

Columna: Columna de 5 % fenil/95 % metil silicona, de
30 m de longitud, 0,25 mm de didmetro
interno y pelicula de 0,25 ym de grosor

Pardmetros de inyeccion: Splitless; volumen inyectado: 1 pl

Temperatura del inyector: 250 °C

Gas portador: Helio, 1,1 ml/min
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Detector: Modo de ionizacién: Impacto electronico (IE),
70 eV

Temperatura de la linea de transferencia:
290 °C

Temperatura de la fuente de iones: 200 °C

Pardmetros de la EM: Pardmetros de andlisis: Corriente iénica total
(TIC)

Rango de barrido: 30 a 350 uma

Cuadro 10. Tiempos de retencion (TR) y tiempos de retencion relativa (TRR) en
la CG de muestras disueltas en metanol

Compuesto TR CG TRR CG
4-FPP 13,37 0,97
2-MeOPP 14,85 1,08
1-Fenilpiperazina 13,75 1,00
3-MeOPP 16,47 1,20
3-FPP 13,71 1,00
4-MeOPP 16,15 1,17
2-FPP 12,77 0,93
2-CPP 14,64 1,06
3-CPP/mCPP 15,99 1,16
4-CPP 16,04 1,17
2,3-XP 15,26 1,11
3,4-XP 16,25 1,18
mTFMPP 14,65 1,07

2,5-XP 14,81 1,08
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Cuadro 10. (continuacion)

Compuesto TR CG TRR CG

2,4-XP 14,87 1,08
2-TFMPP 13,53 0,98
3-TMP 13,32 0,97
MBZP 13,05 0,95
BzP 13,10 0,95
MDBZP 17,32 1,26
2-PEP 15,00 1,09

Nota: Los tiempos de retencién relativa se calcularon a partir de los datos del cuadro 3 de la
referencia 37.

4.7.2 Meétodo 2 de CG-EM [38]

Condiciones del horno de CG: La columna se lleva inicialmente a una tempera-
tura de 80 °C. Se mantiene isotérmica por
4 minutos, y luego la temperatura se eleva a
280 °C, a 20 °C/min, y se mantiene constante
por 8 minutos. A continuaciéon la temperatura
se aumenta a 290 °C, a 20 °C/min, y se
mantiene constante por 11,5 minutos.

Columna: CG/EM Shimadzu QP2010 con una columna
HP5MS (de 30 m de longitud, 0,25 mm de
didmetro interno y pelicula de 0,50 pm de grosor)

Parametros de inyeccion: Modo: Splitless; temperatura de inyeccién:
225 °C, volumen inyectado 1 pl

Gas portador: Helio, 1 ml/min; presién: 9,5 psi

Detector: Modo de ionizacién: Impacto electrénico (IE),
70 eV

Temperatura de la linea transferencia: 300 °C

Temperatura de la fuente de iones: 230 °C
Parametros de la EM: Retardo del disolvente: 3 min.

Parametros de andlisis: Corriente iénica total (TIC)

Rango de barrido: 40 a 450 uma a 1 unidad/s
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Cuadro 11. Tiempos de retenciéon (TR) y tiempos de retencion relativa (TRR)
de muestras disueltas en metanol

Compuesto TR (min) TRR (min)
Quinolina 9,049 0,82
BZP 10,989 1,00
4-FPP 11,132 1,01
TFMPP 11,185 1,02
3-MePP 11,800 1,07
4-MePP 11,800 1,07
2-CPP 11,867 1,08
2-MeOPP 11,861 1,08
mCPP 12,600 1,15
4-MeOPP 12,639 1,15
4-CPP 12,639 1,15
Piribenzamina 13,941 1,27
DBZP 14,919 1,36

4.7.3 Método 3 de CG-EM [39, 40]

Preparacion de las muestras: Las muestras se disuelven en acetonitrilo.

Condiciones del horno de CG: La columna se lleva inicialmente a una tempera-
tura de 100 °C. Se mantiene isotérmica durante
1 minuto, y luego la temperatura se eleva a
180 °C, a 12 °C/min, y se mantiene constante
durante 2 minutos. A continuacién la tempera-
tura se aumenta a 200 °C, a 10°C/min, y se
mantiene constante durante 5 minutos.

Columna: CG/EM Agilent 7890A con columna capilar de
100 % trifluoropropil metil polisiloxano
(Rtx-200) (de 30 m de longitud, 0,25 mm de
didmetro interno y pelicula de 0,50 pm de
grosor)

Parametros de inyeccion: Modo: Splitless, 250 °C; volumen inyectado:
1l

Gas portador: Helio, 0,7 ml/min; presién: 10 psi




32 Meétodos recomendados para la identificacion y el andlisis de las piperazinas

Detector: Modo de ionizacién: Impacto electrénico (IE),
70 eV

Temperatura de la linea de transferencia:
280 °C

Temperatura de la fuente de iones: 230 °C

Temperatura de la interfaz: 250 °C

4.8 Cromatografia en fase gaseosa-deteccion por
rayos infrarrojos (CG-IRD) [39, 40]

Los adelantos recientes en la espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier
(EITF) y la cromatografia en fase gaseosa con columnas capilares han hecho posible
la fabricacion de instrumentos acoplados de CG-EITF. Esta técnica utiliza las pro-
piedades de la cromatografia en fase gaseosa con columnas capilares para vaporizar
y separar los distintos componentes de una muestra, a fin de determinar luego el
espectro infrarrojo en fase vapor de cada componente.

Preparacion de las muestras: Las muestras se disuelven en acetonitrilo.

Condiciones de funcionamiento de la CG-IRD

Condiciones del horno de CG: La columna se lleva inicialmente a una
temperatura de 100 °C. Se mantiene isotér-
mica por 1 minuto, y luego la temperatura
se eleva a 230 °C, a 20 °C/min, y se man-
tiene constante por 15 minutos.

Columna: CG Hewlett—Packard 5890 Serie Il con
columna capilar de 50 % fenil-50 % metil
polisiloxano (Rxi-50) (de 30 m de longitud,
0,25 mm de didmetro interno y pelicula de
0,5 ym de grosor)

Parametros de inyeccion: Modo: Splitless; volumen inyectado: 1yl
Gas portador: Helio a 0,7 ml/min; presion: 10 psi
Rango del infrarrojo 4.000 a 650 cm’

Resolucion 8 cm’

Deteccion: velocidad de barrido  Velocidad de barrido: 1,5 unidades/s
Celda de flujo del IRD: 280 °C

Temperatura de la linea de transferencia:
280 °C
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4.9 Cromatografia en fase liquida de alto
rendimiento (CLAR)

Ademas de la CG, la CLAR es otra técnica importante de separacion que se utiliza
en el analisis forense de drogas. La cromatografia de fase inversa es la de uso mas
comun para la detecciéon de drogas en materiales incautados, y la columna mas
universal y versatil es una columna de silice de octadecilo ligado (C18). Al selec-
cionar la columna deben tenerse en cuenta la longitud de esta, su didmetro, el tamafio
de las particulas, el tamafio de los poros y la carga de carbono. Como hay una
amplia variedad de fases estacionarias y moviles que el analista puede utilizar, todos
los métodos deben validarse y/o verificarse debidamente antes de su uso habitual.

4.9.1 Método 1 (cualitativo) de CLAR [37]

Preparacion de la muestra

Disuélvanse aproximadamente 10 mg de la muestra en 10 ml de una solucion de
HCI 20 mM en metanol, en proporciones de 1:1. Dilayase 1 ml de la soluciéon con

metanol hasta un volumen total de 10 ml. Filtrese con un filtro de membrana de
0,45 pm.

Columna: 4,6 mm (didmetro interno) x 250 mm, 5 uym, C18
termostatizada a 40 °C.

Fase movil: (A) Acetonitrilo
(B) Acido heptafluorobutirico 5mM
Se utilizé6 un programa de gradiente
0 min 18:82, AB
10 min  18:82, AB
25 min 28:72, A:B
50 min 30:70, A:B

Velocidad de flujo: 1 ml/min

Volumen de inyeccion: 10 ul

Deteccion: Haz de fotodiodos (PDA), 199 a 360 nm
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Cuadro 12. Tiempos de retenciéon (TR) y tiempos de retencion relativa (TRR)
respecto de la 1-fenilpiperazina de algunas piperazinas

Compuesto TR TRR
4-FPP 4,20 0,68
2-MeOPP 8,02 1,29
1-Fenilpiperazina 6,21 1,00
3-MeOPP 9,50 1,53
3-FPP 10,82 1,74
4-MeOPP 8,02 1,29
2-FPP 9,42 1,52
2-CPP 16,15 2,60
3-CPP/mCPP 19,03 3,06
4-CPP 19,38 3,12
2,3-XP 26,63 4,29
3,4-XP 22,26 3,58
4-TFMPP 31,66 5,10
2,5-XP 29,41 4,74
2,4-XP 30,83 4,96
TFMPP 30,06 4,84
3-TMP 573 0,92
MBZP 6,80 1,09
BZP 6,60 1,06
MDBZP 7,05 1,14
2-PEP 8,12 1,31

Nota: Los valores de los TR y los TRR se calcularon a partir de los datos del cuadro 3 de la refe-
rencia 37.
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4.9.2 Meétodo 3 (cualitativo y cuantitativo) de CLAR [31]

Preparacion de la muestra

Pésese con exactitud una cantidad de la muestra en un matraz volumétrico y diltiyase
con HCI en solucién 0,01 molar. Si es necesario, diliyase la muestra hasta que la

concentracion final se aproxime a la del patron estandar.

Condiciones de funcionamiento de la CLAR

Columna:

Fase movil:

4,6 mm x 250 mm, 10 ym, C18

86 % de tampon de fosfato de hexilamonio sédico
(NaHAP): 14 % de acetonitrilo.

Preparacién del tampon (4.000 ml de agua destilada,
10 g de hidréxido de sodio, 30 ml de acido fosférico
y 8 ml de hexilamina)

Velocidad de flujo: 1 ml/min

Volumen de inyeccion: 3 pl

Deteccion: UV, 210 nm
Resultados

Rango lineal: 0,051 a 0,508 mg/ml

Repetibilidad: DER inferior al 3 %

Coeficiente de correlacion: 0,9993

Exactitud: Error inferior al 5 %

Cuadro 13. Tiempos de retencién relativa (TRR) de algunas piperazinas

Compuesto TRR
2-MeOPP 1,0 (5,13 min)
BZP 0,45
3-MeOPP 1,10
4-MeOPP 0,87
TFMPP 5,11
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4.10 Electroforesis capilar (EC)

La electroforesis capilar es una técnica analitica que permite separar especies con
carga eléctrica sobre la base de su migracion, bajo la influencia de un campo eléc-
trico aplicado, por un capilar de silice fundido. En la seccion siguiente se presenta
un método de analisis cualitativo y cuantitativo de algunas piperazinas mediante
electroforesis capilar (EC).

4.10.1 Meétodo de EC (cualitativo y cuantitativo) [31]

Solucion madre interna

Preparese una solucion de hidrocloruro de tiamina en agua con una concentracion
de 0,2 mg/ml.

Preparacion del patron estandar

Preparese un patron estandar de aproximadamente 0,4 mg/ml disueltos en la solucion
madre interna.

Preparacion de la muestra
Pésese con exactitud una cantidad de la muestra y disuélvase con la soluciéon madre

interna. A continuacion, disuélvase la muestra con la solucion madre interna hasta
que la concentracion sea aproximadamente igual a la del patréon estandar.

Modo: Zona libre

Capilar: Capilar de silice fundido de 34 cm x 50 pm

Solucion amortiguadora: Tampén de fosfato de litio de 100 mM a un pH de 2,3
Detector: UV, 210 nm

Voltaje: 20 kV

Temperatura: 20 °C, enfriamiento por aire

Inyeccioén: Hidrodindmica, 50 mbar durante 2,5 s

Tiempo de ejecucion: 6 min

Tiempo de enjuague: 1 min
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Resultados

Rango lineal: 0,05 a 1,2 mg/ml
Repetibilidad: DER inferior al 3 %
Coeficiente de correlacion: 0,999

Exactitud: Error inferior al 5 %

Cuadro 14. Tiempos de migracion relativa (TMR)

Compuesto TMR
Tiamina 0,892
BZP 1,0 (3,525 min)
TFMPP 1,417
2-MeOPP 1,337
3-MeOPP 1,349
4-MeOPP 1,296

4.11 Espectroscopia infrarroja con transformada
de Fourier (EITF)

La EITF permite confirmar la identidad de una sustancia. Asi, es posible identificar
cada piperazina particular de forma inequivoca a partir de su espectro exclusivo.
En el caso de las sustancias en polvo en que un analisis cromatografico previo ha
indicado que son razonablemente puras, el espectro infrarrojo del polvo puede deter-
minarse directamente a partir de un disco de KBr, para su comparacion con el de
la base libre o la sal clorhidrica de una piperazina en particular. En el caso de las
tabletas, las cépsulas y las mezclas de polvos, se requerira un procedimiento de
extraccion para obtener la base libre en forma pura.

Notas analiticas

e En el método del disco de KBr se muele una muestra seca hasta convertirla
en un polvo muy fino y luego se mezclan unos 2 mg de la muestra en polvo
homogénea con 200 mg de KBr cuidadosamente secado y triturado. Después
de pulverizarla, la mezcla se comprime hasta transformarla en un disco fino
y transparente.

e El KBr debe ser de “calidad infrarroja” y debe secarse a 105 °C durante una
hora como minimo. Puede almacenarse en un desecador que contenga un
deshidratante potente (gel de silice) o dejarse en el horno y retirarse cuando
se necesite.
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Cuadro 15. Bandas espectrales infrarrojas caracteristicas de algunas piperazinas
(las muestras liquidas se analizaron como peliculas finas entre
placas de Nadl, y las sélidas, como discos de KBr; rango de barrido:
600 cm™ a 4.000 cm™) [33]

Sustancia Bandas infrarrojas caracteristicas (numero de onda, cm’')
BZP 698, 739, 1142, 1319, 1454
TFMPP 1120, 1163, 1319, 1354, 1450
2-TFMPP 1036, 1109, 1136, 1315, 1454
4-TFMPP 1068, 1109, 1244, 1325, 1614
2-MeOPP 748, 1028, 1240, 1450, 1500

BZP.2HCI 702, 748, 957, 1074, 1431

TFMPP.HCI 1120, 1165, 1321, 1352, 1589
4-MeOPP.2HCI 835, 1018, 1255, 1444, 1518
4-CPP.HCI 818, 1147, 1253, 1454, 1497
4-FPP.2HCI 845, 1165, 1228, 1423, 1512
2-FPP.HCI 764, 1149, 1209, 1252, 1500
3-CPP/mCPP.HCI 750, 945, 1253, 1489, 1595




5. Informacidon sobre las colecciones
de referencia

Hay pocas colecciones de referencia disponibles para la identificacion de los com-
puestos de piperazinas, y las que existen son caras. En Takahashi y otros se describe
un método para la creacion de una coleccion de ese tipo [37].

5.1 Espectrofotometria ultravioleta (UV)

Algunas piperazinas en solucién acuosa acida presentan maximos de absorbancia
en las siguientes longitudes de onda:

Cuadro 16. Datos de espectroscopia ultravioleta de algunas piperazinas [31]

Compuesto Absorbancia maxima (nm)
BZP 193
2-MeOPP 206
3-MeOPP 210
4-MeOPP 196
TFMPP 202

39
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5.2 Datos de CG-EM de algunas piperazinas

Los patrones de fragmentacion de algunas piperazinas se obtuvieron mediante ioni-
zacion por impacto electronico (IE) a una energia de 70 eV. Los iones se enumeran
segun su intensidad de pico en las condiciones experimentales utilizadas, en orden
decreciente.

Cuadro 17. lones caracteristicos del espectro de masas por impacto electrénico
de algunas piperazinas [33]

Sustancia lones caracteristicos (m/z)
BZP 91, 134, 56, 120, 176 (M*)
mTFMPP 188, 145, 172, 56, 230 (M*)
oTFMPP 188, 145, 172, 56, 230 (M*)
PTFMPP 188, 145, 172, 56, 230 (M*)
oMeOPP 150, 135, 120, 192 (M*)
pMeOPP 150, 135, 120, 192 (M*)
mCPP 154, 56, 196 (M*)
pCPP 154, 56, 196 (M")
oFPP 138, 122, 56, 180 (M*)

PFPP 138, 122, 56, 180 (M*)
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