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I. RESUMEN

Se desarroll6 una metodologia analitica para la cuantificacion de cocaina por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS) en un rango de
concentraciones de 5 pg/mL a 30 pg/mL. Tomando como referencia este intervalo de
concentraciones, se procedi6 a desarrollar como procedimiento alterno para la
cuantificacion de la misma sustancia, una metodologia empleando espectrofotometria
ultravioleta/visible (UV/VIS), con el objeto de comparar si los resultados derivados de
ambas metodologias arriban a los mismos valores y por lo tanto pueden emplearse

indistintamente.

Previo a realizar la comparacion de resultados de cuantificacion, se considero
necesario evaluar si el intervalo de trabajo de ambas metodologias desarrolladas satisfacia
los criterios de aceptacion para linealidad, exactitud y precision en términos de
repetibilidad. Esto con el fin primordial de demostrar desde etapas iniciales del estudio, que
las metodologias desarrolladas podian ser utilizadas en procedimientos de cuantificacion.
En el caso de obtener resultados desfavorables, debia considerarse nuevamente el intervalo

de trabajo.

En la fase de evaluacion, se demostré que la metodologia por espectrofotometria
ultravioleta/visible (UV/VIS) para la cuantificacion de cocaina, cumple con los criterios de
aceptacion para las caracteristicas de linealidad, exactitud y precision en términos de
repetibilidad. De la misma forma, la metodologia por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC/MS) demostrd que cumple con los criterios de aceptacion

anteriormente indicados.

Debido a que se cumplio con los criterios de aceptacion establecidos previamente,
se procedid a cuantificar quince muestras de cocaina -algunas de ellas adquiridas
comercialmente como estandares de trabajo y otras proporcionadas por organismos

internacionales como parte de programas de aseguramiento de la calidad- por ambas



metodologias desarrolladas. Se empled el coeficiente de correlacion de concordancia (Rc)
para evaluar la equivalencia o reproducibilidad entre los resultados, obteniéndose un valor
de 0.96. Por tanto, ambas metodologias son reproducibles entre si y proporcionan

resultados equivalentes.



Il. INTRODUCCION

La cocaina es un alcaloide que se encuentra en las hojas de la coca (Erythroxylon coca),
planta originaria de Sudamérica (Katzung, 2007, p.537). Tiene restringidas aplicaciones
terapéuticas como anestésico local, ya que es un estimulante poderosamente adictivo y su
uso se asocia a una elevada toxicidad orgéanica. Por esta razon, su manejo esta sometido a

fiscalizacion nacional e internacional (Ladron y Moya, 1995, p.605).

En las Gltimas décadas ha aumentado la produccion, distribucién y comercializacién
ilicita de cocaina a nivel mundial (Embajada de los Estados Unidos de América, Seccion
de Asuntos Narcoticos.). Guatemala, por su ubicacion geogréafica, sus caracteristicas
geomorfoldgicas, factores socioecondémicos y culturales, se ha convertido en una de las
principales rutas para el trafico ilicito de la droga. Actualmente, el pais es utilizado para
almacenar y consolidar envios desde el pais productor hacia el pais o los paises
consumidores (Naciones Unidas. Oficina Contra la Droga y el Delito [UNODC], 2007).

De conformidad con el Articulo 1° de la Ley contra la Narcoactividad (Congreso de
la Republica de Guatemala, 1992), el Estado debe adoptar las medidas necesarias para
sancionar toda actividad relacionada con la produccioén, fabricacion, uso, tenencia, trafico y
comercializacion de estupefacientes, psicotropicos y demas drogas y farmacos -incluidos en
convenios y tratados internacionales ratificados por Guatemala- cuyo uso es capaz de

provocar dependencia fisica o psiquica.

Sin embargo, para que la ley sea de utilidad y genere fortalecimiento de la justicia,
deben existir elementos probatorios confiables. Dichos elementos son esencialmente,
aquellos que se basan en la investigacion cientifica forense. EI Instituto Nacional de
Ciencias Forenses de Guatemala -INACIF- en la Seccion de Sustancias Controladas, lleva a
cabo el andlisis de drogas ilicitas y sustancias controladas -de acuerdo a convenios, leyes,

cddigos y normativas que rigen a nivel nacional e internacional-, emitiendo como
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consecuencia los dictdmenes técnico-cientificos, con resultados y conclusiones que son

fundamentales tanto para el proceso de acusacion como para la administracion de justicia.

La cocaina figura dentro de las sustancias controladas que generan un alto
porcentaje de los analisis que se llevan a cabo en el Laboratorio de la Seccion de Sustancias
Controladas. Segun lo consta la Memoria de Labores del INACIF correspondiente al afio
2009, se realizaron en este periodo 10,389 analisis para la determinacion de cocaina,
constituyendo el 70.29% de la cantidad total de solicitudes y diligencias atendidas por dicha
Seccion (Instituto Nacional de Ciencias Forenses de Guatemala [INACIF], 2009, pp. 27-
28). Asi también, la Memoria de Labores del INACIF correspondiente al afio 2010, indica
que se realizaron 4,404 analisis para la determinacion de cocaina, constituyendo el 48.0%
de la cantidad de solicitudes y diligencias atendidas durante este periodo (INACIF, 2010,
pp. 42-43).

Para el anélisis cualitativo de cocaina, el INACIF realiza procedimientos
presuntivos y confirmatorios que permiten emitir un dictamen que confirme o descarte la
presencia de la droga. El analisis presuntivo incluye pruebas de precipitacion y color y el
empleo de espectrofotometria ultravioleta/visible (UV/VIS). El andlisis confirmatorio
involucra el empleo de tecnologia de altisima confiabilidad, pues se lleva a cabo mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS) (INACIF, 2008).
Cabe destacar que se ha considerado determinante el uso de esta Gltima metodologia para la
confirmacion de la presencia de la droga. La técnica es avalada por la Comunidad Forense
Internacional, y la considera de alta importancia como sustento a cualquier afirmacion.
Asimismo, es empleada en laboratorios forenses reconocidos en paises con vasta

experiencia y desarrollo forense.

El sistema GC/MS da certeza de la presencia de cocaina y adicionalmente puede
emplearse para cuantificar la concentracién de la sustancia (Moffat, Osselton, & Widdop,
2004). Este aspecto permite en funcion de las necesidades institucionales, determinar la

pureza de la droga, tal como lo establece la Ley contra la Narcoactividad. Por estas razones,
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dicha técnica se utiliza en el INACIF para llevar a cabo el analisis cuantitativo de cocaina,
cuando la determinacién de la pureza de la droga es requerida por autoridad competente,

dado que el Instituto no actua de oficio.

Debido a la importancia legal que implica cada dictamen emitido por el personal
pericial del Laboratorio de la Seccion de Sustancias Controladas del Instituto Nacional de
Ciencias Forenses de Guatemala -INACIF-, la institucion debe contar con metodologias
confiables para la cuantificacion de cocaina y otras sustancias que alli se analicen. Estas
técnicas deben cumplir con los requisitos de desempefio necesarios para que los resultados
de los anélisis den certeza al sistema de justicia del pais.

En virtud de lo anterior, se selecciond la espectrofotometria ultravioleta/visible
(UV/VIS) como técnica alterna para llevar a cabo el analisis cuantitativo de cocaina. El
sistema UV/VIS es répido, econémico, adicional a ser por naturaleza, un procedimiento
muy utilizado para cuantificar. Por lo tanto, se evalud si puede reproducir los mismos
resultados que los obtenidos por el sistema de cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC/MS), por medio del grado de reproducibilidad 6 linea de
concordancia de las mediciones entre ambas técnicas. No obstante, para llevar a cabo la
comparacion, fue necesario verificar previamente que la metodologia es apta para llevar a
cabo el analisis cuantitativo de la droga, por lo que se verificd que tanto el sistema GC/MS
como UV/VIS demuestran la linealidad, exactitud y precision (en términos de repetibilidad)

necesarias para dicho analisis.

A partir de los resultados obtenidos, se procedi6 a evaluar estadisticamente si las
metodologias son congruentes y comparables entre si, asi como a determinar alcances y

limitantes de cada una de ellas.



I11. ANTECEDENTES

A. Anélisis de cocaina en la Seccion de Sustancias Controladas del Instituto Nacional
de Ciencias Forenses de Guatemala -INACIF-
El Instituto Nacional de Ciencias Forenses de Guatemala -INACIF-, en la Seccion de
Sustancias Controladas, lleva a cabo el andlisis de cocaina que ha sido incautada por las

fuerzas policiales bajo la direccién de la Fiscalia contra la Narcoactividad.

Para la identificacion de la droga, el INACIF cuenta con el procedimiento de trabajo
PRO-DTC-LAB-009 titulado “Analisis Cualitativo de Cocaina”, el cual relne la
informacidn necesaria para la deteccion de cocaina en muestras que cumplen con el
modelo de trafico y que son recibidas en el Laboratorio de la Seccion de Sustancias
Controladas. Dicho procedimiento identificativo incluye pruebas de precipitacion y
color -cuya interpretacion integral se refuerza con la experiencia pericial- y anélisis
instrumental por medio de espectrofotometria ultravioleta visible (UV/VIS) y
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS) (INACIF, 2008).
Esta ultima técnica es altamente confiable -aceptaba y avalada por la Comunidad
Forense Internacional-, y permite la identificacion y confirmacion de la presencia de
cocaina. Actualmente, también es la técnica que se emplea en el INACIF para el
analisis cuantitativo de esta sustancia, cuando por requerimiento de autoridad

competente es necesaria la determinacion de su pureza.

B. Estudios relacionados
Se conoce estudio realizado por Chen Gonzélez, E., titulado “Validacion del Método de
Cromatografia de Gases para Cuantificar la Pureza de Cocaina”, en el cual se presenta
la fase béasica de cuantificacion sin llegar a confirmar repetibilidad y reproducibilidad
con la confiabilidad que el medio forense requiere. El método evaluado demostré ser
lineal, exacto, preciso y especifico; no obstante no se emplearon estandares comerciales

o altamente calificados para la realizacion del ensayo (Chen, 1999).



La revision de literatura no refiere que se hayan realizado estudios especificos sobre la
cuantificacion de cocaina mediante espectrofotometria ultravioleta/visible en
Guatemala. En el plano internacional, Bonilla, D. y colaboradores presentaron
recientemente en Medellin, Colombia, un estudio titulado “DESARROLLO Y
VALIDACION DE UNA METODOLOGIA ANALITICA POR ESPECTROFOTOMETRIA
ULTRAVIOLETA PARA LA DETERMINACION DE COCAINA EN UN POLIMERO
SINTETICO” en el que se emplea esta técnica para el analisis cuantitativo de cocaina en
un polimero de latex utilizado comdnmente por ser precisa, lineal, robusta y selectiva
frente a los componentes de la matriz, ademas de que resultd sencilla en su realizacién
sin incurrir en costos excesivos y permitio la rapida entrega de resultados por parte de
los peritos forenses. El estudio hace énfasis en la necesidad de proceder a ensayos
previos por cromatografia en capa delgada para detectar sustancias que se utilizan a
veces para rebajar y adulterar cocaina, ya que si estas sustancias, como por ejemplo,
lidocaina, procaina o fenacetina, llegaran a ser detectadas, se debe determinar el
contenido de cocaina por una metodologia selectiva frente a estos contaminantes

(Bonilla, Pefiuela, Sierra, Diaz, y Rojas, 2008).

El analisis minucioso del contenido del trabajo “DESARROLLO Y VALIDACION DE
UNA METODOLOGIA ANALITICA POR ESPECTROFOTOMETRIA ULTRAVIOLETA
PARA LA DETERMINACION DE COCAINA EN UN POLIMERO SINTETICO”, hace
reflexionar sobre la importancia que se da a la no posibilidad de cuantificar con

espectrofotometria ultravioleta/visible cocaina que contenga adulterantes.

Aln no existen estudios que comparen los resultados del analisis cuantitativo de
cocaina utilizando el método de espectrofotometria ultravioleta/visible (UV/VIS) versus
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS), de igual manera
se establece la poca informacién con respecto a la preparacion de estandares a distintas
concentraciones que se destinen al analisis cuantitativo por medio de espectrofotometria
ultravioleta/visible (UV/VIS).



IV. JUSTIFICACION

Se entiende por “sustancias controladas” aquellos productos que Se encuentran
incluidos en listados internacionales de productos que generan dependencia fisica y/o
psiquica o son utilizados para la elaboracion de los mismos (Puerto Rico. Asamblea
Legislativa de Puerto Rico).

El Instituto Nacional de Ciencias Forenses de Guatemala -INACIF-, por medio de
peritos de la Seccion de Sustancias Controladas, lleva a cabo el andlisis de aquellas
sustancias sometidas por autoridad competente, sospechosas de ser sustancias controladas y

emite el dictamen técnico-cientifico correspondiente (INACIF, 2009, p. 27).

Actualmente, la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(GC/MS), es la técnica instrumental que se utiliza en el Laboratorio de Sustancias
Controladas para realizar la determinacion de la pureza de cocaina incautada en el pais.
Tomando en cuenta que esta droga representa un porcentaje considerable de los analisis que
se llevan a cabo, es indispensable que se disponga de metodologias analiticas diversas que
proporcionen certeza analitica y juridica, adicional a poderse constituir como metodologias
alternas en caso de presentarse dificultades con los equipos que permiten la realizacion de
las técnicas primarias establecidas. Lo anterior aunado a la necesidad de agilizar tiempos de

respuesta, disminuir costos y mejorar el indice de confiabilidad técnica.

De conformidad con lo anterior y en base a investigacion que sefiala la fortaleza que
representa el empleo de la espectrofotometria ultravioleta/visible (UV/VIS) en analisis
cuantitativos, se selecciond esta metodologia que, aunque tiene la desventaja de no poder
separar todos los elementos presentes en las sustancias incautadas -como lo hace la
cromatografia de gases-, tiene la ventaja de ser una técnica especifica para cuantificar
(Skoog vy otros, 2001, pp. 366-370). Por esta razon, podria utilizarse para el andlisis
cuantitativo de cocaina, siempre y cuando no se detecten previamente adulterantes que

podrian generar resultados no valederos.



V. OBJETIVOS

A. GENERALES

1.

Contribuir con la seleccion de metodologias alternas para los procedimientos que
el INACIF realiza en el analisis de drogas de abuso.

Comparar los resultados de la cuantificacion de cocaina sometida a analisis por
espectrofotometria ultravioleta/visible (UV/VIS) y cromatografia de gases

acoplada a espectrometria de masas (GC/MS).

B. ESPECIFICOS

1.

Establecer el rango de concentracion util para optimizar el empleo de la
espectrofotometria ultravioleta/visible (UV/VIS); aspecto basico en el desarrollo
de la investigacion.

Determinar la linealidad, exactitud y precision del método de cuantificacion de
cocaina por espectrofotometria ultravioleta/visible (UV/VIS).

Determinar la linealidad, exactitud y precision del método de cuantificacion de
cocaina por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(GCIMS).

Determinar si los resultados de la cuantificacion de cocaina entre el método
UV/VIS y el sistema GC/MS son reproducibles y equivalentes entre si.
Determinar si la espectrofotometria ultravioleta/visible (UV/VIS) puede
emplearse como metodologia alterna a la cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC/MS) para llevar a cabo la cuantificacion de

cocaina, en muestras gue no contengan adulterantes.
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VI. HIPOTESIS

Los resultados obtenidos por el método de espectrofotometria ultravioleta/visible
(UVIVIS) son equivalentes a los resultados obtenidos por el método de cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS) en la cuantificacién de cocaina sin
adulterantes sometida a analisis en el Instituto Nacional de Ciencias Forenses de Guatemala
-INACIF-.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

UNIVERSO DE TRABAJO Y MUESTRA

Las metodologias evaluadas fueron la espectrofotometria ultravioleta/visible

(UV/VIS) y la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS).

Para realizar la comparacion y la determinacion de concordancia entre ellas, se

analizaron un total de quince (15) muestras de cocaina de diferente pureza por ambas

metodologias.

MEDIQOS

1. Recursos Humanos

a. Autora: Br. Rita Maria Miranda Ovalle

b.  Asesora: Licda. Miriam Dolores Ovalle Gutiérrez de Monroy

c. Colaboracion de peritos profesionales del INACIF

2. Material y Equipo:

a) Materiales

Vi.

Vii.

viii.

Celdas rectangulares de cuarzo para lectura espectrofotométrica en
region ultravioleta/visible con capacidad de 3 mL

Viales de vidrio con capacidad de 2 mL

Insertos de polipropileno con capacidad de 200 pL

Arandelas de 11 mm de didmetro con septa de tefl6n rojo

Pipetas volumétricas de volumen variable con capacidad de medicion
de 10-100 y 100-1000 pL

Puntas de plastico compatibles con pipetas de volumen variable
Encapsulador manual especial para arandelas de 11 mm de diametro
Desencapsulador manual para arandelas de 11 mm de diametro
Viales cénicos para evaporacion

Agitador vortex
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xi.  Bafio ultrasonido

xii. Balones aforados con capacidad de 10 mL y 100 mL
xiii. Beakers de distinta capacidad

xiv. Espétulas de acero inoxidable

XVv. Guantes de latex

b) Equipo
I. Espectrofotémetro de luz ultravioleta/visible con detector de arreglo
de diodos marca Hewlett-Packard modelo HP8453 y su Software.
ii. Cromatdgrafo de gases marca Agilent modelo 7890 provisto de
automuestreador (ALS) acoplado a espectrometro de masas marca
Agilent modelo 5975C, y su software.

iii. Balanza analitica

3. Reactivos y soluciones de trabajo

a. Estandares de referencia de cocaina [1mg/mL] marca Cerilliant® (99.0%
de pureza)

b. Estandares de referencia de cocaina-Ds; [Lmg/mL], marca Cerilliant®
(99.0% de pureza)

c.  Metanol grado cromatografico
d.  Acido sulfdrico (H,SO4) 0.5 N
e.  Acetona grado cromatogréafico
f.  Acetato de etilo grado cromatografico

PROCEDIMIENTO

El estudio de llevo a cabo en tres fases. En primer lugar, se desarrollo un método por
espectrofotometria ultravioleta/visible (UV/VIS) para la cuantificacion de cocaina y
se evaluo la linealidad, la exactitud y la precision en términos de repetibilidad. En la

segunda fase del estudio, se procedio a desarrollar un método por cromatografia de
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gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS), en un rango de concentracion
idéntico al empleado en el método por UV/VIS. De igual manera, se evalud la

linealidad, la exactitud y la precision del método.

Finalmente, se procedi6 a comparar la reproducibilidad y concordancia entre ambos
métodos desarrollados, mediante la cuantificacién de quince muestras de cocaina de

diferente pureza.

1. FASE |: Desarrollo y evaluacién del método por espectrofotometria
ultravioleta/visible (UV/VIS) para la cuantificacion de cocaina

a) Condiciones de operacién del equipo
El espectrofotdmetro ultravioleta/visible se oper6 en la regién ultravioleta con

las siguientes condiciones:

Cuadro 1. Condiciones de operacién del espectrofotdmetro
ultravioleta/visible (UV/VIS)

METODO DE CUANTIFICACION ESPECTROFOTOMETRO

Acquisition range 190 to 11000 nm
Interval 1nm
Integration time 05s

Std. Deviation On

Parametros de cuantificacion

Wavelengths

Used Wavelengths 233 nm
Backgroud correction None
Calibration

Analyte name Cocaina
Calibration curve type Linear offset
Enter concentration

Concentration pg/mL Unit
Data Analysis

Data type Absorbance

Display spectrum 200-360 nm
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b) Evaluacion de linealidad
Para la evaluacion de linealidad, se prepard una curva de calibracion que
consta de seis puntos en un rango de concentracion de 5 pg/mL a 30 pg/mL,
lo que corresponde del 25% al 125% de la concentracion esperada de cocaina

en las muestras a ser cuantificadas.

i. Preparacion de la curva de calibracion para la evaluacion de
linealidad:
En seis balones aforados de 10 mL, conteniendo aproximadamente 5 mL
de Acido Sulfarico (H2SO4) 0.5 N, se afiadié el estandar de referencia de

cocaina [1 mg/mL], de acuerdo a lo especificado a continuacion:

Cuadro 2. Preparacion de la curva de calibracion mediante

espectrofotometria ultravioleta/visible (UV/VIS)

Concentracién Estandar de referencia
Nombre nominal* cocaina [1 mg/mL]

(ng/mL) (uL)
Calibrador 1 05 50
Calibrador 2 10 100
Calibrador 3 15 150
Calibrador 4 20 200
Calibrador 5 25 250
Calibrador 6 30 300

(*): Se realizaron las correcciones pertinentes en base a la pureza del estandar de cocaina.

Cuando fueron agregados los volimenes especificados, se afiadié Acido
Sulfdrico (H2SO4) 0.5 N hasta el aforo. Luego se cerro cada uno de los

balones aforados con su respectivo tapdn para evitar evaporacion.

Adicionalmente, se prepar6 un balon aforado conteniendo Acido

Sulfarico (H,SO4) 0.5 N, para ser empleado como blanco solvente.
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ii. Lectura de la curva de calibracion:
Se afadié aproximadamente 3 mL de cada una de las soluciones
preparadas en las celdas de cuarzo para lectura espectrofotométrica. Las
soluciones fueron colocadas en el carrusel del equipo iniciando con el
blanco solvente, seguido del calibrador de menor concentracion hasta el
calibrador de mayor concentracion. Cada concentracion fue leida por

triplicado.

Previo a elaborar la curva de calibracion en el equipo, fue necesario
verificar los siguientes criterios:

o El blanco solvente no debia presentar absorbancia en el espectro.

o La maxima absorcion de los espectros obtenidos de cada calibrador

debia encontrarse a 233 nm = 2nm (Council of Europe, 2001, p. 6).

iii. Elaboracién de la curva de calibracion en el software del equipo:
Después de que la secuencia fue analizada, se procedio a elaborar la curva
de calibracion en el software “HP ChemStation for UV-Visible

Spectroscopy” incorporado en el equipo.

c) Evaluacion de exactitud
Para evaluar este parametro, se prepararon por duplicado soluciones de trabajo
a tres concentraciones distintas: baja (5 pg/mL), media (15 pg/mL) y alta (30

pg/mL), a partir de un estandar de referencia de Cocaina [1 mg/mL].

i. Preparacion de soluciones de trabajo para la verificacion de
exactitud:
En seis balones aforados de 10 ml con sus respectivos tapones se
afiadieron los volumenes de estandar de referencia que se especifican a

continuacion:
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Cuadro 3. Preparacion estdndares de trabajo de cocaina para la

evaluacién de exactitud

Concentracion Estandar de referencia
Nombre nominal* cocaina [1 mg/mL]
(ng/mL) (uL)
Estandar 1 05 50
Estandar 2 05 50
Estandar 3 15 150
Estandar 4 15 150
Estandar 5 30 300
Estandar 6 30 300

(*): Las correcciones se realizaron en base a la pureza del estandar de referencia.

Cuando fueron agregados los volimenes especificados, se afiadié Acido
Sulfurico (H,SO4) 0.5 N hasta el aforo. Luego se cerrd cada uno de los

balones aforados con su respectivo tapdn para evitar evaporacion.

Adicionalmente, se prepar6 un balén aforado conteniendo Acido
Sulfdrico (H,S0,4) 0.5 N, para ser empleado como blanco.

Cada solucién de trabajo fue analizada en el equipo por sextuplicado a
233 nm.

d) Evaluacién de precision
Para la evaluacion de precision en términos de repetibilidad, se prepararon
seis soluciones de trabajo al 100% de la concentracion esperada, a partir de un

estandar de referencia de cocaina [1 mg/mL].

i. Preparacion de soluciones de trabajo:
En seis balones aforados de 10 mL con sus respectivos tapones se
afiadieron los volumenes de estandar de referencia que se especifican a

continuacion:
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Cuadro 4. Preparacion estandares de trabajo de cocaina para la

evaluacion de precision

Concentracion nominal* Esténd’ar de referencia
Nombre (ng/mL) cocaina [1 mg/mL]

(uL)
Estandar 1 20 200
Estandar 2 20 200
Estandar 3 20 200
Estandar 4 20 200
Estandar 5 20 200
Estandar 6 20 200

(*): Las correcciones se realizaron en base a la pureza del estandar de referencia.

Cuando fueron agregados los volumenes especificados, se afadid
(H2SO,4) 0.5 N hasta el aforo. Luego se cerrd cada uno de los balones

aforados con su respectivo tapon para evitar evaporacion.

Adicionalmente, se prepar6 un balén aforado conteniendo Acido

Sulfarico (H,SO,4) 0.5 N, para ser empleado como blanco.

Fueron analizadas 10 réplicas de cada solucion preparada. Las lecturas se

realizaron a 233 nm.

2. FASE II: Desarrollo y evaluacion del método por cromatografia de gases

acoplada a espectrometria de masas para la cuantificacion de cocaina

a. Condiciones de operacion del equipo
El cromatdgrafo de gases acoplado a espectrometro de masas se operd con las

siguientes condiciones:
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Cuadro 5. Condiciones de operacion del cromatografo de gases

acoplado a espectrometro de masas

METODO HP 7890

HORNO
Equilibration Time: 0.5 min
Oven Program: 180°C for 0 min, then 1_5°C/min to
280°C for 3 min.
Run Time: 9.6667 min
INYECTOR FRONTAL
Injection Volume: 0.2 ul
Mode: Splitless
Heater: On 220°C
MSD Transfer Line 280 °C
COLUMNA

Columna alta resolucién HP-5MS (5%-fenil-metilpolisiloxano) de 30 metros de
longitud, 0.25mm de diametro interno (narrow bore) y recubrimiento de 0.25 um.

MS Acquisition Parameters

lons/Dwell in Group

Acquistion Mode: SIM
Solvent Delay: 3.00 min
SIM PARAMETERS
Group ID: 1
Resolution: High
Plot lon: 82.00
(Mass, Dwell)/ (82.00, 100)
(Mass, Dwell) /(182.00, 100)

(Mass, Dwell) / (303.00, 100)

(Mass, Dwell) /(85.00, 100)

(Mass, Dwell) / (185.00, 100)

(Mass, Dwell) / (306.00, 100 )

Evaluacion de linealidad

Para evaluar la linealidad se prepard una curva de calibraciéon que consta de

seis puntos en un rango de concentracion de 5 pg/ml a 30 pg/ml, lo que

corresponde del 25% al 125% de la concentracion esperada de cocaina en las

muestras a ser cuantificadas.
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La curva de calibracion se prepardé empleando el método del estandar interno.

El estandar interno es una sustancia que se afiade tanto a los calibradores,

estandares y muestras a ser cuantificadas, a una concentracion constante y

conocida. Sus caracteristicas fisicas y quimicas, deben ser similares al analito

que se estd cuantificando y su adicion no debe causar ningun tipo de

interferencia en el andlisis. Por esta razén, se selecciond cocaina-Ds; como

estandar interno para llevar a cabo el analisis cuantitativo de cocaina por

cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS).

Preparacion de solucién stock (estandar de referencia, cocaina 50
pug/mL):

Se tomaron 50 pL de una ampolla de cocaina (Img/ml) y se transfirio a
vial conico. Se evaporé a sequedad y posteriormente, se reconstituy6 con
1 mL de metanol grado cromatogréfico.

Preparacion de solucién stock (estdndar de referencia, cocaina-Ds
100 pg/mL):

Se tomaron 10 O pL de una ampolla de cocaina-Ds (1mg/ml) y se
transfirio a vial conico. Se evapord a sequedad y posteriormente, se

reconstituy6 con 1 mL de metanol grado cromatogréfico.

Preparacion de curva de calibracion para la evaluacion de
linealidad:

Para la preparacion de los distintos calibradores y controles negativos se
adicionaron en viales de vidrio de 2 mL con sus respectivos insertos

polipropileno, los volimenes que se especifican a continuacion:
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Cuadro 6. Preparacion de la curva de calibracion por

cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

Concentracion | Volumen necesario para completar 200 pL
Nombre nominal Solucién stock | Metanol | Solucién stock
(hg/mL)* | ge cocaina-D; ™ GC de cocaina

B | someme | 200
BLKISTD | Blanco ISTD 40 160 ---
Calibrador 1 05 40 140 20
Calibrador 2 10 40 120 40
Calibrador 3 15 40 100 60
Calibrador 4 20 40 80 80
Calibrador 5 25 40 60 100
Calibrador 6 30 40 40 120

(*): Las correcciones se realizaron en base a la pureza del estandar de referencia.
(**): El estandar de cocaina-D; se encuentra a una concentracion de 20 pg/mL (punto medio de la curva

de calibracién).

Cuando fueron agregados la totalidad de los volimenes, se taparon y
sellaron los viales con arandelas de aluminio para evitar evaporacion. Se

procedio a inyectar cada concentracion en el equipo por triplicado.

Inyeccion de curva de calibracion:

Se ingresd la secuencia en el equipo iniciando con el blanco solvente,
blanco estandar interno, seguido del calibrador de menor concentracion
hasta el calibrador de mayor concentracion. Los viales se colocaron de

conformidad con la secuencia ingresada.

Previo a elaborar la curva de calibracion en el equipo, fue necesario
verificar los siguientes criterios:
e El cromatograma del blanco solvente no debia presentar

contaminacion alguna.
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e En el cromatograma del blanco estandar interno debia aparecer el
espectro de masas correspondiente, en el tiempo de retencién
esperado.

e En los cromatogramas de cada uno de los calibradores, debian
aparecer en el tiempo de retencion esperado, tanto el espectro del
estandar interno (cocaina-D3) como el espectro de cocaina.

e Las respuestas de cocaina-D; debian ser similares en los distintos

calibradores.

Elaboracion de la curva de calibracion mediante el software del
equipo:

Después de que la secuencia fue analizada se procedio a elaborar la curva
de calibracion en el equipo mediante el software “Agilent MSD
Productivity ChemStation for GC and GC/MS Systems” incorporado en

el equipo.

Evaluacion de exactitud

Para evaluar la exactitud se prepararon por duplicado soluciones de trabajo a

tres concentraciones distintas: baja (5 pg/mL), media (15pug/mL) y alta (30

pug/mL).

Preparacion de solucion stock (estdndar de cocaina, 50ug/mL):
Se tomaron 50 pL de una ampolla de cocaina (Img/ml) y se transfirié a
vial conico. Se evaporo a sequedad y reconstituyo con 1 mL de metanol

grado cromatografico.

Preparacion de solucion stock (estandar de cocaina-D3, 100 pg/mL):
Se tomaron 100 pL de una ampolla de cocaina-D; (Img/ml) y se
transfirié a vial conico. Se evapord a sequedad y posteriormente se

reconstituy6 con 1 mL de metanol grado cromatografico.
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iii. Preparacion de soluciones de trabajo para la verificacion de

exactitud:

Para la preparacion de las soluciones de trabajo se adicionaron a seis

viales de vidrio de 2 mL con sus respectivos insertos polipropileno, los

volimenes que se especifican a continuacion:

Cuadro 7. Preparacion estandares de trabajo de cocaina para la

evaluacion de exactitud

Concentracién| Volumen necesario para completar 200 pL
Nombre nominal Solucién stock | Metanol | Solucion stock
(Mg/mL)* | ge cocaina-D; ™ GC de cocaina
Estandar 1 05 40 140 20
Estandar 2 05 40 140 20
Estandar 3 15 40 100 60
Estandar 4 15 40 100 60
Estandar 5 30 40 40 120
Estandar 6 30 40 40 120

(*):  Las correcciones se realizaron en base a la pureza del esténdar de referencia.

(**): El estandar de cocaina-D; se encuentra a una concentracion de 20 pg/mL (punto medio de la

curva de calibracion).

Cuando fueron agregados la totalidad de los volimenes, se taparon y

sellaron los viales con arandelas de aluminio para evitar evaporacion. Se

procedié a inyectar cada concentracion en el equipo por sextuplicado.

Evaluacion de precision

Para evaluar la precision en términos de repetibilidad se prepararon seis

soluciones de trabajo al 100% de la concentracion esperada de cocaina en las

muestras a cuantificar.
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Solucion stock (estdndar de referencia, cocaina, 50 pg/mL):
Se tomaron 50 pL de una ampolla de cocaina (Img/ml) y se transfirié a
vial conico. Se evaporé a sequedad y posteriormente, se reconstituyo con

1 mL de metanol grado cromatografico.

Solucion stock (estdndar de referencia, cocaina-D3 100 pug/mL):
Se tomaron 100 pL de una ampolla de cocaina-Dz (Img/ml) y se
transfirié a vial conico. Se evapord a sequedad y posteriormente, se

reconstituy6 con 1 mL de metanol grado cromatogréafico

Preparacion de soluciones de trabajo para verificacion de precision:
Para la preparacion de las soluciones de trabajo se adicionaron a seis
viales de vidrio de 2 mL con sus respectivos insertos polipropileno, los

volimenes que se especifican a continuacion:

Cuadro 8. Preparacion estandares de trabajo de cocaina para la

evaluacion de repetibilidad

Concentracion | Volumen necesario para completar 200 pL
Nombre nominal Solucién stock | Metanol | Solucién stock
(M9/ML)*  |ge cocaina-D; *|  GC de cocaina

Estandar 1 20 40 80 80
Estandar 2 20 40 80 80
Estandar 3 20 40 80 80
Estandar 4 20 40 80 80
Estandar 5 20 40 80 80
Estandar 6 20 40 80 80

(*): Las correcciones se realizaron en base a la pureza del estandar de referencia
(**): El estandar de cocaina-D; se encuentra a una concentracion de 20 pg/mL (punto medio de la  curva de
calibracion).

Cuando fueron agregados la totalidad de los volumenes, se taparon y
sellaron los viales con arandelas de aluminio para evitar evaporacion. Se

programd el equipo a modo de que cada solucion se inyectara 10 veces.
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3. EASE Il11: Determinacion de reproducibilidad y concordancia entre el método por

GC/MS y el método por UV/VIS para la cuantificacion de cocaina

Se prepararon 15 soluciones de cocaina de diferente pureza y posteriormente se

cuantificaron por ambos métodos con el objeto de determinar la reproducibilidad

y concordancia.

a. Preparacion de solucion madre, cocaina [200 pg/mL]:

Se pesaron exactamente 20.00 mg de cocaina utilizando balanza analitica
y se transfirieron cuantitativamente a balon aforado de 100 mL.

Se agregd Metanol grado cromatografico hasta el aforo

b. Cuantificacion de cocaina empleando el método por espectrofotometria
ultravioleta/visible (UV/VIS)

C.

Se tom6 1.0 mL de la solucién madre de cocaina [200 pg/mL] y se
transfirio a balén aforado de 10 mL.

. Se agreg6 Acido Sulfarico (H,SO4) 0.5 N hasta el aforo y luego de esto,

se agito en vortex.

Cada muestra se analizo por triplicado en el equipo a 233 nm.

Cuantificacién de cocaina empleando el método por cromatografia de

gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS)

Se tomo un volumen de 20 pL de la solucion madre de cocaina [200
pg/mL] y se transfirié a inserto de polipropileno colocado en vial de
vidrio con capacidad de 2 mL.

Se agregaron 40 pL de cocaina-D3 [100 pg/mL] y 140 puL de metanol
grado cromatografico para completar un volumen total de 200 pL.

El vial de de vidrio preparado se tapo y sell6 con arandela de aluminio,
para evitar evaporacion.

Se programd el equipo a modo que cada solucion se inyectara en el

equipo por triplicado.
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d. Calculo del porcentaje de pureza:
i. La pureza de cocaina para el método por espectrofotometria

ultravioleta/visible (UV/V) se calcul6 a traves de las siguientes formulas:

Concentracion experimental Cocaina base =

Resultado de la cuantificacion (ug/mL) * { Peso molecular cocaina base }
Peso molecular cocaina HCI

Porcentaje de pureza = Concentracion experimental cocaina base (ug/mL)

Concentracion teorica de la muestra (ug/mL)

ii. La pureza de cocaina para el método por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC/MS) se calcul6 a través de la

siguiente formula:

Porcentaje de pureza = Concentracion experimental cocaina (ug/mL)

Concentracion tedrica de la muestra (ug/mL)

D. DISENO DE LA INVESTIGACION Y ANALISIS ESTADISTICO

1. Linealidad:
Se determind construyendo una curva de calibracion utilizando 6 puntos que
abarcaban del 25% al 125% de la concentracion esperada. La verificacion de la
linealidad de la grafica de calibracion se realizo con la herramienta de regresion
lineal, que generd una ecuacion de la forma (y = bx + a) donde b corresponde a la

pendiente y a al intercepto en el eje y.

La linealidad se evalud con los criterios de aceptacion detallados en el siguiente

cuadro:
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Cuadro 9. Criterios de aceptacion para la evaluacion de linealidad

Parametro estadistico evaluado Criterio

r = Coeficiente de correlacién 0.98-1.00

r’ = Coeficiente de determinacion >0.98

CV; = Coeficiente de variacién del factor <5.0%

respuesta

Valor p de regresion <0.05

Valor F calculado en el analisis de varianza Fealculado > Feritico
2. Exactitud:

Se evalué a través del andlisis de soluciones enriquecidas a tres niveles de
concentracion (25%, 50% y 100%).

El anélisis estadistico incluyé la valoracién del porcentaje de recuperacion global y
una prueba t de Student. Los criterios de aceptacion bajo los cuales se evalud la

exactitud se detallan en el siguiente cuadro:

Cuadro 10. Criterios de aceptacion para la evaluacion de exactitud

Parametro estadistico evaluado Criterio de aceptacion
Promedio aritmético del porcentaje de recobro (95.0-105.0)%
grg%rg//slo de confianza (nivel de confianza Incluye el 100.0%
Test de Student (o = 0.05; gl = 34) t calculada < 1 tabulada
Valor p para el test de Student >0.05
Coeficiente de variacion entre réplicas <20
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Utilizando los valores derivados del porcentaje de recuperacion en los distintos

niveles de concentracion se comprobd la siguiente hipotesis:

Ho: p=100%
Ha: p#100%

Si no hay diferencia significativa en el porcentaje de recuperacion encontrado

con el esperado (100%) se espera no rechazar Ho.

3. Repetibilidad:

Se evaluaron 6 soluciones patron de cocaina a una concentracion de 20 pg/ml cada

(100% de la concentracién esperada), preparadas a partir de estandares de referencia

de cocaina.

Con los valores obtenidos se calcul6 el promedio, desviacién estandar y coeficiente

de variacion (CV%) global para cada metodologia. Los criterios de aceptacion bajo

los cuales se evaluo la precision se detallan en el siguiente cuadro:

Cuadro 11. Criterios de aceptacion para la evaluacion de repetibilidad

Parametro estadistico evaluado

Criterio de aceptacion

Coeficiente de variacion entre réplicas (%)

<2.0%

Coeficiente de variacion global (%)

<20%




28

4. Reproducibilidad vy equivalencia entre metodologias:

Se utiliz6 un disefio de investigacion pareado, ya que las muestras que se emplearon
para la evaluacion del parametro analitico se sometieron a analisis por las dos

metodologias en estudio.

La reproducibilidad (concordancia) entre metodologias se midi6 por medio del
coeficiente de correlacién de concordancia de Lin, empleando los resultados
derivados del analisis cuantitativo. El coeficiente de correlacion de concordancia se

calcul6 por medio de la siguiente formula:

re= _S%+5% -S%ua
S+ S+ (Y- Y2

Donde S; y S, son las varianzas de cada método, Y1y Y. son las medias de cada
metodo y S1p) equivale a la varianza de las diferencias entre las mediciones del

método 1y método 2. 617

Para la interpretacion del coeficiente de correlacion de concordancia de Lin, se han
sugerido los valores del siguiente cuadro para valorar el grado de concordancia entre

mediciones:

Cuadro 12. Grado de concordancia segun valor del

Coeficiente de correlacion de concordancia de Lin

re Valoracion
0.99 Perfecta concordancia
0.95-0.99 Concordancia sustancial
0.90-0.95 Concordancia moderada
0.90 Concordancia pobre

Fuente: (National Institute of Water & Atmosferic Research [NIWA], 2009)
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a) Prueba de hipdtesis:
Se realiz6 una prueba t de Student para medias de dos muestras emparejadas,
para medir la equivalencia entre la metodologia por cromatografia (M;) y el
método espectrofotométrico (M,). Se comprobd la siguiente hipotesis:
Ho: d =0
Ha: d #0

En donde d es la diferencia entre las respuestas entre M; y M,. Si hay igualdad

entre metodologias, se espera no rechazar Ho.
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VIIl. RESULTADOS

A. EVALUACION DEL METODO POR ESPECTROFOTOMETRIA
ULTRAVIOLETA/VISIBLE (UV/VIS) PARA LA CUANTIFICACION DE COCAINA

1. Linealidad
Los resultados que se obtuvieron en la evaluacion de linealidad del método
desarrollado por espectrofotometria ultravioleta/visible (UV/VIS) se resumen en el
siguiente cuadro y se detallan junto con su procesamiento estadistico en el Anexo A,
cuadros 27, 28 y 29.

Cuadro 13. Resultados obtenidos en la evaluacion de linealidad para el

método por espectrofotometria ultravioleta/visible (UV/VIS)

Concentracion .
Calibrador Réplica nominal Abs?r:rt;gnma
(Mg/mL)
1 4.95 0.24086
1 2 4.95 0.24063
3 4.95 0.24089
1 9.90 0.48856
2 2 9.90 0.48737
3 9.90 0.48766
1 14.85 0.68088
3 2 14.85 0.68059
3 14.85 0.68056
1 19.80 0.88473
4 2 19.80 0.88507
3 19.80 0.88447
1 24.75 1.10810
5 2 24.75 1.10800
3 24.75 1.10770
1 29.70 1.33310
6 2 29.70 1.33380
3 29.70 1.33320
Ecuacion de la recta: y=0.04345x + 0.0365

Fuente: Datos experimentales, obtenidos mediante pruebas analiticas.



Cuadro 14. Criterios evaluados para el andlisis de linealidad del método por

espectrofotometria ultravioleta/visible (UV/VIS)
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Parémetro estadistico Criterio de Resultado Cumple
evaluado aceptacion Sl NO

Coeflqlgntg de correlacion de la 0.98-1.00 0.9995 X
regresion lineal
Coeficiente de determinacion de la ~0.98 0.9991 X
regresion lineal - '
Valor p en el analisis de regresion <0.05 < 0.00001 X
Valor F calculado en el analisis de F SE..
varianza (valor de significancia |°:3'°“'ad° i 4°Z‘S')°° Featculado. 16828.2 X
95_0%) calculado- “*-

— — 3
Coeficiente de variacion (CV%) <5.0% 0.23% "
para el factor de respuesta

Gréfico 1.

Curva de calibracién (Concentracidn de cocaina versus Absorbancia)
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Fuente: Datos experimentales, obtenidos mediante pruebas analiticas.



2. Evaluacién de exactitud
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Los resultados que se obtuvieron en la exactitud del método desarrollado por

espectrofotometria ultravioleta/visible (UV/VIS) se resumen en el siguiente cuadro

y se detallan junto con su procesamiento estadistico en el Anexo A, cuadros 30 y

31.
Cuadro 15. Resultados obtenidos en la evaluacion de exactitud para el
método por espectrofotometria ultravioleta/visible (UV/VIS)
Concentracion PrOTEdIO aritmetico _ Coeficiente de
No. nominal Concentracion Porcentaje de variacion
(ug/mL) recuperada recuperacion (%)
(Hg/mL) (%0)

1 4.95 4.84 97.78 0.06

2 4.95 4.39 88.65 0.15

3 14.85 14.93 100.56 0.03

4 14.85 15.31 103.12 0.04

5 19.80 29.76 100.19 0.07

6 19.80 29.81 100.36 0.08

Fuente: Datos experimentales, obtenidos mediante pruebas analiticas.

Cuadro 16. Criterios evaluados para el analisis de exactitud del método por

espectrofotometria ultravioleta visible (UV/VIS)

Parametro estadistico Criterio de Cumple
- Resultado
evaluado aceptacion Si NO
Promedlo_arltmetlco del (95.0-105.0)% 98.44 x
porcentaje de recobro
Intervalo de confianza 0 0
(nivel de confianza 95.0%) Incluye el 100.0% (96.85-100.04)% X
Test de Student t calculada < T tabulada _
(0. = 0.05; gl = 34) t buiaca = 2.03 1.9834 X
Valor p para el test de Student >0.05 0.0548 X
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3. Evaluacion de precisién
Los resultados que se obtuvieron en la evaluacion de precision en términos de
repetibilidad para el método desarrollado por espectrofotometria
ultravioleta/visible se resumen en la siguiente tabla y se detallan junto con su

procesamiento estadistico en el Anexo A, cuadro 32.

Cuadro 17. Criterios evaluados para el analisis de repetibilidad del método por
espectrofotometria ultravioleta/Visible (UV/VIS)

Parametro Patron
1 2 3 4 5 6
Numero de
datos 10 10 10 10 10 10
Promedio
19.55 19.61 19.26 20.06 20.00 19.54
(Hg/mL)
S.D.* 0.0234 0.0102 0.0210 0.0164 0.0055 0.0065
Coeficiente de
variacion (%) 0.12 0.05 0.11 0.08 0.03 0.03
Co_efif:,iente de 1.43 %
variacion global

(*): S.D. = Desviacion Estandar.

Fuente: Datos experimentales, obtenidos mediante pruebas analiticas.

Cuadro 18. Criterios evaluados para el analisis de repetibilidad del método

por espectrofotometria ultravioleta/visible (UV/VIS)

Parametro estadistico Criterio de Cumple
- Resultado
evaluado aceptacion Sl NO
Coef|C|ent,e d_e variacion entre <20% <20% x
réplicas (%)
Coeficiente de variacion 0 0
global (%) <20% 1.43 % X
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B. EVALUACION DEL METODO POR CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASAS (GC/MS)

1. Evaluacion de linealidad
Los resultados que se obtuvieron en la evaluacion de linealidad del método
desarrollado por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas se
resumen en el siguiente cuadro y se detallan junto con su procesamiento estadistico

en el Anexo B, cuadros 33, 34y 35.

Cuadro 19. Resultados obtenidos en la evaluacion de linealidad para el método

por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS)

Concentracion Relacién Cocaina/ Cocaina-Ds
Calibrador | Réplica nominal -

(Hg/mL) Concentracion Respuesta
1 4.95 0.25 0.227797955
1 2 4.95 0.25 0.229636712
3 4.95 0.25 0.227730953
1 9.90 0.50 0.495526743
2 2 9.90 0.50 0.496124047
3 9.90 0.50 0.496856088
1 14.85 0.75 0.717041023
3 2 14.85 0.75 0.714213043
3 14.85 0.75 0.716779349
1 19.80 1.00 0.963288022
4 2 19.80 1.00 0.972177466
3 19.80 1.00 0.967506425
1 24.75 1.25 1.222230278
5 2 24.75 1.25 1.231880266
3 24.75 1.25 1.221742182
1 29.70 1.50 1.455991598
6 2 29.70 1.50 1.513044073
3 29.70 1.50 1.516457223

Ecuacion de la recta: y = 1.0026x - 0.0225

Fuente: Datos experimentales, obtenidos mediante pruebas analiticas.



Cuadro 20. Criterios evaluados para el andlisis de linealidad del método por

cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS)
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Parametro estadistico Criterio de Resultado Cumple
evaluado aceptacion Sl NO

Coeflc_llente_z de correlacion de la 0.98-1.00 0.9992 «
regresion lineal
Coeficiente de determinacion de la
regresion lineal =0.98 0.9985 X
Valor p en el anlisis de regresion <0.05 <0.00001 X
Coeficiente de variacion (CV%) 5 0% 3.09% X
para el factor de respuesta o0 D
Valor F calculado en el analisis de Featculado > Feritico )
varianza Fealculado: 4.49 Fealcutado: 10575.93 X

Gréfica 2. Curva de calibracion (Relacion concentraciones cocaina/cocaina-D3

versus Relacion de respuestas cocaina/cocaina-Ds)

1.6

1.4

12

0.8

Respuesta

0.6

04

0.6 0.8

1 1.2

1.4

1.6

Concentracion (ug/mlL)

y=1.0026x-0.0225
*=0.9985

Fuente: Datos experimentales, obtenidos mediante pruebas analiticas.
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2. Evaluacion de exactitud

Los resultados que se obtuvieron en la evaluacion de exactitud del método
desarrollado por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(GC/MS) se resumen en el siguiente cuadro y se pueden observar junto con su

procesamiento estadistico en el Anexo B, cuadros 36y 37.

Cuadro 21. Resultados obtenidos en la evaluacion de exactitud para el método

por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS)

., Promedio aritmético ..
Concentracion — _ Coeficiente de

No. nominal ngsegé:zg'gn iggcggf’?sgﬁ variacion
/mL u u I %
(Mg/mL) (ug/mL) (%) (%)
1 4.95 5.29 106.93 0.29
2 4,95 5.40 109.07 0.24
3 14.85 14.24 95.89 0.19
4 14.85 14.66 98.72 0.30
5 19.80 28.97 97.55 0.25
6 19.80 28.65 96.48 0.70

Fuente: Datos experimentales, obtenidos mediante pruebas analiticas.

Cuadro 22. Criterios evaluados para el analisis de exactitud del método por

cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS)

Parametro estadistico Criterio de Cumple
i Resultado
evaluado aceptacion Si NO
Promedlo_arltmetlco del (95.0-105.0)% 100.7% x
porcentaje de recobro
Intervalo de confianza 0 0
(nivel de confianza 95.0%) Incluye el 100.0% (98.98-102.57)% X
Test de Student { catculada < tabulada
(.= 0.05: gl = 34) oo = 2.03 0.8739 X
Valor p para el test de Student >0.05 0.3881 X
Coeficiente ge variacion entre <20 <20 X
réplicas
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Los resultados que se obtuvieron en la evaluacion de precision en términos de

repetibilidad para el método desarrollado por cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas (GC/MS) se resumen en la siguiente tabla y se detallan

junto con su procesamiento estadistico en el Anexo B, cuadro 38.

Cuadro 23. Resultados obtenidos en la evaluacion de repetibilidad para el método

por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS)

Patrén Resultados obtenidos
1 2 3 4 6
NUmero de datos 10 10 10 10 10
Promedio
18. 18.61 18. 18.92 18.42 18.52
(ug/mL) 8.99 8.6 8.39 8.9 8 8.5
S.D.* 0.026 0.052 0.069 0.055 0.037 0.069
Coeficiente de 0.14 0.28 0.37 0.29 0.37
variacion (%)
qufi_(:jente de 1.30%
variacion global

Fuente: Datos experimentales, obtenidos mediante pruebas analiticas.

(*): S.D. = Desviacion Estandar.

Cuadro 24. Criterios evaluados para el andlisis de repetibilidad del método por

cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS)

Parametro estadistico Criterio de Cumple
L Resultado
evaluado aceptacion Sl NO
Coef|C|ent,e d_e variacion entre <20% <20% «
réplicas (%)
Coeficiente de variacion 0 0
global (%) <2.0% 1.30% X
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C. DETERMINACION DE REPRODUCIBILIDAD Y CONCORDANCIA ENTRE
METODOS

El anélisis estadistico realizado se detalla en el Anexo C, cuadros 39 y 40.

Cuadro 25. Resultados de la determinacion de pureza de quince (15) muestras de cocaina
empleando GC/MS y UV/VIS

Porcentaje de pureza de Cocaina (%o)
No. Muestra
GC/MS UV/VIS
1 75.52 73.88
2 71.52 74.07
3 61.73 63.94
4 66.70 66.70
5 73.90 70.55
6 62.38 64.11
7 63.73 61.22
8 71.90 67.90
9 58.76 59.65
10 48.61 48.46
11 56.32 57.91
12 52.17 49.15
13 66.73 66.29
14 66.18 68.44
15 62.65 62.25
Coeficiente de Correlacion de Concordancia de Lin (R¢) 0.96

(*): Los porcentajes de pureza se calcularon en base a la lectura por triplicado de la muestra de cocaina.



Cuadro 26.

39

Criterios evaluados para el andlisis de reproducibilidad de la cuantificacion de cocaina entre

el método por GC/MS y UV/VIS

iteri Cumple
No. Parametro estadistico evaluado Crlterlo”de Resultado b
aceptacion SI NO

Coeficiente de correlacion de
1 concordancia de Lin (Ry) >0.75 0.96 X

Valor p para la prueba t para
2 media de dos muestras > /2 0.62 X

emparejadas (0=0.05)

Grafico 3.

Analisis de concordancia entre el método por GC/MS y UV/VIS en la

cuantificacion de cocaina

20

&4

43

32

Resultados obtenidos por GC/MS

16

32 43
X

Resultados obtenidos por UV/VIS

Fuente: Datos experimentales, obtenidos mediante pruebas analiticas.
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

A. Evaluacion del método por espectrofotometria ultravioleta/visible (UV/VIS) para

la cuantificacion de cocaina

En el analisis de linealidad, los resultados obtenidos indican que el modelo ajustado fue
capaz de explicar la respuesta (absorbancia) en funcion de la concentracion. De manera
que, en el intervalo de concentracion comprendido entre 5 pg/mL-30 pg/mL, se
satisfacen los criterios de linealidad evaluados del método analitico. El coeficiente de
correlacion y el coeficiente de determinacion, con valores de 0.999 y 0.999
respectivamente, indican que la relacion entre la respuesta analitica del método y la
concentracion se ajustan al modelo lineal. Asi también, el andlisis de varianza de la
regresion lineal permitio determinar que el valor F calculado (16828.2) es mayor al F
critico (4.49), indicativo de que el modelo lineal se ajusta para la relacion entre la
absorbancia a partir de la concentracion.

Por otra parte, los factores de respuesta fueron similares entre si y cercanos al valor de
la pendiente. En la prueba de linealidad aplicando el coeficiente de variacion de los
factores de respuesta (CVs), se obtuvo un valor de 0.23% menor al 5.0% establecido
como limite de linealidad, demostrando nuevamente la adecuada linealidad del método
por espectrofotometria ultravioleta/visible (UV/VIS) en el intervalo de concentracion

estudiado.

En la evaluacion de exactitud, se obtuvo un promedio aritmetico de los porcentajes de
recuperacion de 98.44%, valor que se encuentra comprendido dentro del rango de
aceptacion (95-105) % del recobro esperado. Asi también, de acuerdo al intervalo de
confianza construido a través de la distribucion t de Student a un nivel de significancia
de 0=0.05, dicho valor se encuentra comprendido dentro del intervalo y cumple con el
criterio de aceptacion. En la prueba de significacion entre la recuperacion media y el

100% de recuperacion esperada, se obtuvo un valor t calculado (-1.9834) menor al
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valor t tabulado (2.03) con un valor p > 0.05, por lo que no existe diferencia
significativa entre la recuperacion media y el 100% de recuperacion esperada. No se
rechaza Ho: p=100% y se puede concluir que el método por espectrofotometria

ultravioleta/visible (UV/VIS) para la cuantificacion de cocaina, es exacto.

La evaluacion de precision en términos de repetibilidad se llevd a cabo a través del
analisis de 6 estandares de cocaina diferentes preparados al 100% de la concentracion
esperada. El coeficiente de variacion para las réplicas de cada estandar fue menor de
2.0% y de igual forma, el coeficiente de variacion global (1.43%) fue menor al 2.0%.
Por lo que se comprueba que el método por espectrofotometria ultravioleta/visible
(UVIVIS) para la cuantificacion de cocaina presenta repetibilidad, no habiendo

diferencias significativas en condiciones homogeéneas de trabajo.

Evaluacion del método por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de

masas (GC/MS) para la cuantificacion de cocaina

En el analisis de linealidad, los resultados obtenidos indican que el modelo ajustado es
capaz de explicar la respuesta (relacion cocaina/estandar interno) en funcion de la
concentracion. De manera que, en el intervalo de concentracion comprendido entre 5
pg/mL-30 pg/mL, se satisfacen los criterios de linealidad evaluados del método
analitico. El coeficiente de correlacion y el coeficiente de determinacion, con valores
de 0.999 y 0.998 respectivamente, indican que la relacion entre la respuesta analitica
del método y la concentracion se ajustan al modelo lineal. Asi también, el analisis de
varianza de la regresion lineal permitié determinar que el valor F calculado (10575.93)
es mayor al F critico (4.49), indicativo de que el modelo lineal se ajusta para la relacion

entre la absorbancia a partir de la concentracion.
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Por otra parte, los factores de respuesta fueron similares entre si y cercanos al valor de
la pendiente. En la prueba de linealidad aplicando el coeficiente de variacion de los
factores de respuesta (CVs), se obtuvo un valor de 3.09% menor al 5.0% establecido
como limite de linealidad, demostrando nuevamente la adecuada linealidad del método
por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS), en el

intervalo de concentracion estudiado.

En la evaluacion de exactitud, se obtuvo un promedio aritmético de los porcentajes de
recuperacion de 100.7 %, valor que se encuentra comprendido dentro del rango de
aceptacion (95-105) % del recobro esperado. Asi también, de acuerdo al intervalo de
confianza construido a través de la distribucion t de Student a un nivel de significancia
de 0=0.05, dicho valor se encuentra comprendido dentro del intervalo y cumple con el
criterio de aceptacion. En la prueba de significacion entre la recuperacion media y el
100% de recuperacion esperada, se obtuvo un valor t calculado (0.8739) menor al valor
t tabulado (2.03) con un valor p > 0.05, por lo que no existe diferencia significativa
entre la recuperacion media y el 100% de recuperacion esperada. No se rechaza Ho:
pu=100% y se puede concluir que el método por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC/MS) para la cuantificacion de cocaina, es exacto.

La evaluacion de precision en términos de repetibilidad se llevé a cabo a través del
analisis de 6 estandares de cocaina diferentes preparados al 100.0% de la concentracion
esperada. El coeficiente de variacion para cada estandar fue menor de 2.0% y de igual
forma, el coeficiente de variacion global (1.30%) fue menor del 2.0%. Por lo que se
comprueba que el método por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (GC/MS) para la cuantificacién de cocaina, presenta repetibilidad, no habiendo

diferencias significativas en condiciones homogeéneas de trabajo.
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Determinacién de reproducibilidad y concordancia para la cuantificacion de
cocaina entre el método por GC/MS y el método por UV/VIS

El coeficiente de correlacion de concordancia de Lin, es un indice estadistico util para
evaluar el acuerdo entre dos métodos y la reproducibilidad en las mediciones
realizadas (Nickerson, 1997, pp. 1503-1507). Lin (1989) ha demostrado que este
método para evaluar estas caracteristicas es superior a procedimientos usuales de
comparacion (coeficiente de correlacion de Pearson, regresion, analisis de minimos
cuadrados, coeficientes de variacién, coeficientes de correlacion intraclase). Ademas
mostrd que la prueba es tan robusta, que puede determinarse con tan sélo 10 pares de
datos (Mandeville, 2007, pp. 91-97).

El cuadro 25 muestra los resultados de cuantificacion de quince muestras de cocaina
de diferente pureza utilizando el método por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas y espectrofotometria ultravioleta/visible. A partir de estos
resultados, se calculd el coeficiente de correlacion de concordancia de Lin, siendo
este de 0.96, lo cual se valora como concordancia sustancial entre ambos metodos.
Los resultados obtenidos se graficaron, con el fin de observar si los puntos estan
sobre una linea a partir del origen y a 45° en un plano cartesiano, que corresponde a
la linea en la que estarian los puntos si existiera perfecta concordancia. La gréafica 3
permite mostrar el analisis de concordancia de acuerdo con esta descripcién realizada,
pues los puntos derivados de los resultados de cuantificacion se encuentran cercanos

y persiguen el recorrido de la linea de concordancia.

Adicionalmente al analisis antes descrito, se llevd a cabo una prueba de t de Student
para confirmar la equivalencia entre métodos. Se obtuvo un valor de t calculada
(0.5040) menor que la t critica (2.14) con un valor p= 0.6221 (>a/2). No se rechaza
Ho: M = 0, por lo que puede concluirse que no hay diferencia significativa entre

ambos métodos (p>0.05).
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A través de estos resultados, puede concluirse que el método por espectrofotometria
ultravioleta/visible (UV/VIS) y el método por cromatografia de gases acoplada a
espectrofotometria de masas (GC/MS) son equivalentes para la cuantificacion de

cocaina sin adulterantes.



45

X. CONCLUSIONES

Se compararon los resultados de cuantificacion de cocaina empleando cromatografia
de gases acoplado a espectrometria de masas (GC/MS) y espectrofotometria
ultravioleta/visible (UV/VIS).

El método por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (GC/MS)
es lineal. Se demostro que la respuesta del método es proporcional a la concentracion

de cocaina en un rango de 5 pg/mL.

El método por espectrofotometria ultravioleta/visible (UV/VIS) es lineal. Se
demostro que la respuesta del método es proporcional a la concentracion de cocaina

en un rango de 5 pg/mL.

El método por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (GC/MS)
es exacto. No existe diferencia significativa entre la recuperacién media y el 100% de

recuperacion esperado.

El método por espectrofotometria ultravioleta/visible (UV/VIS) es exacto. No existe
diferencia significativa entre la recuperacion media y el 100% de recuperacion

esperado.

El método por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (GC/MS)
presenta repetibilidad, pues permite obtener resultados con una desviacion estandar

relativa menor a 2.0%.

El método por espectrofotometria ultravioleta/visible (UV/VIS) presenta
repetibilidad, pues permite obtener resultados con una desviacion estandar relativa

menor a 2.0%.
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8.  El metodo por espectrofotometria ultravioleta/visible es equivalente al método por
cromatografia de gases acoplada a espectrofotometria de masas, por lo que podria

emplearse como método alterno para la cuantificacion de cocaina sin adulterantes.
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XI. RECOMENDACIONES

Implementar y validar el método de cuantificacién de cocaina sin adulterantes por
espectrofotometria ultravioleta/visible en el Laboratorio de Sustancias Controladas
del Instituto Nacional de Ciencias Forenses de Guatemala -INACIF-, ya que
proporciona resultados comparables con los obtenidos por medio del sistema de

cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.

Continuar la investigacion en la comparacion de métodos analiticos para el andlisis
cuantitativo de otras sustancias controladas, ya que permite encontrar alternativas de
analisis que proporcionan resultados igualmente confiables y equivalentes a las

técnicas primarias de analisis.

Previo a utilizar la metodologia propuesta en el presente estudio en diferente equipo
instrumental al empleado, deben evaluarse nuevamente los parametros de desempefio

descritos.
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A. Anexo 1. Evaluacién del método por espectrofotometria ultravioleta/visible (UV/VIS)

para la cuantificacion de cocaina

Cuadro 27. Resultados obtenidos en la evaluacion de linealidad

. o Copcentracic’)n Absorbancia Factores de respuesta
Calibrador Réplica nominal (ug/mL) (nm) v/
) )
1 4.95 0.24086 0.048658586
1 2 4.95 0.24063 0.048612121
3 4.95 0.24089 0.048664646
1 9.90 0.48856 0.049349495
2 2 9.90 0.48737 0.049229293
3 9.90 0.48766 0.049258586
1 14.85 0.68088 0.045850505
3 2 14.85 0.68059 0.045830976
3 14.85 0.68056 0.045828956
1 19.80 0.88473 0.044683333
4 2 19.80 0.88507 0.044700505
3 19.80 0.88447 0.044670202
1 24.75 1.10810 0.044771717
5 2 24.75 1.10800 0.044767677
3 24.75 1.10770 0.044755556
1 29.70 1.33310 0.044885522
6 2 29.70 1.33380 0.044909091
3 29.70 1.33320 0.044888889
Promedio 0.83432
Desviacion Estandar 0.00195
Coeficiente de variacion (CVy) 0.23357
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Cuadro 28. Resultados obtenidos en el andlisis estadistico de linealidad

ESTADISTICAS DE LA REGRESION
Coeficiente de correlacion multiple 0.999524945
Coeficiente de determinacion R"2 0.999050116
R"2 ajustado 0.998990749
Error tipico 0.012012244
Observaciones 18

Cuadro 29. Resultados obtenidos en el andlisis estadistico de linealidad

ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de los = E Valor
libertad cuadrados cuadrados cal eritica P

Regresion 1 2.428203749 2.428203749 16828.17 4.49 1.3021E-25
Residuos 16 0.002308704 0.000144294

Total 17 2.430512453

Coeficientes Error tipico Estadistico t Valor p Inferior 95% | Superior 95%

Intercepcion 0.036516 0.006456387 5.655794643 3.58E-05 0.022829071 | 0.050202929
Pendiente 0.043446792 0.000334919 129.7234277 1.3E-25 0.042736796 | 0.044156787
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Cuadro 30. Resultados obtenidos en la evaluacién de exactitud

Concentracion

Concentracion

Porcentaje de

Promedio aritmético,

Patréon | Réplica Nominal recuperada recuperacion
i (ug/mL) (ug/m) (%) SD. CV(%)
1 4.95 4.84 97.6994
2 4.95 4.84 97.7785 _
L 3 4.95 4.84 97.7413 SDi:o%ggi/Zss
4 4.95 4.84 97.8064 oV = 0.06
5 4.95 4.84 97.8157
6 4.95 4.84 97.8575
1 4.95 4.40 88.9066
2 4.95 4.39 88.6044 -
) 3 4.95 4.38 88.5579 SDi:oslséggos/igs
4 4.95 4.38 88.5858 oV = 0.1
5 4.95 4.39 88.6741
1 4.95 438 88.5672
2 14.85 14.93 100.5083
3 14.85 14.93 100.5672 _
3 4 14.85 14.93 100.5284 Sszzolggéf’g’f“
5 14.85 14.93 100.5501 oV = 0.03
1 14.85 14.93 100.5687
2 14.85 14.94 100.6090
3 14.85 15.31 103.0922
4 14.85 15.31 103.1015 -
A 5 14.85 15.31 103.1278 sr>)< - 3%%-;;;/;4
1 14.85 15.32 103.1449 oV = 0.08
2 14.85 15.32 103.1681
3 14.85 15.30 103.0627
4 29.70 29.73 100.0864
5 29.70 29.75 100.1717 -
5 1 29.70 29.76 100.1872 Sszzolggbly,%es
2 29.70 29.79 100.3034 oV = 0.07
3 29.70 29.76 100.2027
4 29.70 29.76 100.2182
5 29.70 29.78 100.2647
1 29.70 29.79 100.2879 _
2 29.70 29.80 100.3267 x = 100.36%
6 3 29.70 29.82 100.3964 b 6\9'27(?_32058
4 29.70 29.83 100.4507
5 29.70 29.83 100.4429




Cuadro 31. Anadlisis estadistico para la evaluacion de exactitud

Resultados
Media 98.443
Tamafio de la muestra 36
Valor a contrastar 100.000
Nivel de confianza 95.0%
Media IC (95.0%)
98.443 96.849  100.037

Prueba t para una media

Estadistico t

gl Valor p

-1.9834

36 0.0552

Cuadro 32. Resultados obtenidos Yy andlisis estadistico para la evaluacién de

precision en términos de repetibilidad
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NUmero de estandar analizado

Réplica 1 2 3 4 5 6
1 19.56 19.64 19.31 20.10 20.00 19.55
2 19.57 19.62 19.25 20.08 20.00 19.54
3 19.58 19.62 19.24 20.07 19.99 19.54
4 19.57 19.61 19.24 20.07 20.00 19.54
5 19.59 19.61 19.25 20.06 19.99 19.54
6 1953 19.61 19.25 20.06 19.99 19.54
7 1953 19.60 19.25 20.06 19.99 19.55
8 1953 19.61 19.25 20.05 20.00 19.54
9 1953 19.61 19.26 20.05 20.00 19.55
10 19.53 19.61 19.26 20.04 19.99 19.56
Promedio 19.55 19.61 19.26 20.06 20.00 19.54
sD 0.0234 0.0102 0.0210 0.0164 0.0055 0.0065
Coeficiente de 0.12% 0.05 % 0.11 % 0.08 % 0.03 % 0.03 %
variacion
Coeficiente de 1.43%

variacion global

*SD = Desviacién Estandar




de masas (GC/MS) para la cuantificacion de cocaina

Cuadro 33. Resultados obtenidos en la evaluacion de linealidad

S7

B. Anexo 2. Evaluacién del método por cromatografia de gases acoplada a espectrometria

Concentracion

Relacidon Cocaina/Cocaina-Ds

Factores de respuesta

Calibrador ?Sg;?rl:ﬁ)l Concentracion Respuesta (y/%)
x) v)
4.95 0.25 0.227797955 0.911191819
1 4.95 0.25 0.229636712 0.918546848
4.95 0.25 0.227730953 0.910923813
9.90 0.50 0.495526743 0.991053487
2 9.90 0.50 0.496124047 0.992248094
9.90 0.50 0.496856088 0.993712177
14.85 0.75 0.717041023 0.956054697
3 14.85 0.75 0.714213043 0.952284058
14.85 0.75 0.716779349 0.955705798
19.80 1.00 0.963288022 0.963288022
4 19.80 1.00 0.972177466 0.972177466
19.80 1.00 0.967506425 0.967506425
24.75 1.25 1.222230278 0.977784222
5 24.75 1.25 1.231880266 0.985504213
24.75 1.25 1.221742182 0.977393746
29.70 1.50 1.455991598 0.970661065
6 29.70 1.50 1.513044073 1.008696049
29.70 1.50 1.516457223 1.010971482
Promedio 0.967539082
Desviacion Estandar 0.029988326
Coeficiente de variacion (CVs) 3.099
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Cuadro 34. Resultados obtenidos en el andlisis estadistico de linealidad

ESTADISTICAS DE LA REGRESION
Coeficiente de correlacion maltiple 0.999524945
Coeficiente de determinacion R"2 0.999050116
R~2 ajustado 0.998990749
Error tipico 0.012012244
Observaciones 18

Cuadro 35. Resultados obtenidos en el andlisis estadistico de linealidad

ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de los = E Valor
libertad cuadrados cuadrados cal eritica P

Regresion 1 3.29842552 3.29842552 10575.933 4.49 5.3278E-24
Residuos 16 0.004990085 0.00031188

Total 17 3.303415605

Coeficientes Error tipico Estadistico t Valor p Inferior 95% | Superior 95%

Intercepcion 0.036516 0.006456387 5.655794643 3.58E-05 0.022829071 | 0.050202929
Pendiente 0.043446792 0.000334919 129.7234277 1.3E-25 0.042736796 | 0.044156787
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Cuadro 36. Resultados obtenidos en la evaluacion de exactitud

Concentracion Concentracion Porcentaje de L
. . - L Promedio aritmético,
Patrén | Réplica Nominal recuperada recuperacion SD, CV(%)*
(Hg/mL) (Hg/mL) (%) ’

1 4.95 5.27 106.42
2 4,95 5.30 107.03 _

1 > 495 230 107.02 SDX::01301%£;/0313
4 4.95 5.30 107.06 CV. - 0.29
5 4.95 5.28 106.71
6 4,95 5.31 107.31
1 4.95 5.38 108.75
2 4.95 5.39 108.84 -

S — T
4 4.95 5.41 109.36 CV‘ — 024
5 4.95 5.40 109.15
1 4.95 5.41 109.37
2 14.85 14.22 95.74
3 14.85 14.22 95.77 _

3 4 14.85 14.22 95.73 SD><::0915382%89
5 14.85 14.25 95.95 CV. - 0.19
1 14.85 14.25 95.94
2 14.85 14.29 96.20
3 14.85 14.61 98.36
4 14.85 14.69 98.90 -

A 5 14.85 14.62 98.43 - X 5 286742:(/;088
1 14.85 14.66 98.69 CV. ~0.30
2 14.85 14.72 99.14
3 14.85 14.68 98.83
4 29.70 29.00 97.66
5 29.70 28.97 97.53 -

. 1 29.70 29.06 97.85 - :; 24716%510/20625
2 29.70 29.01 97.67 CV. - 0.25
3 29.70 28.86 97.16
4 29.70 28.93 97.42
5 29.70 28.47 95.86
1 29.70 28.56 96.16 _
2 29.70 28.43 95.72 X = 96.48%

6 3 29.70 28.70 96.64 5D~ J070010025
4 29.70 28.88 97.22
5 29.70 28.89 97.28

(*) SD = Desviacion Estandar; CV = Coeficiente de variacion.



Cuadro 37. Analisis estadistico para la evaluacion de exactitud

Resultados
Media 100.77
Tamafio de la muestra 36
Valor a contrastar 100.000
Nivel de confianza 95.0%
Media IC (95.0%)
100.77 98. 102.037

Prueba t para una media

Estadistico t

gl

Valor p

0.8739

36

0.3881
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Cuadro 38. Resultados obtenidos y analisis estadistico para la evaluacion de

precision en términos de repetibilidad

Numero de estandar analizado

Réplica 1 2 3 4 5 6
1 18.97 18.66 18.31 18.92 18.36 18.46
2 18.99 18.49 18.38 18.97 18.42 1853
3 18.97 18.61 1851 18.91 18.45 1853
4 18.97 18.65 18.39 18.85 18.45 1855
5 19.01 18.56 18.36 18.92 18.36 18.46
6 19.00 18.60 18.41 18.98 18.45 18.47
7 18.97 18.65 18.32 18.94 18.42 18.49
8 19.01 18.65 18.39 18.88 18.43 18,50
9 19.05 18.61 1850 18.82 18.45 18.69
10 18.98 18,59 18.33 18.97 18.37 18.49

Promedio 189912 | 186079 | 183909 | 189173 | 184151 | 185169
SD 0.026 0.052 0.0687 0.055 0.0374 0.069

Coeficlente de 0.14 0.28 0.37 0.29 0.20 0.37

Coeficiente de
variacion global

1.30%

*SD = Desviacién Estandar
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C. Anexo 3. Comparacion de los resultados de cuantificacion derivados del método por
espectrofotometria ultravioleta/visible versus el método por cromatografia de gases

acoplada a espectrometria de masas (GC/MS)

Cuadro 39. Resultados obtenidos en la determinacion de pureza de quince
(15) muestras de cocaina

No. Resultados obtenidos de pureza (%) Difere_:n_cia de Pl’0m_e§1i0 de
GC/MS UV/VIS mediciones mediciones

1 75.52 73.88 1.64 4.7

2 71.52 74.07 -2.55 72.795

3 61.73 63.94 -2.21 62.835

4 66.70 66.70 0 66.7

5 73.90 70.55 3.35 72.225

6 62.38 64.11 -1.73 63.245

7 63.73 61.22 251 62.475

8 71.90 67.90 4 69.9

9 58.76 59.65 -0.89 59.205
10 48.61 48.46 0.15 48.535
11 56.32 57.91 -1.59 57.115
12 52.17 49.15 3.02 50.66

13 66.73 66.29 0.44 66.51

14 66.18 68.44 -2.26 67.31

15 62.65 62.25 04 62.45

Promedio 63.92 63.63 0.29 63.78
SD. 7.755154047 7.635484704 2.19243461 7.617075
Varianza 60.14 58.30 4.486 54.152

*SD: Desviacion Estandar




Coeficiente de correlacion de concordancia=
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re =

e =

S’ +8% -Sua
S +S%+(Y1- Yo

(60.14) + (58.30) - (4.486)

(60.14) + (58.30) + (63.92 - 63.63)*

ro = 0.96

Cuadro 40. Resultados obtenidos en la prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Resultados Variable 1 Variable 2
Media 63.92 63.63466667
Varianza 60.14241429 58.30062667
Observaciones 15 15

Coeficiente de correlacion de Pearson

0.959533053

Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 14
Estadistico t 0.504047529
P(T<=t) una cola 0.311033447
Valor critico de t (una cola) 1.761310115
P(T<=t) dos colas 0.622066894

Valor critico de t (dos colas)

2.144786681
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D. Anexo 3. Generalidades de la cocaina

La cocaina es un alcaloide que se obtiene de las hojas de coca (Erythroxylon coca Lam).
Este es un arbusto tropical que, aunque originario de Sudameérica, se ha adaptado a muy
diversas zonas del globo, como el Norte de Africa, Sudeste Asiatico, Taiwan, entre otros.
Las hojas de la coca poseen aproximadamente 20 alcaloides, entre los que figuran ademés
de la cocaina (principio psicoactivo), la benzoilecgonina, metilecgonina, ecgonina,
cinamoilcocaina, que a su vez pueden convertirse en cocaina en un proceso de sintesis
mediante multiples reacciones estructurales. El contenido de alcaloides totales depende de
la variedad y origen geografico de la planta (Bruneton, 2001, pp. 818-820; Ladron, 1998, p.
605; Remington, 1987, p. 1745; United Nations, 2003, pp. 14-18).

La cocaina esta presente en las hojas de la coca en concentraciones variables (0.5-2.5%). La
manipulacion que se hace para su consumo inicia con la recogida de las hojas y su secado
posterior. En el proceso de obtencion y produccion ilicita del alcaloide, las hojas secas se
trituran y maceran en agua acidulada con HCI. ElI macerado se filtra, alcaliniza y lava con
keroseno o algin solvente equivalente. El extracto organico se separa y se deja secar,
afladiéndose una pequefia cantidad de agua acidulada. El keroseno es removido y la
solucion se alcaliniza para que precipiten los alcaloides méas basicos. El precipitado, que a
menudo contiene una mezcla inorganica de sales, asi como también de cocaina cruda se
separa y seca, dando como resultado la pasta de coca. Para producir clorhidrato de cocaina,
la pasta de coca se disuelve en &cido sulfurico diluido y se afiade permanganato de potasio.
La solucidn se filtra y el filtrado se alcaliniza, proceso que da lugar a la precipitacion de
cocaina base que posteriormente se lava con éter dietilico. Esta solucion se filtra y se afiade
HCI y acetona para dar lugar a la precipitacion del clorhidrato de cocaina, que luego se
filtra y seca (Ladrdn, 1995, p. 607; United Nations, 2003, pp. 14-18).

Es de esperarse que en la produccion ilicita, existan algunas variaciones en la técnica y/6
los reactivos utilizados para la extraccion del alcaloide. Sin embargo, los detalles brindados
anteriormente constituyen una aproximacion al procedimiento general de obtencion ilegal
de la droga (United Nations, 1996).
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La cocaina que se trafica internacionalmente tiene una pureza que oscila entre el 70 y 90%.
Los contaminantes mas comunes son anestésicos locales (lidocaina, procaina, benzocaina,
etc.) o azucares (manitol, lactosa, glucosa, etc.). La cafeina y la quinina al igual que otras
sustancias de abuso tipo anfetamina, son también contaminantes relativamente comunes
(United Nations, 1996).

1. Caracteristicas fisico-quimicas

HiC—N O

O

Formula molecular: C17H21NO,
Peso molecular: 303.36 g/mol

La cocaina, es un sélido que se presenta en forma de cristales incoloros ¢ blancos ¢ polvo
cristalino blanco ligeramente soluble en agua (~1 g en 600 cm?®, pK, 5.59 a 15°C); soluble
en etanol (1 g en 7 cm® de cocaina base) y cloroformo, practicamente insoluble en éter;
funde a alrededor de 97° y su punto de ebullicién es de alrededor 187-188°C. Desde el
punto de vista quimico es una 2-metil-3-bencilecgonina, que presenta un grupo amino-
hidrofilico, conectado a un grupo intermediario a un residuo aromatico lipofilico
(Calabuig, 1990, pp. 672-673; Ladrén, 1995, p. 607; Remington, 1987, pp. 1745).

El clorhidrato de cocaina es un polvo blanco niveo con sabor amargo, que
caracteristicamente embota la zona de la mucosa oral que se emplea para degustarla. Es
soluble en agua, alcohol y cloroformo e insoluble en éter (Calabuig, 1990, p. 672). La
cocaina es estable; una muestra conservada en un ambiente seco y en un contenedor bien
cerrado, puede no mostrar descomposicion después de 5 afios. Las soluciones acuosas son
estables en un pH inferior a 4, y se hidrolizan rapidamente en pH superior a 5.5 (Block y
Beale, 1998, p. 649).



2. Toxicidad

a) Toxicocinética
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Segln su via de entrada, la absorcion es mas o menos rapida (entre 30 segundos y 90

minutos) y su duracion de accion oscila entre 20 y 180 minutos (Gainza, 2003, p. 110).

Via

Absorciéon maxima

Duracién de accion

(minutos) (horas)

Intravenosa 0.5-2.0 0.25-0.5
Intranasal 30 1-2
Gastrointestinal 60-90 >3

Pulmonar (fumada) 0.5-1.0 0.25-0.5

La vida media plasmética de la cocaina es de cerca de 50 minutos (0.8h +2) y el

volumen de distribucion es de 2L/kg. La via metabdlica principal de la cocaina consiste

en la hidrélisis de cada uno de sus dos grupos éster por estearasas hepaticas y

plasmaticas. La benzoilecgonina, producida al perderse el grupo metilo, representa el

principal metabolito urinario principal y se encuentra en la orina durante dos a cinco

dias después de su ingesta (Gainza, 2003, p. 110; Hardman, Limbird, y Gilman, 2001,

p. 609; Kaye, 1988).

b) Toxicodinamia

A nivel local la cocaina produce anestesia por bloqueo de los canales de sodio de las

membranas axonales, y vasocontriccion por aumento de la produccion de endotelina y

disminucién de la produccién de 6xido nitrico (Ladron y Moya, 1995, p. 608).

En el sistema nervioso central, la cocaina impide la recaptacion presinaptica de

dopamina, serotonina, norepinefrina y epinefrina, por lo que aumenta la concentracion

de estos neurotransmisores en los receptores postsinapticos. La expresion de este efecto

farmacol6gico tiene expresion, fundamentalmente, a nivel del SNC y aparato

cardiocirculatorio. El uso crénico provoca una deplecion de neurotransmisores y una

hipersensibilizacion de los receptores postsindpticos para los neurotransmisores
(Calabuig, 1990, p. 672-673; Hardman, 2001, pp. 609-610; Ladron, 1995, p. 608).
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Las acciones de la droga se pueden resumir de la siguiente manera (Ladron, 1995, p.
608):

i. Sistema nervioso central. Excitacién psiquica y motriz, disminucion de la fatiga y
suefio, euforia y disminucion del umbral convulsivo. En dosis elevadas produce
temblores y, mas adelante, convulsiones tonico clonicas. La administracion
continuada en dosis altas genera reacciones psicoticas, con sensacion de disforia,
delirio de persecucion, alucinaciones y conducta agresiva. Son frecuentes las
pseudopercepciones alucindsicas, consistentes en pequefios insectos y parasitos que
caminan por la piel, acompafiadas de picor.

Si la concentracion del toxico es suficientemente alta, la depresion sigue a la
estimulacion, y tanto los centros vasomotores como los respiratorios se inhiben,
pudiendo producir la muerte por parada cardiorespiratoria.

ii. Aparato cardiovascular. Efecto vasoconstrictor enérgico, aumento de la frecuencia
y gasto cardiaco y de la tension arterial. En pacientes con cardiopatias previas puede
desencadenarse insuficiencia cardiaca.

iii. Otros. La cocaina es un potente pirégeno. Esta accién se produce tanto por su

accion estimulante central, como por el aumento de la actividad muscular.

3. Tolerancia, dependenciay supresion
El uso continuado de la droga produce fendmenos de tolerancia. Esta, es muy poco
acentuada sobre las acciones cardiovasculares, aunque si es intensa en la esfera psiquica.
Por ello, el cocainGmano requiere con el tiempo dosis mas grandes de cocaina para lograr el
estado de euforia (Hardman y otros, 2001, pp. 609-610).

Al cesar la administracion de la droga tras periodos prolongados de uso, se produce un
sindrome de abstinencia caracterizado por disforia, depresion, somnolencia, fatiga, deseo
vehemente de la droga, alteraciones de la memoria y de la concentracion, cuadros

paranoides, letargia y aumento del apetito (Hardman y otros, 2001, pp. 609-610).
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4. Dosis toxica

Las dosis toxicas mortales son muy variables y dependen de la via de administracién. En
general, es dificil predecir qué exposicion serd toxica debido a la variabilidad en el grado de
pureza de la droga, la presencia de adulterantes y la diferente tolerancia individual de los
consumidores. Los cocaindmanos acostumbrados al consumo diario, pueden soportar dosis
de 1 a 2 gramos sin gran sintomatologia; sin embargo, estas personas pueden morir
bruscamente después de una dosis masiva, a la cual ya estaban acostumbrados (Calabuig,
1990, pp. 672-673; Carrillo, 1981, p.315).
Los efectos toxicos se empiezan a notar cuando la concentracion en sangre es de 0.25-5.0
ug/ml y la muerte se alcanza cuando se alcanza una concentracion de 1 pg/ml o mas. La
intoxicacion presenta una clinica variable, puede evolucionar en tres fases (Calabuig, 1990,
pp. 672-673):

e Primera fase: excitabilidad, inestabilidad emocional, ansiedad, cefaleas, nauseas, vomitos,
midriasis, nistagmus vertical, bradicardia, hipertension, taquipnea (aunque a veces se
produce hipotension y taquicardia), arritmias, vasoconstriccion periférica, hipertermia,
alucinaciones, alteraciones de las sensaciones tactiles: hormigueos, sensacion de pequefias
arafias caminando bajo la piel o signo de Magnan, y fasciculaciones musculares.

e Segunda fase: convulsiones tonico clonicas parecidas al gran mal, aumento de la
frecuencia, aumento de la frecuencia del pulso y de la presion arterial, cianosis, disnea con
respiracion irregular, acidosis lactica.

e Tercera fase: paralisis muscular, pérdida de reflejos, fallo respiratorio, cianosis, fracaso

circulatorio, coma y muerte.

5. Usos terapéuticos
Las acciones clinicas deseables de la cocaina son el bloqueo de los impulsos nerviosos, a
causa de sus propiedades anestésicas locales, y vasoconstriccion local, secundaria a
inhibicién de la recaptacion de noradrenalina. En la actualidad, tiene muy restringidas
aplicaciones terapéuticas pues es una droga altamente adictiva. Sélo encuentra utilidad
como anestésico de superficie sobre mucosas, en otorrinolaringologia y odontologia. Para
ello, se utiliza en soluciones acuosas del clorhidrato, con una concentracién del 1, 4 6 10%

para aplicacion topica. Algunas formulaciones especiales tienen mayores concentraciones.
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Debe considerarse formalmente contraindicado el empleo de dosis totales de cocaina
superiores a 200 mg en formulaciones que permitan su absorcién mucosa o parenteral,
rapida (Calabuig, 1990, pp. 672-673. ; Ladron, 1995, p. 609; Remington, 1987, p.1746).

6. Empleo ilicito

En la actualidad, la cocaina se ha convertido en la sustancia de abuso de moda. Las formas
principales de consumo son la absorcion mucosa de la sal, cominmente en forma de
clorhidrato, la administracion intravenosa de la sal, o la inhalacién de la base libre (crack).
La droga se denomina en argot con diversos nombres: coca, nieve, perico, dama blanca,
bazuko, gran C, polvo de estrella, entre otros. (Calabuig, 1990, pp. 672-673.; Ladron, 1995,
p.610). La cocaina suele emplearse en combinacién con otras sustancias. Las asociaciones
més frecuentes son el alcohol y la heroina. La intoxicacion etilica se potencia con la
cocaina, generando un cuadro claramente placentero. La asociacion con heroina, fumada,
esnifada o por via i.v., genera euforia intensa, especialmente cuando por esta Gltima via, y
se describe como una sensacion plana e intensamente satisfactoria por los sujetos adictos
(Calabuig, 1990, p.673).

7. Legislacion vigente

Guatemala es parte de la Convencion Unica de las Naciones Unidas de 1961 y su Protocolo
de 1972, la Convencidn de las Naciones Unidas de 1971 sobre Substancias Psicotrdpicas, la
Convencién de Drogas de las Naciones Unidas de 1988, la Convencién Centroamericana
para la Erradicacion de la Produccién, Trafico, Consumo y Uso llicito de Drogas y
Substancias Psicotrdpicas y el Tratado Centroamericano sobre Ayuda Legal Conjunta para
Asuntos Penales. Guatemala también ha firmado convenios antinarcéticos bilaterales,
incluyendo intercambios de informacion, con México (1989), Venezuela (1991), Argentina
(1991), Colombia (1992), Ecuador (1992), Per( (1994) y Espafia (1999).

En cuanto a legislacion interna, el Codigo de Salud en su Titulo I, Capitulo 111, incluye en
los articulos 178 al 181, las disposiciones relacionadas con el uso, consumo y vigilancia de
los estupefacientes, psicotrépicos y sus precursores. Sin embargo, es la Ley Contra la
Narcoactividad (Decreto Numero 48-92), la que define y enfrenta de manera profunda la

narcoactividad, y amplia los terminos y conceptos que abarca el Cédigo de Salud.
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H. Anexo 4. Métodos para el analisis de cocaina

1. Analisis cualitativo

a) Pruebas de precipitacion y color

Algunas pruebas para la identificacion de cocaina se detallan a continuacion. Un

resultado positivo, es solamente un indicio presuntivo de la posible presencia de la

sustancia.

iv.

Prueba de Scott o Scott modificado: Fase 1: el material a ensayar se deposita en
un tubo de ensayo y se agregan 5 gotas de reactivo de Scott y si el material
contiene cocaina, inmediatamente adquirird un color azulado. Fase 2: A esta
solucion se agrega 1 0 2 gotas de HCI concentrado y se agita hasta que
desaparezca el precipitado azul y la solucién adquiera un color rosado. Fase 3:
Por dltimo, se afiaden varias gotas de cloroformo hasta la formacion de dos
capas, una capa superior rosa y la capa inferior de cloroformo que adquirird un

color azul intenso si la muestra contiene cocaina (United Nations, 1986).

ii. Reaccion de Mayer (HgCl,, IK, H,0): empleada para la caracterizacion no

especifica de alcaloides. La cocaina reacciona formando un precipitado blanco
o amarillo claro (Kaye, 1988, p. 273).

Reaccion de Dragendorff (solucion saturada 10% de Kl con Bil): empleada para
la caracterizacién no especifica de alcaloides. La cocaina reacciones formando
un precipitado naranja-marrén (Kaye, 1988, p. 273).

Reaccion con tiocianato de cobalto (2% en H,0): la cocaina reacciona formando
un precipitado azul, que no se disuelve tras la adicion de 3 gotas de cloruro
estafioso (Kaye, 1988, p. 274).

b) Observacion microscopica de cristales

Se colocan 2 mg de la muestra en el portaobjetos de un microscopio y se afiade una gota

de HCI 0.1 N para disolver la muestra. Luego se afiade 1 gota del reactivo PtCl, al 5%

para después observar los cristales utilizando un aumento alrededor de 100 (United
Nations, 1986).
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¢) Analisis instrumental

Espectrofotometria ultravioleta/visible: se disuelve una porcion de la muestra de

cocaina en HCI diluido (1/20) a modo que se obtenga una solucion 15ug/ml. De la
misma manera, se debe preparar una solucién con un estandar de referencia de
cocaina. Se registran y comparan los espectros obtenidos para la solucién estandar y
para la solucion de prueba de 200-360nm (INACIF, 2008; The United States
Pharmacopeia Convention, 2007).

Los requerimientos se cumplen si el espectro de absorcion UV de la muestra y el
estandar exhiben la maxima y la minima respuesta a la misma longitud de onda y si
las absorbancias estan entre los limites. Las bandas de absorcion maxima a 233 nm
y 275 nm son caracteristicas de cocaina (INACIF, 2008; The United States

Pharmacopeia Convention, 2007).

Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

Para la identificacion de cocaina se compara el tiempo de retencion y espectro de
masas de la muestra de cocaina con el del estandar bajo condiciones idénticas. Los
picos de las masas correspondientes de cocaina son el 82, 182, 83, 105, 303, 77, 94,
96. Se debe considerar un Match Quality minimo de 90 como valor confiable para

determinar la presencia de la droga (INACIF, 2008).

El resultado positivo para cocaina con la técnica de GC/MS sumado al resultado
positivo de cualquier prueba instrumental o presuntiva, incluyendo las de

colorimetria, es suficiente para detectar o identificar positivamente esta droga.

d) Otros:

Espectroscopia infrarroja:

Se obtiene el espectrofotograma de Infrarrojo y se comparan los resultados
obtenidos con los del estandar bajo condiciones instrumentales idénticas. Se
certifica la presencia de cocaina si el espectrofotograma muestra los principales
picos (método del disco de haluro) (United Nations, 1986).
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La cromatografia en capa fina es una técnica que se emplea para separar entre si los

componentes de una muestra. La separacion se basa en que las sustancias se

reparten de modo diferente segun solubilidad en un solvente o fase movil y

adsorcién a una placa o fase estacionaria. La técnica es utilizada rutinariamente para

la deteccion de cocaina en diferentes matrices (United Nations, 1986).

Fase Estacionaria: Silica Gel 60 F,s4 (10 x 10)

Fase Mavil: en la tabla se especifican tres sistemas de solventes, sus proporciones y

los valores de Rf que caracterizan a la cocaina en dichas condiciones.

Fase movil | CHCIl;:meOH meOH:NH,OH Eter isopropilico:etanol
(9:1) (200:3) (80:20)
Rf 95 73 71

Métodos para la visualizacion (United Nations, 1986):

o Luz Ultravioleta a 254nm.

« Reactivo de lodoplatinato de potasio acidificado.

 Reactivo de Drangendorff.

2. Andlisis cuantitativo

a) Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

Para realizar el analisis cuantitativo de cocaina empleando esta técnica, se requiere la

elaboracion de una curva de calibracion utilizando el método del estandar interno,

sustancia que se afiadira a todas las muestras y estandares como referencia de las

mediciones realizadas. Los calibradores se preparan empleando una serie de soluciones

que contengan igual cantidad de estandar interno e incrementos en la cantidad de

cocaina de pureza conocida. Al finalizar la lectura de las muestras, se obtiene una

grafica de la curva de calibracion y se verifica que el coeficiente de correlacion sea

estadisticamente significativo (Gutiérrez, 2002; Kitson, 1996, p. 37).
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Para cuantificar una muestra de cocaina, se determina inicialmente la abundancia de los
iones cuantificadores, y su concentracion se determina a partir de la curva de

calibracion.

b) Espectrofotometria ultravioleta/visible
Para la cuantificacion de cocaina empleando esta técnica, es necesaria la construccion
de una curva de calibracion. Los calibradores se preparan empleando una serie de
soluciones que contengan incrementos en la cantidad de cocaina de pureza conocida.
Al finalizar la lectura de las muestras, se obtendra una grafica con absorbancias (en la
ordenada) versus la concentracion del analito (en la abscisa), y se verifica que el

coeficiente de correlacion sea estadisticamente significativo (Skoog, 2001, p. 369).

Para cuantificar una muestra de cocaina, se determina la absorbancia a una longitud de
onda fija (maxima absorbancia) en el equipo, y su concentracion se determina por

medio de la ecuacién de la recta obtenida a partir de la curva de calibracion.

c) Otros:

i. Valoracion: para la valoracion de cocaina base, se disuelven cerca de 600 mg de
cocaina en 50 mL de acido acético glacial, se adiciona una gota de violeta cristal TS
y luego se titula con 0.1N de &cido perclérico VS hasta un punto final verde. Por
altimo se realiza una determinacion del blanco y se hacen las correcciones
necesarias. Cada mL de acido perclérico 0.1N es equivalente a 30.34 de C17H21NO,.
La cocaina contiene no menos del 99% y no méas del 101.0% de C,7H,;NO, (The
United States Pharmacopeia Convention, 2007).

ii. Cromatografia liquida de alta resolucién: técnica utilizada para la determinacion de

cocaina en plasma y tejidos. Posee un limite de deteccion <1ug/mL (Moffat y otros,
2004, p. 489).

iii. Radioinmunoanalisis: técnica muy sensible para cuantificar metabolitos de cocaina

en fluidos bioldgicos. En orina, posee una sensibilidad de 2 ng/ml para la

determinacion de benzoilecgonina (Moffat y otros, 2004, p. 489).
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Anexo 5. Espectrofotometria ultravioleta/visible

La técnica espectrofotométrica ultravioleta-visible se basa en la capacidad que tienen las
moléculas y los &tomos de absorber radiaciones de 200-400nm y 400-800 nm, utilizando la
energia de dichas radiaciones para producir cambios energéticos en su estructura. En los
atomos estos cambios se refieren exclusivamente a transiciones electronicas. En las
moléculas los cambios energéticos son debidos a movimientos electrénicos, asi como a

movimientos de vibracion y rotacion (Calabuig, 1990, pp. 788-789).

Cuando la luz pasa a través de una solucion que contiene una sustancia capaz de absorber,
una parte de la luz es absorbida, otra parte es reflejada y el resto es transmitido. La cantidad
de luz absorbida (absorbancia o densidad Optica de la solucion) es proporcional a la
concentracion de la solucion y a la longitud del camino recorrido a traves de aquélla. Esta
relacion viene definida por la ley de Lambert-Beer, que en su expresion practica se puede
expresar como: A = E x ¢ x 1. Siendo c la concentracion molar de la solucion, 1 el camino

recorrido por la luz y E el coeficiente molar (Skoog, 2001, p.364-366).

Las aplicaciones de este principio derivan del hecho que las transiciones electronicas en una
molécula dan origen a bandas de absorcion especificas a determinadas longitudes de onda,
que pueden ser usadas para la identificacion de la molécula. Sin embargo, como las bandas
de absorcién ultravioleta son en general anchas, una misma sefial puede ser manifestada por
diferentes compuestos (Calabuig, 1990, pp. 788-789).

La intensidad de la absorcion, es una medida de la concentracion de la entidad absorbente
presente en una muestra. Por esta razon, la construccion de curvas de calibracion, usando
patrones de concentracion conocida, permite realizar una cuantificacion precisa de los
problemas (Calabuig, 1990, pp. 788-789).
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1. Cuantificacion de sustancias mediante medidas de absorcion
La espectrofotometria UV/VIS es una herramienta utilizada en el analisis cuantitativo de
sustancias. La técnica se caracteriza por: 1) gran aplicabilidad tanto para sistemas organicos
como inorgénicos; 2) sensibilidad caracteristica de 10* a 10° M; 3) selectividad de
moderada a alta; 4) buena precision y 5) adquisicion de datos facil y rapida (Skoog, 2001,
p. 366).
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J. Anexo 6. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

Es la combinacion sinérgica de dos poderosas técnicas analiticas. La cromatografia de gases
separa los componentes de una mezcla, y la espectrometria de masas provee la informacion

que se relaciona con la identificacion estructural de cada componente (Kitson, 1996, p.3).

1. Cromatografia de Gases

Este instrumento provee un tiempo de retencidn para los componentes de una mezcla. El
principio basico de operacion de un cromatografo de gases implica la volatilizacion de la
muestra en un inyector, separacion de los componentes de la mezcla en la columna
especialmente preparada y la deteccion de cada componente en un detector. Un aspecto
importante del cromatografo de gases es el uso de un gas acarreador, como el hidrégeno o
el helio, que transportan la muestra desde el inyector, a través de la columna, al detector. La
columna contiene una cubierta de fase estacionaria. La separacion de los componentes esta
determinada por la distribucién de cada componente entre el gas acarreador (fase mavil) y
la fase estacionaria. Un componente que permanezca por poco tiempo en la fase
estacionaria eluira rapidamente. Solamente aquellos materiales que pueden ser volatilizados
sin descomponerse pueden ser sometidos a analisis por esta técnica (Gutiérrez, 2002;
Kitson, 1996, p. 3).

2. Espectrometria de Masas

Dentro del espectrometro de masas, se procede a la ionizacion de la muestra mediante
diferentes métodos. El sistema de ionizacion mas frecuente es el de impacto electronico que
bombardea las moléculas con electrones de una cierta energia, capaces de provocar la

emision estimulada de un electrén de las moléculas y asi ionizarlas (Gutiérrez, 2002).

Ademas de moléculas ionizadas o iones moleculares (M*) también se forman iones
fragmento debido a la descomposicién de los iones moleculares con exceso de energia. El
tipo y proporcion relativa de cada uno de estos fragmentos es caracteristico de las moléculas
analizadas y de las condiciones del proceso de ionizacion. Una vez ionizadas las moléculas,

se aceleran y se conducen hacia el sistema colector mediante campos eléctricos o
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magnéticos. La velocidad alcanzada por cada ion sera dependiente de su masa. La deteccién
consecutiva de los iones formados a partir de las moléculas de la muestra, suponiendo que
se trate de una sustancia pura, produce el espectro de masas de la sustancia, que es diferente
para cada compuesto quimico y que constituye una identificacion practicamente inequivoca

del compuesto analizado (Gutiérrez, 2002).

Cuantificacion de sustancias

La cuantificacion exacta en CG/MS requiere la adicion de una cantidad conocida de un
estandar interno en una alicuota exactamente pesada en la muestra analizada. EI mejor
estandar interno es aquel quimicamente similar al analito de interés, pero que eluye en un

espacio vacio en el cromatograma (Kitson, 1996, p.35).

Cantidades iguales y conocidas de estandar interno (Wi;s) es afiadido a la solucién de prueba
y las soluciones de referencia. La concentracion de la sustancia de prueba es determinada
mediante la comparacion de las areas de picos o altura de picos de la sustancia a ser
examinada y el estandar interno en la solucién de prueba con las areas de los picos o la
altura de los picos de la sustancia a ser examinada y el estandar interno en la solucién de
referencia (Gutiérrez, 2002; Kitson, 1996, p. 37).



