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RESUMEN. La determinacién de cocaina y sus principales metabolitos en fluidos bioldgicos continta siendo una tarea
diffcil, la cual s¢ lleva a cabo en la mayoria de los laboratorios mediante la aplicacién de un procedimiento de extraccion
liquido-liquido o de extracci6n en fase solida, seguido de una técnica cromatogréfica como por ejemplo la cromatografia
en capa delgada, la cromatografia de gases o la cromatografia liquida de alta presién. La cromatografia de gases acoplada
a la espectrometria de masas dada su elevada especificidad y sensibilidad es la técnica mediante 1 ~ual se obtiene la
adecuada eficiencia para este tipo de estudio. En el presente trabajo se revisaron los métodos de determ’ . acion de cocaina
y sus principales metabolitos en diferentes fluidos biologicos por cromatografia de gases, los cuales han sido reportados
en los nltimos 10 afios fundamentalmente. Se resumen detalladamente los métodos de aislamiento de dichos analitos en
sangre, orina, tejidos, ufias, pelos, meconio, saliva y sudor, haciendo énfasis en los procedimientos de preparacion de las
muestras antes de ser sometidas a las extacciones. Aunque se considera la orina como la muestra idénea para éstas
determinaciones, se hacen consideraciones generales respecto a la utilidad de las otras muestras para el diagnéstico del
consumo de cocafna. Se tabulan las principales condiciones cromatograficas (columna, programa de temperatura, método
de deteccidn), métodos de extraccién, agentes derivatizantes, modo espectrométrico de deteccién y la sensibilidad de
dichos procedimientos. Esta revisién permite concluir que fos métodos més usados para la determinacion de cocaina y
sus principales metabolitos en muestras biolégicas involucran después de los respectivos pasos de preparacion de las
muestras, una extraccién en fase solida seguida de un método por cromatografia gas-liquido con columnas capilares de
cuarzo (HP-1, HP-5). La deteccion se lleva a cabo generalmente por espectrometria de masas mediante un monitoreo
selectivo de iones, con el uso del impacto electronico como método de ionizacion.

ABSTRACT. Determination of cocaine and its main metabolites in biological samples continues being a difficult task,
which is performed in the most specialized laboratories by means of liquid-liquid extraction or solid phase extraction
procedures following a chromatographic technigue, for example thin layer chromatography, gas chromatography or high
performance liquid chromatography. The gas chromatography/mass spectrometry due to its high specificity and sensitivity
seem to be the generally accepted as a rigorous technique for this kind of studies. This report deals about the review of
the gas chromatography methods for determination of cocaine and its main metabolites in biological sp "cimens that have
been published in the last decade fundamentally. It is summarized in detail, blood, urine, tissues, nail, hair, meconium,
safiva and sweat isolation methods for cocaine and its main metabolites, with special attention to the respective preparation
samples procedures before the extraction. Although, urine is the sample of choice for drug analysis, general consideration
regarding the utility of other samples in the diagnosis of cocaine consumption was made. The chromatography conditions
(columns, temperature programme, detection methods), extraction procedures, derivatization techniques, mass spectro-
metric detection mode and sensitivity that were used in the development of assay for these analytes was tabulated. This
review concludes that after the preparation samples techniques, the Solid Phase Extraction procedures following the
fused-silica capillary column (HP-1, HP-5) gas chromatography procedures were the most often used methods for
determination of cocaine and its main metabolites in biological specimens, Detection generally was performed by selected
ion monitoring in the positive ion electron impact ionization mode.

INTRODUCCION

La cocaina (COC) es el principal al-
caloide que se obtiene de la planta
FEritroxilum coca, el cual tiene una lar-
ga historia de uso y de abuso. Aungue

generalizado el uso de las hojas de co-
ca en algunos paises de la region An-
dina, ya sea en infusiones o mascada,
hoy dia la COC estd asociada casi
exclusivamente con el abuso del alca-
loide.! Los efectos estimulantes de la

COC asi como sus propiedades anes-
tésicas y vasoconstrictoras han sido
objeto de numerosos estudios por par-
te de médicos y toxicologos.

La COC es ademas la sustancia psi-

coactiva de méas amplia gama de posi-
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bilidades de consumo: puede ser inha-
lada, fumada, inyectada, bebida en
infusiones, aplicada en las mucosas, y
también puede mezclarse con otras
drogas.* La misma se metaboliza rapi-
damente y la benzoilecgonina (BE)
que es su principal metabolito es con-
stderado como marcador del consu-
mo de COC, no obstante, se han re-
portado adicionalmente otros 18 me-
tabolitos en orina, de los cuales los
més importantes son la ecgonina metil
éster (EME), ecgonina (EG), norco-
caina (NORCOC) y el cocaetileno
(COCET) gue se forma en presencia
de etanol.g

La eleccion por un laboratorio de
una determinada metodologia anali-
tica va a depender de varios factores:
volumen de trabajo, sensibilidad re-
querida, capacidad técnica e instru-
mental, tiempo disponible y costo. El
disefio de un protocolo para la detec-
cién de una droga de abuso debe in-
cluir dos pasos fundamentales: un
procedimiento inictal de rastreo que
sca capaz de diferenciar las muestras
negativas de las presumiblemente po-
sitivas, seguido de otro procedimiento
de confirmacion, lo suficientemente
sensible y especifico para dar categ6-
ricamente positiva una muestra. En el
primer caso se han aplicado técnicas
de inmunoensayo y/o cromatograficas
y en el segundo todas las técnicas sue-
len ser cromatograficas y espectromé-
tricas, *~4*

La determinacién de COC y sus
principales metabolitos en fluidos bio-
légicos se lleva a cabo enla mayoria de
los laboratorios mediante la aplica-
cién de un procedimiento de extrac-
cién liguido-liquido (ELL) o de
extraccidn en fase sélida (EFS), segui-
do de la ejecucién de una técnica cro-
matografica como por gjemplo la cro-
matografia en capa delgada, cromato-
grafia liquida de alta presién (CLAP)
y cromatografia de gases (CG). La
cromatografia de gases acoplada a la
espectrometria de masas {(CG/EM)
dada su elevada especificidad y sensi-
bilidad es ia técnica mediante la cual
-se obtiene la adecnada eficiencia para
este tipo de estudio. Sin embargo, se
han descrito varios métodos alterna-
tivos empleando cromatografia de
gases con detector de nitrogeno-fosfo-
ro (CG/DNF), y por CLAP los cuales
han permitido obtener resultados con
la adecuada sensibilidad y selectivi-
dad para realizar un diagnéstico ine-

quivoco.”™” 6
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El propésito fundamental de esta
revisibn es brindar un resumen de
algunos de los métodos que han sido
publicados en los Gltimos 10 anos utili-
zados para aislar y determinar COCy
sus principales metabolitos en los
diferentes flurdos biolégicos.
Aislamienfo de cocaina y sus meta-
bolitos de fluidos bioldgicos

La Quimica Clinica y la Toxicologia
Analitica y Forense son algunas de las
ramas de la investigacién cientifica
que han sido beneficiadas en las dos
Gltimas décadas con los avances de la
tecnologfa instrumental de los Labo-
ratorios de Quimica. La identifica-
cién con exactitud de cualquier espe-
cie quimica en matrices relativamen-
te complejas, como son los fluidos bio-
légicos, es un problema casi solucio-
nado en gran parte de los paises, sin
embargo los procedimientos cuanti-
tativos de aislamiento de tales sustan-
cias no ha tenido el mismo ritmo de
desarrollo en este periodo.1 Las
extracciones de drogas de fluidos bio-
l6gicos han evolucionado desde las
tradicionales ELL, pasando por los
procesos de aislamiento con sales y
solventes (saltin%-out), hasta las muy
ventajosas EFS. 8 En la literatura
especializada se han descrito funda-
mentalmente tres variantes de la EFS:
La EFS convencional, la EFS con dis-
cos (EFSD) y la micro EFS (MEFS).
En la primera, una muestra acuosa
conteniendo los analitos de interés a
separar s¢ hace pasar a través de un
sorbente empacado en una pequeiia
columna plastica, y como resultado de
la interaccidén cntre los analitos y el
sorbente (fuerzas de atraccién no
polares, polares, idnicas y apolares e
iOnicas en un mismo lecho), estos ana-
litos son reteridos en el sorbente. Pos-
teriormente dicho sorbente se lava
con pequefias cantidades de un sol-
vente capaz de arrastrar las impurezas
al mismo tiempo que debilita las fuer-
zas de atraccién, (las de silice normal
generalmente no llevan este pasa)
favoreciendo de este modo el proceso
de ¢lucion, que se realiza con peque-
fas cantidades de un solvente que
solubiliza los analitos, obieniéndose
extractos muy himpios. La EFSD se
basa en el mismo principio y lleva
esencialmente los mismos pasos, pero
se diferencia de la anterior en que el
sorbente se cncuentra empacado en
un disco de teflon, 1

Mediante estas dos modalidades de
extraccion, todas las drogas son rete-

tenidas en alguna medida en sorben-
tes no polares, de ahi la amplia apli-
cacion que ha tenido en el rastreo de
drogas en fluidos biol6gicos; sin em-
bargo los sorbentes Hamados "mixtos"
que confienen elementos no polares y
de intercambio iénico han sido los de
mejores resultados para extraer cuan-
titativamente drogas de abuso y sus
metabolitos.*™

Segfin Clauwaert y col.”® las EFS de
COC y sus metabolitos pueden ser
divididas en tres grupos de acuerdo a
la naturaleza del sorbente utilizado:

1. Sc basa en la utilizacién de sor-
bentes no polares (C8, C18), en éstos
después de un acondicionamiento de
la columna con metanol y un buffer
alcalino, se aplica la muestra, se rea-
liza un lavado y la elucidn se lleva a
cabo con una mezcla de cloroformo y
metanol.

2. Se basa en la utihizacién de co-
lumnas de intercambio catiénico fuer-
te para extraer compuestos cargados
positivamente, aqui el acondiciona-
miento se hace con metanol v un
buffer dcido; la muestra se diluye en
buffer dcido de manera que los grupos
aminos se carguen positivamente. La
elucién se¢ realiza con una mezcla de
un buffer alcalino y metanol.

3. Utiliza sorbentes de tipo mixto,
con propiedades hidréfobas y de
intercambio catibnico y tiene la posi-
bilidad de retener analitos con un ran-
go muy amplio de polaridades. Aqui
las muestras se diluyen en un buffer
4cido y las columnas son acondicio-
nadas con metanol, agua y buffer fos-
fato, y el lavado se suele realizar con
agua, acido clorhidrico y metanol. Las
eluciones se realizan generalmente
con diclorometano: isopropanol:
amoniaco (78:20:2).

Realmente los métodos reportados
en la literatura siguen el esquema ex-
puesto anteriormente, empleando di-
ferentes variantes en el lavado y la
elucién.

Extracciones a partir de muestras de
orina

Una de las vias mas importante de
excrecion de xenobidticos es la renal,
fundamentalmente para compuestos
polares, entre los que podemos en-
contrar los metabolitos de la mayoria
de las drogas de abuso. Una de las
funciones mas importantes del meta-
bolisme humano e; hacer los com-
puestos extrafios més polares para fa-
vorecer la eliminacién por estavia. La
orina es la muestra que con mayor
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frecuencia es enviada a los laborato-
rios clinicos y toxicoldgicos para rea-
lizar un rastreo de drogas de abuso,
debido a gue como regla general las
concentraciones de las drogas y sus
metabolitos suelen ser entre 100 a
1 000 veces mayores gue en el sue-
19,26, 27

Todos los aspectos relacionados
con la deteccién de drogas de abuso
en los EEUU, se encuentran en la
actualidad muy bien regulados en la
Guia final del programa para el moni-
toreo de drogas de abuse en los luga-
res de trabajo que aparece publicado
en el registro federal. ® En este docu-
mento, Ue pensamos que puede
resultar vlido para cualquier pafs, se
estipula todo lo relacionado con la
toma de muestras de orina, la cadena
de custodio, la calificacidn del per-
sonal, los niveles aceptables a partir de
los cuales se puede dar un resuitado
como positivo (cut-off}, aspectos rela-
cionados con la validacién de las téc-
nicas analiticas, los procedimientos
para detectar y confirmar la presencia
de dichas drogas ylo concerniente con
el necesario control de la calidad
interno y externo. En este documento
se ratifica que la orina es la muestra
que debe ser sometida a la mnvesti-
gacion en dichas sitnaciones y que la
cantidad minima es de al menos
60 mL, de manera que si en la primera
coleccién nose llegara a esta cantidad,
se debe esperar arecoger una segunda
para completar dicho volumen. Inme-
diatamente después (no debe exceder
de los 4 min), se le debe medir la
temperatura y la misma debe estar
entre los 32,5 y 37 °C (90,5 a 99,8 °F),
ademas se debe observar el color v
reflejar cualquier anormalidad pre-
sente. El Grupo Europeo de rastreo
de drogas en los lugares de trabajo, v
el grupo de expertos de Bruselas han
adoptado medidas similares y son del
criterio de que la orina es la muestra
idonea ara el analisis de drogas de
abnso. 3! En Ia literatura de primer
impacto de la especialidad se han pu-
blicado muchos trabajos relaciona-
dos con el diagndstico del consumo de
cocaina, v uno de los aspectos cru-
ciales es la metodologia de atsla-
miento de la cocafna v sus metabolitos
en mugestras de orina.

Sweeneyy col.*? confirmaron la pre-
sencia de BE en muestras de orina
mediante una extraccion aplicando un
método de "salting-out”. Para esto

prepararon una mezcla-de 5 g de bi-

carbonato de sodio {NaHCQ3) y car-
bonato de potasio (K2CO3) (2:1), adi-
cionandose a 10 mL de orina, para
luego realizar la extraccién con una
mez¢la de cloroformo:isopropanol
(1:0,05). La capa organica fue re-
extraida con 4 mL de 4cido sulfrico
(H2504) 0,1N y después de un paso de
purificacién, se registrd el espectro
UV (235 nm). De esta forma estos
autores pudieron detectar concentra-
ciones de BE del ordende 1,250g/mL.

Por su parte Soriano y col.** auto-
matizaron el procesamiento de ana-
lisis de muestras de orina para la de-
teccién de més de 30 drogas de abuso,
entre ellas la COC. Adicionaron
250 L de orina en un vial que con-
tenfa 100 mg de clorure de sodio
{NaCl), colocandose dicho vial en un
sistema robotizado, realizandose una
ELL con t-butiléter en medio alcalino
con difenilamina como estandar inter-
no, S¢ aspird autométicamente la capa
organica y se inyectd en el cromatd-
grafo. Fue reportado un recobrado de
83.1 % para la COC con un limite de
deteccidn de 0,3 pg/mL. En otrg estu-
dio utilizando ELL, Kints y col# ais-
laron COC y sus metabolitos de orina
humana (1 mL + 2 mL de buffer pH
8,4} con cloroformo: isopropanocl n-
heptano (50:17:33). Después de rea-
lizar un paso de purificacién con acido
clorhidrico (HCI) 0,2 M (5 mL), re-
extrajeron con cloroformo en medio
alcalino. Ademis de la COC vy sus
metabolitos, estos autores pudieron
aislar con éxito la anhidroecgonina
metil éster (AEME) que es un pro-
ducto de la pirdlisis de la COC y su
presencia siempre estd relacionada
con el consumo de COC fumada. Por
su parte, Levine y col.™ estudiaron la
estabilidad de la EME en muestras de
orina procedentes de caddveres, uti-
lizando un protocelo de ELL con
mepivacaina como esténdar interno.
Asf, la orina (5 mL) fue alcalinizada y
se extrajo con cloruro de n-butilo
(21 mL), realizdndose un paso de pu-
rificacién con 4cido diluido, reextra-
yéndose finalmente con diclorometa-
no (5mL}. En el Instituto de Medicina
Legal de Ciudad de La Habana para
realizar el rastreo de cocaina y BE en
muestras de orina por CCD se sigbe
un protocolo de ELL recomendado
por el grupo de expertos de las Nacio-
nes Umdas para el Control de las
Drogas ! Esta técnica, que parte de
20 mL de orina alcalinizada a pH 8,6
hace dos extracciones sucesivas con

cloroformo:isopropanol (1:1), sin
pasos ulteriores de purificacién y con
muy buena recuperac16n paralaBE. 3

Ramcharitar y col. extrajeron BE
vy EME con BE trideuterarda y mepi-
vacina como estdndar internos respec-
tivamente, er: procedimientos separa-
dos de ELIL mediante los cuales se
aislé la BE de la orina (5 mL) con
cloroformo con 20 % de etanol a pH
9,3 y la EME 21 mL de cloruro de
n-butilo a pH alcalino, obteniéndose
en ambos casos recobrados superiores

al 90 %.

Sukbuntherng y col.*® combinaron
una ELL con una EFS para extraer
COC y sus metabolitos y en especial al
COCET. Primeramente estos autores
realizaron una extraccién con acetato
de etilo ¢n medio alcalino con tropo-
caina como estdndar interno y poste-
riormente }a capa acuosa resultante se
aplicé en columnas ODS C-18, las
cuales fueron previamente acondi-
cionadas (3 mL de metanol, 3 mL de
buffer carbonato pH 9,1), realizin-
dose un lavado con una mezcla de
3 mL agua:metanol {(80:20). La elu-
cidn se realizd con 3 mL de metanol,
de esta forma se reportd una recupe-
racion superior al 91 % para la COC,
COCET yla BE.

Utilizando un procedimiento atipi-
co de aislamiento para la EG con
columnas de intercambio anidnico
AXS, Hombeck y col™ después de
aplicar la orina en las columnas
(1 mL) centrifugaron las mismas a
2 000 r/min, realizando una elucién
por centrifugacién y al eluato resul-
tante se le anadi6 0,5 mL de metanol y
se concentrd a sequedad, llevandose a
cabo en los extractos los andlisis
correspondientes.

Matssubara y col ¥ trabajando con
columnas Extrelut (fase normal) y
partiendo de 10 mI. de orina ajustada
a pH entre 7 y 9, con zeta (2HS)
cocaina, (2HS)benzoilecgonina y
lignocaina como estdndar internos,
lograron aislar con més del 80 % de
eficiencia a la COC, BE y EME, des-
pués de una elucién con una mezclade
cloroformo: isopropanol (9:1).

Con columnas snmlares Chem-Elut,
Isenschmid y col. part1endo de2mL
de orina a pH 7 y con andlogos deute-
rados como estdndar internos, extra-
jeron simultineamente COC, BE y
EME rcatizando dos eluciones conse-
cutivas con 8 mL cada una de cloro-
formo: isopropanol (9:1) con 5 min de
intervalo entre cada elucién. La EME
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fue derivatizada con 4-flourobenzoilo
en piridina y la BE con dimetilfor-
mamida (DMF) y N,N-Dimetilfor-
mamida -dihidropropilacetal-(DMF-
DPA). Los derivados se analizaron
por CG/EM mediante un monitoreo
selectivo de iones (MSI).

Con estas mismas columnas Chem-
Elut, Lillsunde y Korte’ eluyeron la
COC y la BE con mas del 70 % de
recobrado, utilizando diclorometano:
isopropanol como solvente de elucion
(9:1), pero con la diferencia de que la
BE presente en las muestras de orina
la hicieron reaccionar antes de las
extracciones con sulfato de dimetilo a
pH 5,0 a 70 °C por 2 min, con el obje-
tivo de llevar a cabo la reaccidn de
metilacién.

En ofro estudio Ferrara y su cquipo
de trabajo® extrajeron BE de orina
humana con una combinacién de
columnas extrelut seguido de colum-
nas Adsorbex-Diol (100 mg). Prime-
ramente 3 mL de orina ajustada a pH
9 con una mezcla de NaHCO3 v
KoCO3 (2:1), fueron aplicadas a la
columna extrelut y después de 10 min
se realizé una elucion con cloroformo
con un 10 % de isopropanol, concen-
trando el eluato resultante hasta
100 1., aplicandose a las columnas
Adsorbex-Diol después de dilucién
con diclorometano (5 mL). Estas
columnas se activaron previamente
con 2 mL de diclorometano y después
de aplicar la muesira se lav) con 1 mE
de este solvente y 4 mE de éter etilico.
La elucién se realizd con dos porcio-
nes de metanol de 500 uL cada una.

Con columnas de tipo mixto Bond
Elut Certify (BEC), las cuales en un
mismo lecho presentan propiedades
apolares y de intercambio catidnico
fuerte, Logan y col? extrajeron 100
drogas basicas de orina humana, entre
las que se encuentran la COC y su
principal metabolito. Asi, a estas co-
lumnas previamente acondicionadas
se les aplic6 las muestras de orina, y
con un paso previo de lavado {con
dcido fosférico 0,01 M, acido acético
0,1 M y metanol), se eluy6 con metanol
conteniendo un 3 % de amoniaco.
Mediante este procedimiento se re-
porta un recobrado absoluto para la
COCylaBE decl 98 y 94,2 %, respec-
tivamente.

Con este mismo tipo de columnas
BEC De la Torre v col*! aislaron
simultdneamente’ COC, BE, EME,
COCET y NORCOC con recobrados
del 87, 83, 41, 93 y 98 %, respectiva-
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mente. Para esto, partieron de 2.5 mL
de orina ajustada a pH 7 con buffer
fosfato y la aplicaron a las columnas
previamente acondicionadas y poste-
riormente a un pase de lavado, se
eluy6 con una mezcla de cloroformo:
isopropanol {4:1) conteniendo un 2 %
de amoniaco. La determinacién se
realizé por CG/EM. Un procedi-
miento idéntico a_éste lo realizaron
Fernandez y col.,*? con la diferencia
de que el amoniaco se adiciond al final
de los pasos de lavado (3 mL), reali-
zdndose la elucién inmediatamente
después con el mismo sistema de sol-
vente y la determinacién por CLAP,
Ortuiio y col extrajeron COC y BE
con columnas similares y llevando a
cabo un procedimiento anilogo al eje-
cutado por De la Torre con la dife-
rencia de que este Gltimo utilizd los
estandar internos deuterados y el pri-
mero, levallorfan. Los analisis se reali-
zaron por CG/DNF y los recobrados
fueron superiores al 90 %.

Otra variante utilizada con estas
mismas columnas BEC fue puesta en
practica por Chen ycol., 22 en este caso
realizando dos eluciones sucesivas
con diferentes sistemas de solventes.
Estos autores tomaron 1 mL de orina
diluida con 4 ml. de buffer de pH 6
aplicidndolas a dichas columnas pre-
viamente acondicionadas y luego de
alternativos pasos de lavado y secado
se efectud la primera eluciém con 4 mL.
de acetona:cloroformo (1:1), la segun-
da se realizé con acetato de etilo con
un 2 % de amoniaco. Los resultados
reportados también fueron similares a
los de autores anteriores.

Con iguales columnas Clauwaert y
col.™ recientemente extrajeron COC,
BE y COCET de muestras de orina
utilizando dos estdndar internos (2-
metilbenzoilecgonina y 2’-metil-
cocaina). Estos autores diluyeron la
orma (2 mL) con 2 mL de buffer
fosfato (pH 6) y 10041 de los estdndar
internos. Las muestras se aplicaron a
las columnas previamente activadas
con metanol y buffer fosfato y el
lavado se realiz6 con agua, 4cido clor-
hidrico 0,1 M, metanol y acetonitrilo
(siempre con 3 mL, excepto los dos
Giltimos lavados que fueron com 3 x
3mL). Laelucion se efectud con 2 mL
de una mezcla de cloruro de metileno:
isopropanol:amoniaco 25 % (80:20:2).
Los extractos fueron analizados por
un método de CLAP y los recobrados
reportados fueron del 95 %, 89 % y
88 % para la BE, COCy COCET, res-
pectivamente,

Nishikawa y col.® extrajeron simul-
tincamente COC,BE, EME, EG ¥y
NORCOC de muestras de orina con
una combinacién de dos columnas de
EFS (BEC y Bond SCX). Prime-
ramente aplicaron 1 mL de¢ orina
diluida con 1 mL de buffer fosfato en
columnas BEC previamente activadas
y después de los respectivos pasos de
iavado y elucién, el elnato resultante
se diluy6é con sendos mL de buffer
fosfatoy etilendiaminotetraacetato de
sodio {Naz EDTA)0,1 %, aplicandose
estamezcla en la columna Bond SCX.
Laeluciénse efectud en ambas colum-
nas con metanol en amoniaco al 3 %,
reportandose recobrados entre 40 y
95 %. Las determinaciones se realiza-
ron por CLAP/EM.

Recientemente Jenkins y col®
cuantificaron simultdneamente COC
y nueve metabolitos en sangre y orina,
procedentes de 13 fallecidos sospe-
chosos de sobredosis. Para esto utili-
izaron columnas Clean Screen (gue
activaron primero con el solvente de
clucién, scguido de metanol y agua
desionizada. Después de aplicadas las
muestras (mezcladas con acetato de
sodio y los estdndar internos deu-
terados), se efectué un lavado con
agua desionizada, HCI 0,1M y meta-
nol. Los analitos se eluyeron con clo-
ruroe de metilenoisopropancl: amo-
niaco (80:20:2). De esta forma cuanti-
ficaron ala COC, BE, EME, COCET,
NORCOC, norbenzoilicgonina
{NORBE), norcocactileno (NOR-
COCET), ecgonina cti éster (EEE) y
AEME, pero no reportaron el por
ciento de recuperacion para ningiin
analito. Este es ¢l primer reporte de
determinacién de los Gltimos 5 meta-
bolitos en fluidos biolégicos, y se efec-
tud con un limite de deteccion entre 3
y 6 ng/mL por GC/EM.

Dubey y Caplan*” estudiaron el
recobrado y la estabilidad de la BEen
muestras de orina conservadas como
manchas secas en papeles de filtro
Whatman ndimero 3a-20°C,4°Cya
temperatura ambiente durante 12 se-
manas. Después de un procedimiento
de elucién se wtilizaron columnas
BEC para realizar las extracciones
finales, con metodologias muy simi-
lares a las descritas anteriormente, De
esta manera estos aufores demostra-
ron la efectividad de 1a conservacion
como manchas secas en papeles de
filtro, independientemente de la tem-
peratura.

Dugany col.® extrajeron COCyBE
de 236 muestras de orina despuésde 1
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afio de conservadas a una temperatura
de 26 °C, con el objetive de estudiar
la estabilidad de dichos analitos. El
protocolo de extraccién realizado
involucré dos tipos diferentes de
columnas de EFS: las Clean Screen
DAU vy las de tipo W Prep. Con las
primeras una vez acondicionadas con
metanol, agua desionizada y buffer
fosfato de pH 3,5, se aplicaron 2 ml.
de orina tamponada a pH 5,5 y des-
pués de lavar con agua, acido clor-
hidrico 0,1 N y metanol, se eluy6 con
3 mL de cloruro de metileno:
isopropanol (80:20) conteniendo un
2 % de amoniaco. Con las "W Prep”
(fase normal), estos autores aplicaron
las muestras de orina (2 mL), tam-
ponada a pH 9,5, eluyéndose poste-
riormente con agua desionizada y una
mezcla de cloruro de metileno: iso-
propanol (9:1). Las extracciones fue-
ron cuaniitaiivas, demostrandose la
estabilidad de los amalitos en esas
condiciones de conservacion, A esta
misma conclusién llegaron Hippens-
tiely Gerson® después de realizar una
revisién del tema reportaron que las
mejores condiciones de conservacién
de la COC y sus metabolitos ¢n orina
son a —15 °C y ajustada a pH 5 prefe-
riblemente con 4cido ascérbico y en
frascos no silanizados.

Kumazawa y col.X® fueron los pri-
meros en reportar el uso de la MEFS
para aislar COC de orina humana.
Paralograrlo utilizaron 0,5 mL de ori-
na con cocapropileno como estandar
interno permitiendo el contacto conla
fibra de polidimetilsiloxano (100 gem)
durante 30 min, realizando la desor-
cién térmica a 240 °C durante 3 min.
La determinacién en los extractos fi-
nales se realizo por CG/DNF. Elreco-
brado fue superior al 20 % y el limite
de deteccion de 3 ng/mL de oring,
Casi al mismo tiempo Singer y col.
utilizando las mismas fibras pero de
dos medidas diferentes (100 y 85 gm)
estudiaron la extraccién de algunas
drogas de abuso, realizando el pro-
ceso de absorcién a 40 °C, pero no
encontraron buenos resultados para
la COC y opiaceos. Parcce que cste
tipo de extraccin en fase sblida no ha
tenido mucho éxito, sobre todo parala
extraccion simultdnea de la COC y5us
metabolitos a partir de orina.

Extracciones en sangre

Como ha sido abordado anterior-
mente, el rastreo de drogas de abuso
es preferible realizarlo en muestras de
orina, sin embargo en muchos labora-
torios clinicos y forenses se reciben a

diario cada vez mds muestras de san-
gre con ¢l objetivo de investigar los
niveles de determinadas drogas, ade-
mas en ocasiones la orina no esta dis-
ponible en casos de fallecidos, por lo
tanto se hace necesario realizar la in-
vestigacidn en sangre u otro fluido, de
manera que se hace imprescindible
contar con los protocolos de extrac-
cidn y andlisis de dichas drogas.

Generalmente estos protocolos
constan de tres pasos fundamentales:
preparacién de las muestras, aisla-
miento de los analitos vy determina-
cién. El proceso de preparacion de las
muestras de sangre total es muy
importante debido a que entre otras
cosas los eritrocitos y otras células
tienden a bloquear las columnas de
EFS, lo cual repercute en la reprodu-
cibilidad de los recobrados. En la lite-
ratura se han descrito diferentes mé-
todos para el tratamiento de mues-
tras de sangres antes de las extrac-
ciones, entre los cuales podemos citar;
tratamiento con metanol, acetona,
N-N-dimetilformamida, acido sulfo-
salicilico, 4cido tricloracético, sulfato
de zinc, entre ofros

Estos métodos de preparacién
tienen una importancia crucial en el
anilisis de drogas de abuso, debido
también a que generalmente se en-
cuentran en concentraciones muy
bajas, y se hace necesario garantizar
una recuperacion lo mas alta posible,
aunque dichas concentraciones no
s0lo dependen de las dosis, sino
también de la via de administracién, la
farmacocinética, el peso, la edad, el
sexo, factores genéticos, enfermeda-
des, induccidn e inhibicién enziméati-
ca y el primer paso en el metabolis-
mo.>>

En la literatura especializada apa-
recen varias investigaciones realiza-
das relacionadas con la preparacion
de las muestras de sangre total y un
trabajo representativo fue el publi-
cado por Chen y col.,” guienes com-
pararon 4 métodos de pretratamien-
to de muestras de sangre para poste-
riores extracciones. El primero utiliz6
1 mL de sangre la cual fue sonicada
en baifio ultrasénico a temperatura
ambiente, seguidamentc agitaron la
muestra durante 30 s en un voxter con
adicién de buffer fosfato 0,1 M de pH
6. Posteriormente se centrifugd y se
trabaj6 con el sobrenadante. Aqui el
objetive del tratamiento con ultra-
sonido fue el de romper la unién de las
drogas con las proteinas plasméticas.
Enclsegundométodo, ala muestrade

sangre {1 mL) se le afiadieron 2 mL de
una solucién de sulfato de zinc en me-
tanol, la cual fue afiadida gota a gota
con agitacion en un voxter, El sobre-
nadante se mezcld con 6 mL de una
solucion de buffer acetato de pH 6. El
tercer procedimiento utilizé 2 ml. de
acetonitrilo, procediendo de igual
forma al método anterior, pero una
vez centrifugada, se evaporé a seque-
dad a 40 °C en corriente de Na, se
disolvi6 el residuo en 6 mL de igual
buffer. La dltima metodologia invo-
lucré solamente metanol, siguiendo
exactamente los pasos anteriores v
disolviendo el residuo en igual solu-
cion buffer. Todos los extractos deri-
vados de las preparaciones anteriores
se sometieron a una extraccidn con
columnas BEC (de 10 mL de capa-
cidad) y Clean Screen DAU {de
12 mL de capacidad). Estas columnas
se acondicionaron cor metanol
(2 mL) y solucién buffer de pH 6
(2 mL) y se aplicaron las muestras,
realizdndose seguidamente un lavado
con agua desionizada (1 mL) y 4cido
acético 0,01 M de pH 3,3 (0,5 mL).
Estos autores llevaron a cabo dos es-
quemas de elucién con el objetivo de
atslar drogas 4cidas y basicas sepa-
radamente. Aunque en este trabajo no
se informan datos relacionados con la
extraccion de cocafna v sus metabo-
litos, si cabe decir que el primer mé-
todo de preparacién de muestras de
sangre fue el de mejores resultados
para el aislamiento posterior de dro-
gas bésicas, las cuales se eluyeron con
acetato de etilo con un 2 % de amo-
niaco, demostrandose asi la efectivi-
dad del primer procedimiento compa-
rado con las restantes metodologias
de precipitacion, Estos mismos auto-
res en otro trabajo utilizaron el mismo
primer tratamiento descrito en el tra-
bajo anterior para extraer COC en
sangre total, con un 92,3 % de recu-
peracion, Hevindose a cabo la deter-
minacion en el extracto obtenido por
un método de CG/DNF, en lugar de
ionizacioén de llama que fue utilizada
en el primer reporte.

Zweipfenning y col > emplearon
columnas BEC (3 mL, 130 mg), para
extracr 13 drogas de sangre total. Para
esto realizaron un pretratamiento
similar al descrito anteriormente, con-
sistente en mezclar 1 ml de sangre
total con 6 mL de buffer fosfato 0,1 M
de pH 6 sonicando la mezcla durante
15 min. Posteriormente se centrifugd
a 3 000 r/min. y el sobrenadante se
aplicd ala columna previamente acon-
dicionada con metanol (2 mL.) y buffer
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fosfato de pH 6 (2 mL). Inmediata-
mente la columna se lavd con agua
(1 mL) y 4cido acético 0,01 M de pH
3,3. Se aplico vacfo y 50 4L de metanol
para ¢l secado final, realizando 1a elu-
¢i6n dos veces con 2 mL de acetona:
cloroformo (1:1) para las drogas 4ci-
das vy 3 mL de acetato de etilo:
amoniaco 25 % (40:1). Los extractos
fueron analizados por CG/DNF. En
este trabajo no se reportaron buenos
recobrados para la BE.

Tebbett y McCarmeyS4 utilizando
también el tratamiento con ultraso-
nido como pretratamiento, extrajeron
COC y BE de muestras de sangre con
columnas Bond Elut C8 previamente
activadas con metanol y buffer de pH
9,5. Después de sucesivos pasos de
lavados y secado, se realizé la chicion
con cloroformosisopropanol (4:1). El
eluato se analizd por CLAP.

Soriano y col reportaron reco-
brados superiores al 71 % para 40
drogas ensayadas con columnas BEC.
Estos autores emplearon 15 min de
tratamicnto con ultrasonido en las
muestras de sangre antes de aplicarlas
las columnas; ademas demostraron la
efectividad del acetonitrilo en el paso
de lavado para obtener buenos reco-
brados para los metabolitos de la
COC y extractos lo suficientemente
limpios para su posterior andlisis cro-
matogréfico,

Abusaday col.*® trataron con meta-
nol muestras de sangre total y de plas-
ma, conteniendo los analogos deute-
rados como estdndar internos y el
sobrenadante resultante de este
proceso se concentrd en corriente de
Nz diluyéndose posteriormente con
K3PO4 0,1M y sc ajusts a pH entre 5,8
y 6 con H3POy4. La solucién resultante
se aplicd en columnnas BEC previa-
mente acondicionadas y después de
un lavado con agua, dcido clorhidrico
y metanol, se realizd una elucién con
diclorometano:isopropanol:amonia-
co (196:49:5). El eluato se evapord a
sequedad y posteriormente se deri-
vatizd con pentafluoropropanol
{(PFP) y anhidrido pentaflucropropit-
nico (AHPFP) y se analizd por
CG/EM.

Realizando una dilucion 2:1 de la
sangre con una solucién buffer de pH
0.0, con posterior centrifugacion,
Aderjan y col >’ aphicaron el sobre-
nadante a columnas Bond Elut C18
previamenie activadas. La elucién se
realizé con diclorometano:isopropa-
nol (4:1) conteniendo un 2 % de amo-
niaco. El eluato se evapord a seque-
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dad y se derivatizé con iodometano
D3 (10xL) a 100 °C por 5 min, con una
determinacién final por CG/EM.

Usando columnas de fase normal
{Chem Elut), Isenschmid y col.™ utili-
zaron el mismo procedimiento des-
crito para la orina, pero con la utili-
zacidn de 2 mL de sangre para extragr
COC. Igualmente Matsubara y col.>’
llevaron a cabo el mismo procedi-
miento descrito para la orina pero con
mucha menor cantidad de muestra de
plasma (1.5 mL}, diluyendo la misma
hasta 10 mL antes de aplicarla a las
columnas Extrelut.

Con la misma técnica que llevd a
cabo el grupo de Abusada, % descrito
anteriormente, Miller y col.*®analiza-
ron los extractos procedentes de una
ELL con pentano:isopropanol (97:3),
de 50 L de sangre alcalinizada con
solucién de amomniaco. Los recobra-
dos reportados para lfa COC y el
COCET fueron casi del 100 %.

Cox y col> informaron los resul-
tados de una investigacién donde ais-
laron 119 drogas de sangre total uti-
lizando un método de ELL con
acetato de n-butilo (300 #L.) en medio
alcalino, realizando las determinacio-
nes por CG/DNF. Estos autores no
utilizaron ningfhn pretratamiento
antes de las extracciones, obteniendo
un 74 % de recobrado parala COCen
sangre total y no se reportan resul-
tados para los metabolitos.

Con el mismo método cromatogri-
fico ] empleando una ELL Sims y
col.™ extrajeron drogas bdsicas de
sangre total. Para esto utilizaron
200uL de sangre diluyendo con
700 4L de agua y basificaron con
100 4L de amoniaco, después de
homogeneizacién afiadieron 5 mL de
éter etilico. Una vez separadas las
fases se evapord a sequedad la capa
orgénica y se reconstituy6 en S0 uL de
metanol. De esta forma extrajeron
cuantitativamente la COC,

En un estudio que evalué la estabi-
lidad de 1a COC, BE y ¢l COCET en
fluidos post-mortem, en casos rela-
cionados con la ingestién de COC,
Logan ycol.®! realizaron una ELL con

10 mL de cloroformo:etanol (4:1), -

partiendo de 1 mL de sangre total
alcalinizada con buffer borato de pH
9. La capa orgénica se evapord a se-
quedad y se reconstituyé inmediata-
mente e¢n la fase mévil para su estudio
por CLAP.

En otro estudio relacionado con la
estabilidad de la COC y el COCET en

sangre, Moriya y Hashimato® efec-
tuaron 1ma ELL ¢n sangre (2 mL) con
n-clorobutano:alcohol isoamilico
{(98:2) a pH alcalino con carbinoxa-
mina como estindar interno. La capa
organica resultante se reextrajo con
HCI 0,1 N, se separarcn las capas,
realizando un lavado de la capa acuo-
sa con 4 mL de 2-metilbutasno: tolue-
no:alcohol isoamilico {94:5:1). La
capa orgamca se evaporé a sequedad
y se reconstituyd en 50 uL. de metanol,
El extracto se analizd por CG/EM.
Utilizando este mismo esquema de
extraccidn y andlisis estos autores pu-
blicaron otro trabajo63 relacionado
con el efecto del intervalo post-
mortem en las concentraciones de
COC en sangre, demostrando que se
puede formar COCET a partir de la
COC y el etanol aproximadamente 1
hora después de la muerte y que la
magnitud de su formacién depende no
s6lo de las concentraciones de COCy
ctanol, sino también de latemperatura
corporal. '

Sukbuntherng y col.% cuantificaron
simultdneamente COC, NORCOC,
COCET, NORCOCET, BE, ¥
NORBE en plasma por una técnica de
CLAP. Las muestras de plasma
(0,1 #L} fuercn alcalinizadas y extraf-
das con 2 mL de acetato de etilo. La
fase orgénica se reextrajo con 150 L
de HC1 0,05 M; se rotocvapord la fase
acuosa y el residuo lo disolvieron en
100 1L de fase mévil. Seguidamente la
fase acuosa remanente del procedi-
miento inicial fue extrafda con 2 mL
de cloroformo:isopropanol (2:1). Esta
fase orgénica s¢ reextrajo con HCL
0,05M (1 mL) y se rotoevapor6 la fase
acuosa, disolviendo el residuo en
150 4L de fase m6vil. De esta forma
estos autores lograron aislar todos los
metabolitos con por cientos de recu-
peracion casi del 100 %. En un estudio
realizado en ratas (Sprague-Dawley)
sobe el aclaramiento de la COC en
sangre, este mismo autor con otros
col.™ aplicaron el procedimiento de
extraccién descrito anteriormente,
pudiendo calcular varios pardmetros
farmacocinéticos.

Ma y col.% realizaron una micro-
extraccion en suero de rata (50 L)
conteniendo COC, NORCOC, BE,
NORBE con 3-isobutil-1-metilxatina
como estandar interno. El suero fue
alcalinizado con 100 4L de buffer bo-
rato 1 M de pH 9. La extraccidn se
realizé con 1 mL de cloroformo:etanol
7:1. Después de evaporar a sequedad
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en corriente de N2 se reconstituyd en
50 uL de fase movil para posterior
CLAP. Los recobrados fueron de
79,1; 71,8; 77,7; v 38,2 %, respectiva-
mente para la COC, NORCOC, BEy
NORBE.

Por otra parte, Coburt y Koves
analizaron COC y BE en muestras de
sangre procedentes de caddveres por
CG/EM. Estos autores mezclaron la
sangre con COC y BE deuterados
como estandar internos, dejando en
reposo la mezcla por 30 min, adicio-
nando la mezcla a una columna de
Amberlite XAD-2 que fuc preparada
con buffer fosfato de pH 8,4. Poste-
riormente la resina se tratdé con una
mezcla de cloroformo:isopropanol
(3:1), s¢ centrifugs para separar el sol-
vente, el cual se evapord a sequedad
para posterior derivatizacién con dia-
ZOPropano.

Smirnow y Logan67 reportaron un
método de andlisis de COC y sus
metabolitos en muestras de sangre
total procedentes de caddveres, utili-
zando un método de precipitacion
pata la preparacion de las muestras,
seguido de dos procedimientos de
derivatizacion in sifu antes de realizar
las extracciones. El primero consistié
en incorporar un grupo propilo en la
EG, BE y NORCOC (la EME no
reacciona) v el segundo tuvo como
objetivo formar el p-nitrobenzoiléster
de los compuestos formados ante-
riormente, exactamente la formacién
del p-nitrococapropileno y p-nitro-
cocaina, porque el cocapropileno y la
N-propilcocaina no forman los nitro-
derivados correspondientes. Estos
procedimientos de derivatizacién se
realizaron para lograr extraer cuanti-
tativamente los metabolitos mas po-
lares como la EG, que es dificil de
extraer de fluidos biolégicos con sol-
ventes orgdnicos. El proceso de preci-
pitacién se llevd a cabo medianie la
estratificacion con agitacién cons-
tante de metanol primero y acetoni-
trilo después, realizandose el proceso
de derivatizacién descrito anterior-
mente en el sobrenadante resultante
de la centrifugacion, La exiraccién en
si se ejecutd en el residuo obtenido
después de la derivatizacién con elo-
ruro de n-butilo a pH 9,0, Previo un
paso de purificaci6n se analizaron los
extractos por CG/EM y por CLAP.
Tejidos

La determinacion de drogas en dife-
rentes tejidos procedentes de cada-
veres ha tenido siempre un interés
especial en Toxicologfa Forense. En
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muchos casos de muerte, no es posible
obtener muestras de orina o de sangre
y se hace imprescindible llevar a cabo
las determinaciones de drogas en
otros especimenes,

Los métodos que generalmente se
han utilizado para aislar drogas de vis-
ceras involucran un pretratamiento de
los tejidos mediante un procedintien-
to de precipitacién de protefnas y/o
hidrolisis quimica o enzimética, sien-
do el tratamiento con proteasas el que
ha dado mejores resultados en el aisla-
miento de drogas.”™ Posteriormente, a
estos pretratamientos se pueden apli-
car los mismos protocolos de ELL y
de EFS que s¢ realizan en muestras de
orina y de sangre, tal y como se ha
descrito anteriormente parala COCy
sus metabolitos.

Estas determinaciones en tejidos
son muy importanies, porque para
muchas drogas las concentraciones en
sangre son dramiticamente sitio-
dependientes y aungue la causa de
este fendmeno es multifactorial uno
de los factores que se ha demostrado
que mas influye, es la difusion de estas
drogas desde los 6rganos solidos hacia
la sangre cercana a los mismos, lo que
ha venido a llamarse: La redistribu-
cién post-mortem de las drogas, gue
dicho sea de paso, ha creado muchas
dificultades a la hora de la interpre-
tacion de los resultados analiticos.

Spiehler y Reed° fueron los prime-
ros en demostrar que el cerebro es la
mejor muestra para determinar COC
y BE en un cadiver, debido a que
dichos analitos son mas estables en
tejido encefélico que en la sangre o en
¢l higado. Asi mismo estos autores
afirman que las concentraciones de
COC en el cercbro suclen ser 4 veces
mayor que las del plasma, en el
momento de maximo pico plasmitico.
Estos autores levaron a cabo ELL
partiendo de 1g de tejido y analizaron
los extractos por CG/EM. De esta
manera determinaron los niveles de
COC yBEen47 casos de fallecidos en
muestras de sangre, higado y cerebro.

Por su parte, Browney cot.t propu-
sieron un método de determinacion
de COC en cerebro empleando una
EFS con columnas Bond Elut C2,
inmediatamente después de una di-
gestién enzimatica. El andlisis de los
extractos se llevd a cabo por CLAP.
Con este trabajo los autores demos-
traron que existen diferencias en las
concentraciones de COC en las dife-
rentes zonas del encéfalo, planteando
que la mejor zona para realizar el

muestreo es la parte media y central
del encéfalo que es donde mayores
niveles podrian encontrarse.

Otro gjemplo de extraccién de COC
en cerebro es gl trabajo realizado por
Moore y col.’” que utilizaron colum-
nas de tipo mixto (no polar e inter-
cambio catidnico) X-TrackT™,
Estos autores analizaron también los
extractos por CLAP, demostrando
que las concentraciones de COC en
cerebrosonde 4 a8 veces mayores que
las de la sangre y que las de BE fueron
sustancialmente mas bajas que las de
COC. A esta misma conclusion dega-
ron recientemente Karch y (:01.,73 de
manera que es evidente la importancia
que tienen las determinaciones en
cerebro para el diagnéstico de muerte
por COC.

Sin lugar a dudas, el futuro de las
extracciones de drogas en tejidos en
toxicologfa forense estard ligado cada
vez més a las EFS eficientes y rapidas,
partiendo de la menor cantidad de
muestra posible, con la previa licue-
faccitn de los tejidos mediante diges-
tiones enzimaticas.!” Un ejemplo de
esta afirmaci6n lo constituye ¢l trabajo
reportado por Huang y col.”™ que
utilizaron un método cromatografico
para analizar los extractos proceden-
tes de una digestién con subtilicina
seguida de una EFS con columnas
BEC de 10 mL de capacidad. Aunque
estos autores no reportaron ningin
resultado relacionado con ia COC y
sus metabolitos, si plantea una meto-
dologia que pudiera ser utilizada para
tales fines.

Saliva

El flujo de saliva en el humano
depende de factores internos y exter-
nos como son: la edad, el sexo, natura-
leza de los alimentos que se ingieran,
factores de tipo emocional, estado del
tiempo, estado de salud y ademés por
algunas drogas (por ejemplo prepa-
raciones de cannabis, antidepresivos
triciclicos, etc.). La saliva ha sido pro-
puesta como una muestra muy ftil
para el monitoreo de drogas que pu-
dieran estar en el plasma en estado no
ionizado. Las drogas pasan desde €l
plasma a los diferentes comparti-
mentos, incluyendo las glandulas
pardtida, submaxilar y sublingual, por
difusion pasiva, procesoc que estd
limitado por la disponibilidad de la
droga en forma kibre, no ionizada y no
enlazada a las proteinas y por las pro-
piedades fisico-quimicas que deter-
minan en Gltima instancia el ritmo y 1a
extensién en que una droga pasa aeste
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fluido. Existen procedimientos reco-
mendados de muestreo para la saliva
que de manera general permiten la
coleccidn de este fluido en un tubo
especialmente disefiado para este fin,
el coal se conserva en congelacién
hasta el momento de los analisis.” "

Las concentraciones de COC en la
saliva generalmente son mayores que
las del plasma, aunque esto depen-
dera del pH de la saliva (a bajos pH
serd mayor la concentracion de COC
v a altos pH serdn menores estos nive-
les). Ahora, debemos tener en cuenta
que la BE es un zwitterion, que
contiene ambos grupos funcionales
(4cido y basico, con pKa = 225y
11.2), por lo tanto las concentraciones
de la misma no se afectaran consi-
derablemente con las variaciones de
pH. Las desventajas que pudiera tener
latoma de muestras de saliva, ala hora
de querer correlacionar las concen-
traciones encontradas en la saliva con
las del plasma, radican en el pH de Ia
misma cormo ya se dijo, y en los
posibles restos de drogas en la cavidad
bucal © nasal, que clevan las concen-
traciones en la misma, Asf lo demos-
traron Sharamm y col.”’ quienes de-
tectaron COC y BE en saliva 16 horas
después de fumada ¢ inhalada dicha
droga, encontrando que los niveles de
estos analitos en saliva fueron mayores
gue los del plasma y 1a orina y conclu-
yendo por lo tanto que esta muestra es
ey il para estas determinaciones,

La determinacién de COC y sus
metabolitos en saliva generalmente se
llevan a cabo por los mismos procedi-
mientos disponibles para la orina ¢ el
plasma, sin realizar ningin paso pre-
vio de tratamiento, salvo los corres-
pondientes ajustes de pH y general-
mente se han usado técnicas de inmu-
nognsayo con posterior confirma-
cidn por CG/EM previa ejecucion de
un procedimiento de EFS,78'79 aun-
que también se han reportado técni-
cas de confirmacion para drogas de
carécter basico, entre ellas la COC, en
muestras de saliva realizando una
ELL con cloruro de n-butilo en medio
alcalino (1 mL de saliva y 3 mL de
cloruro de n-butilo) utilizando para
las determinaciones un método de
CG/DNF.

Asi, por eiemplo, en este sentido
Cone y col¥ analizaron COC y BE
por radicinmunoensayo con posterior
confirmacion por CG/EM, después de
un procedimiento de EFS. Estos auto-
res detectaron COC en usuarios cré-
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nicos de 5 a 10 dias después del altimo
consumo, sugiriendo que podria exis-
tir una acumulacion de esta sustancia
en Igs tejidos. En otro trabajo Cone y
col.”” determinaron las concentra-
ciones de COC, BE, EME y AEME en
saliva en 6 sujetos después de la admi-
nistracién intravenosa, intranasal y
fumada, utilizando para ello un proce-
dimiento similar al anterior, demos-
trando que existe una buena corre-
lacién entre las concentraciones de
COC en plasma y los efectos fisio-
logicos observados, cuando la admi-
nistracibn es por via intravenosa.

Kato y col®® determinaron COcC,
BE y EME en muestras de saliva obte-
nidas bajo condiciones controladas de
estimulacidn. Para las extracciones de
Ia saliva previo ajuste a pH 4 se utili-
zaron columnas de EFS Clean Screen
DAU, y después de los respectivos
procedimicntos de activacién y lavado
realizaron una elucién con dicloro-
metano:propanol:amoniaco (40:10:1)
y determinacion final por CG/EM.

Petos

El mecanismo mediante el cual una
droga se incorpora al cabello no est4
completamente esclarecido, sin em-
bargo se han propuesto diferentes
modelos para explicar este fenémeno,
uno de los cuales plantea que una dro-
ga puede incorporarse por diferentes
vias, tales como la difusién desde el
torrente sanguineo a la base del
foliculo piloso durante la formacién
det cabello, difusién a través de dife-
rentes secreciones y por contamina-
cion externa, Existen tres factores que
influyen en la incorporacién de una
droga al cabello: afinidad por la mela-
nina, lipofilidad y basicidad. Drogas
liposolubles y de caricter basico ten-
drdn mayor probabilidad de incorpo-
rarse al pelo, asi como en cabellos
pigmentados se favorecera este pro-
ceso. '™ Ladeterminacién de dro-
gas en pelo nos puede brindar infor-
macién acerca de la historia de con-
sumo anterior en un periodo de sema-
nas, meses o afos dependiendo logi-
camente de la longitud del cabello.
Teniendo en cuenta que el cabello
crece como promedio a razén de
1-1,5 cm por mes, es posible hacer un
célculo aproximado del periodo que
lleva expuesto un individuo a deter-
minada droga.

Existen métodos recomendados
para el muestreo, preparacién y ana-
lisis de muestras de pelos relaciona-
do con el andlisis de drogas de abuso.
De manera general se recomienda

tomar las muestras de pelo de la
regién occipital, lo m4s rente posible
al cuero cabelludo y en una cantidad
aproximada de 200 mg. Estas mues-
tras deben ser guardadas en papel de
aluminio y pueden conservarse a tem-
peratura ambicnte en un lugar seco.
Todas las muestras de pelos deben ser
sometidas a un procedimiento de des-
contaminacitn antes de proceder a los
andlisis, con el objetivo de remover la
contaminacién externa. Después de
este proceso de lavado, se debe secar
¥y cortar en pequefios pedacitos para
finalmente someterlos a un procedi-
miento de hidrolisis con el objetivo de
romper los enlaces de la sustancia de
interés con las proleinas y finalmente
el sobrenadante se somete a un
procedimiento de extraccién.

Los primeros métodos de investi-
gacién de COC en muestras de pelo
utilizaron técnicas de radioinmuno-
ensayo para las determinaciones, con
la desventaja de que la mayoria de
€st0s inmunoensayos presentan reac-
tividad cruzada para los metabolitos y
no es posible por lo tanto distinguir
entre la COC y los mismos.®” Por
ejemplo, Smith and Lin®® particron de
58 mg de cabello que sometieron a un
procedimiento de lavado con solucién
acuosa al 0,05 % de dodecil sulfato de
sodio (DSS), (6 veces con 100 mL cada
una), realizando una extraccién
después de pulverizada la muestra con
etanol, reflyjando durante 2 h. El fil-
trado sc evaporo a sequedad y se re-
constituyé en 100 L de un control
negativo de orina donde se realizé 1a
determinaci6n final.

D¢ manera general podemos decir
que en la actualidad las determicio-
nes de COC y sus metabolitos en
muestras elos siguen el

2ucstras 3%‘,? Blos sigu esquema
siguiente:

1. Lavado de la muestra con un sol-
vente orginico, por ejemplo, meta-
nol, diclorometano, etc., con agitacién
o ultrasonido.

2. Secado y trituracién del cabello
en porciones lo mas pequefias posible
(entre 1y 5 mm) con posterior pesado
de la muestra.

3. Procedimiento de hidr6lisis, que
puede ser quimica (hidrélisis 4cida) o
enzimética (con proteasas o glucuro-
nidasas), con un paso de centrifuga-
cién.

4. Aislamiento de los analitos en el
sobrenadante obtenido mediante un
procedimiento de EFS o ELL tal y
como se describié para las muestras
de orina, sangre y tejidos.
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5. Determinacitn mediante una téc-
pica sensible y especifica como la
CG/EM o CLAP/EM.

Por ejeraplo, Coney col.? aplicaron
un método de CG/EM para determi-
nar COC, BE, EME, NORCOC,
COCET y NCRCOCET en mugstras
de pelo pertenccientes a 10 individuos
sujetos a tratamiento de rchabilita-
ci6n. Estos autores ensayaron dos
procedimientos de lavado: con meta-
no! (100 mg de pelo, 1 mL de metanol
colocados a 37 °C durante 15 min,
repitiéndose este proceso 3 veces) ¥
con etanol-buffer fosfato (100 mg de
pelo, 1 mL de etanol y colocados a
37°C durante 15 min seguido de 3
lavados durante 30 min a 37 °C con
porciones de 1 mL de buffer fosfato de
pH 6). Posteriormente realizaron un
proceso de extraccion con dcido
sulfirico (1 mL 0,05 M) a 37 °Cy du-
rante toda la noche. Estos extractos se
neutralizaron, ajustaron a pH 4 y se
extrajeror con columnas de EFS
Clean Screen DAU (130 mg, 1 mL).
Después de los respectivos
procedimicntos de activacidn y
lavado, la elucion fue realizada con
tres porciones de 1 mL cada una de
cloruro de metileno: 2-propanol (8:2)
conteniendo un 2 % de amoniaco. La
COC fue el principal analito encon-
trado en muestras de pelo, conside-
randose ademds por estos autores el
COCET (detectada en 8 casos) y Ia
NORCOC como metabolitos marca-
dores del consume de COC, debido a
que nuaca podria llegar al cabello por
contaminacidn externa.

Mis recientemente se ha segnido el
mismo esquema expuesto anterior-
mente pero con la utilizacién de dos
espectrometros en seric (EM/EM)
para fas detecciones. Asi, Clauwaert y
col.”® analizaron COC, BE y COCET
en muestras de pelo (200 mg) proce-
dentes de casos de fallecidos, los
cuales tenian el antecedente de abuso
de drogas. Para esto realizaron EFS
con columnas HCX IST Isolute
confirm {130 mg de 3 mL), seguida de
dos métodos de determinacién
{CLAP con deteccién fluorescente y
CLAP acoplada con EM/EM). Estos
autores descontaminaron las mues-
tras mediante un lavado con 5 mL de
diclorometano (2 min), 5 mL de agua
(2 min) y otros 5 mL de diclorometano
{2 min), aplicando ultrasonido todo cl
tiempo. Posteriormente realizaron
una digestion 4cida (2 mL de HCI
0,1 M a 56 °C durante 15 h). Estos

autores no cbtuvieron buenos resulta-
dos con las columnas BEC y trabaja-
ron con las mencionadas anterior-
mente, con la particularidad de que el
paso de activacion lo iniciaren con el
solvente de eluciéon (2 mL de dicloro-
metano: 2-propanol:amoniaco 25 %,
78:20:2), seguido de los que tradicio-
nalmente se usan en este tipo de
extracciones (3 mL de metanol y 3 miL
de buffer fosfato). Estos autores plan-
tean que el paso de lavado fue muy
importante para no obtener interfe-
rencias en las determinaciones (3 mL
x3ml de HCL. 0,1 M, 3mLx3 ml de
metanol y 3 ml. x 3 mL de acetoni-
trilo). Otro trabajo que gjemplifica la
importancia que estd ganando este
acoplamiento lo constituye el trabajo
deBaurland y col.”’ quienes utilizaron
hidrolisis acida y EFS scguida de
CG/EM/EM. para analizar COC,
COCET, BE,EME yNORCOCen 30
muestras de pelo.
Ufas

Aungque se conoce que las ufias han
sido objeto de andlisis de metales
pesados, la determinacién de drogas
de abuso en estas muestras es relati-
vamente reciente.”® En la literatura
especializada existen pocos reportes
de determinacién de COC y'sus meta-
bolitos en muestras de ufias, sin em-
bargo estos andlisis son muy ftiles
cuando se pretende demostrar la
manipulacién reciente de esta droga,
aunque esta demostrado que efectiva-
mente las drogas se incorporan al
intertor de esta matriz. En este sentido
Tiess y col.”” evaluaron la determina-
cion de COC en muestras de uias pro-
cedentes de dos fallecidos de sobre-
dosis, utilizando para ello una técnica
de inmunoensayo enzimético con pos-
terior confirmacion por un procedi-
miento de CG/EM. Estos autores
sometieron las ufias de pies y manos a
un procedimiento de lavado con meta-
pol (2 min; 20 °C) y después de tri-
turadas se extrajo con metanol y ultra-
sonido (Sh; 55 °C). De esta forma,
detectaron COC en las soluciones de
lavado de las uias de las manos de-
mostrando la manipulacion reciente
de esta sustancia. Mediante reﬂui)%
con metanol Ropero-Miller y col.!
aislaron COC, EME, COCET,
NORCOC, NORBE, BE, yAEME de
muestras de ufias utilizando una técni-
ca de CG/EM para las determinacio-
nes, demostrando que hubo metabo-
lismo e incorporacién de estos anali-
tos a la matriz de las ufias.

Suador

Elsudor es una secresién normal en
todos los humanos y su funcién esta
relacionada con el control de la tem-
peratura corporal, proteccién inmu-
nolégica e hidratacion de la piel, entre
otras.

La determinaciéon de drogas en
muestras de sudor es relativamente
reciente v de manera general s¢ ha
llevado a cabo por métodos de inmu-
noensayo {MIE) v por CG/EM. Las
muestras de sudor se toman con
almoadillas adhesivas adsorbentes
{AAA) especialmente disefiadas para
este fin, en las cuales se acumula el
sudor. El agua contenida en el sudor
se volatiliza por el calor corporal y
pasa através de la capa adhesiva de
polivretano que cubre dicha almoa-
diila. Estas AAA pueden ser coloca-
das en una regidn determinada del
cuerpo durante varios dias {entre 3 y
10 dfas), y transcurrido este tiempo se
realiza un proceso de elucion, gene-
ralmente con un buffer disuelto en
metanol. El ¢luato resultante se some-
te a las técnicas analiticas menciona-
das anteriormente. El paso critico en
estas determinaciones es el procedi-
miento de muestreo que se use.

Aunque se han reportado muy
pocos estudios relacionados con la
determinacién de COC y sus metabo-
litos en muestras de sudor, el progreso
en las técnicas de muestreo y detecién
posibilitaran el incremento de las
investigaciones en este campo. Exis-
ten dispositivos especialmente disefia-
dos y comercializados para la toma de
muestras de sudor, asi como métodos
recomendados para el muestreo y
posterior elucidn, con el objetivo de
determinar drogas de abuso que se
excretan por esta via.

Wisadik y col.1 aplicaron dos pro-
cedimientos de muestreo de sudor: el
primero fue de forma répida e inter-
mitente, realizando una limpieza de la
piel a intervalos de 5 a 30 min y con la
almoadilla caliente, de manera de
estimuiar la produccién de sudor (se
mantuvo caliente con un dispositivo
especialmente disefiado para esto), y
la segunda fue de forma continua,
dejando la AAA fija en la piel, expe-
rimentindose con diferentes inter-
valos entre 1y 7 dfas. De esta forma
después de un procedimiento de elu-
cibén se detectdo COC, BE y EME por
CG/EM después de varios dias de la
administracion subcuténea de dife-
rentes dosis del alcaloide demos-
trandose de esta manerala utilidad de
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este fluido para el diagndstico del
consumo de COC, ubicdndose incluso
entre la orina y el pelo en cuanto a
utilidad diagnostica en este tipo de
estudio, debido a su tiempo de detec-
cion después del altimo consumo.

Spichler y col. X validaron un méto-
do inmuncanalitico para la determi-
nacién de COC en muestras de sudor.
Para ¢sto, las muestras se tomaron con
AAA especialmente disefiadas
{sudormed), las cuales sc colocaron
sobre la piel durante 7 dias. La COC
se eluyé corn una mezcla de buffer
acetato 0,2 M de pH 5 y metanol (1:3).
Estos autores encontraron que la
COC es ¢l analito que predomina en
muestras de sudor yque la eliminacion
por el sudor puede estar entre el 1y el
2 % de las dosis excretadas por otras
vias como la orina, el pelo etc.

Burnsy Baselt'®enun experimento
con 18 voluntarios determinaron COC
en muestras de sudor por radioinmu-
noensayo (RIE) entre 60 min y § dias
después de la administracién de dife-
rentes dosis de clorhidrato de COC
por via intranasal. Las muestras de
sudor se tomaron con AAA
(sudormed), las cuales se eluyeron
con 2,5 mL de una mezcla de buffer
acetato 0,2 M de pH 5 con Tritén
X-1000,1 %. Posteriormente 25 uL de
este eluato se sometié al procedidi-
miento de RIE, realizando las confir-
maciones por CG/EM. Estos autores
demostraron que dosis tan bajas como
50 mg, pueden ser detectadas en el
sudor hasta después de 7 dias de su
consumo, constatando ademas que
pueden encontrarse a las pocas horas
del consumo y que estas concen-
traciones van aumentando hasta 48 h
posterior al dosage, disminuyendo
después paulatinamente. '
Meconio

El consumo de COC durante el
embarazo se ha convertido en un pro-
blema de salud en los dltimos afios en
varios paises, fundamentalmente en
los EEUU, donde cada afio nacen més
de 100 000 nifos que durantc e!
embarazo de sus madres han estado
expuesto a la COC. Las complicacio-
nes neonatales asoctadas al uso de
COC durante e! embarazo son muy
variadas e incluyen por ejemplo, retar-
do en el crecimiento, malformaciones
congénitas y muerte siibita entre ofras
complicaciones. -La terminologia
"crack babies” que se refiere funda-
mentalmente a los nifios que durante
el embarazo de sus madres estuvieron
76

expuestos a la COC, ya se ha gene-
ralizado v muchas veces s¢ vincuia a
los nifios que han estado expuestos a
través de sus madres a cualquier droga
de abuso.!

Ostrea y col.2% 197 fyeron los pri-
meros en demostrar 1a utilidad del me-
conio para el diagndstico de la expo-
sici6n gestacional a drogas de abuso,
destacando ademis que esta muestra
es superior a la orina para estos fines,
debido a que generalmente los niveles
de drogas son més altos y brindan més
informacién acerca de una historia
anterior de consumo.

Las muestras de meconio requieren
de un pretratamiento antes de ser
sometidas a los métodos de extraccidn
y andlisis. Generalmente estas mues-
tras son homogeneizadas con metanol
y/o soluciones buffers, se centrifugan
vy en el sobrenadante resultante se
aplican métodos inmunocanaliticos y/o
se someten a extracciones (ELL, EFS)
;éaé?gﬁ'l%%?%%ados los extractos por

En el meconio se han identificado
muchos metabolitos de la COC, entre
los cuales predomina la meta hidroxi-
benzeilecgonina (m-OHBE), pero no
se ha podido demostrar que sea un
metabolito exclusivg del metabolismo
fetal. Lewis y col.!1 determinaron
COC, BE ym-OHBE en 366 muestras
de meconio, utiizando para ello un
método de inmunoensayo de polari-
zacion fluorescente para el rastreo ini-
cial y un procedimiento por CG/EM
para las confirmaciones. Estos auto-
res particron de 0,5-1 g de meconio, ¥
aislaron los analitos mediente EFS
(columnas de tipo mixto) y demos-
traron la prevalencia del metabolito
mecionado en dichas muestras.

Oyler y col.! detectaron COC,
EME, BE, AEME, EEE, COCET,
NORCOC, NORCOCET, NORBE,
m-OHBE, para hidroxibenzoilecgoni-
na (p-OHB), meta hidroxicocaina
(m-OH CQC) y para hidroxicocaina
(p-OHCOC) en muestras de meconio
procedentes de neonatos hospitaliza-
dos en cuidados intensivos, emplean-
do para ello un método por CG/EM.
Almeconio (0,1-0,7 g) se le ahadieron
2 mL de metanol y se centrifugd, mez-
cldndose el sobrenadante con3mL de
buffer acetato de sodio 2 M de pH 4.
Después de centrifugar, el sobrena-
dante se sometié a una EFS con
columnas Clean Screen (de tipo
mixto), Estos autores demostraron
que los metabolitos m y p-OHBE no
son propios de! metabolismo fetal
debido a que fueron detectados en
orinas procedentes de sujetos adultos,
incluyendo las madres de los nifios.

Recientemente El Sohly y col.12
determinaron NORCOC, BE,
NORBE, EME, COCET, p-OHCOC,
m-OHCOC, p-OHBE y m-OHBE en
muestras de meconio procedentes de
neonatos por CG/EM. Para esto par-
ticron de 1 g de mecomnio y le adicio-
naron 6 mL de metanol, se homoge-
neizéd perfectamente la mezcla y el
sobrenadante se evapor6 hasta 0,5 mL
seguido de la adicién de 3 mE de un
buffer fosfato 0,1 M de pH 6. Esta
mezcla se sometié a una EFS con
columnas Clean Screen(r) {acondi-
cionamiento: con 2x3 mL de metanol,
2 x 3 mL de agua desionizada, y 1 x
3 mL de buffer fosfato de pH 6,
lavado: con 1 mL de agua desionizada,
1ml.de HC10,1 Ny3 mL de metanol,
elucién: 3 mL de cloruro de metileno:
isopropanol:amoniaco (78:20:2).
Estos autores sugirieron que el
diagostico del consumo de COC debe
monitoriarse directamente a través de
la determinacioén de BE y sus meta y
para hidroxiderivados.

Anilisis de cocaina y sus metabolitos
por cromatografia gas-liquido

Uno de los factores mds importan-
tes gue influye en la eficiencia de un
método cromatogréafico es la columna
cromatogréfica y por supuesto la fase
estacionaria presente en ella. Colum-
nas captlares con fases estacionarias
del tipo SE-30, OV-1, SE-54, OV-17,
OV-225, etc. han sido utilizadas para
el andlisis de gran cantidad de drogas
de abuso, ya sea de caricter 4cido,
bésico o neutro. " Existe una gran
diferencia entre las columnas empa-
quetadas o de relleno, las capilares y
semicapilares, refiriéndose no solo a
sus dimensiones sino también a la efi-
ciencia que se obtiene con estas dos
tGitimas. Los detectores mas utilizados
en cromatografia gas-liguido de dro-
gas de abuso son: ¢l de ionizacién de
Itamna, el de llama alcalina y la espec-
trometria de masas. La mayoria de los
métodos reportados en los ditimos
afos para ¢l andlisis de COC y su
metabolitos involucran la utilizacién
de columnas capilares de tipo HP-1
(100 % dimetilpolisiloxano), HP-5
{(metilpolisi- loxano con 5 % de fenilo)
con la EM, utilizando ionizacién por
impacto electrdénico (1IE) y monitoreo
selectivo de iones (MSI) como méto-
do de deteccidn.

La derivatizaciéon de los analitos
antes de ser cromatografiados es otro
aspecto importante en ¢l analisis de
drogas de abuso y sns metabolitos, y
constituye en muchos casos un proce-
dimiento esencial para obtener una
separacion ptima. Aunque estos pro-
cedimientos ncrementan el costo y el
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tiempo requerido para realizar un
analisis, tienen varios beneficios, entre
los cuales s& pueden citar: el mejora-
miento de la especificidad, sensibili-
dad, precision, linealidad y la estabili-
dad térmica de dichos analitos, Algu-
nos de los agentes derivatizantes més
utilizados para analizar los metaboli-
tos de la COC son: N-metil-N,(trime-
tilsilitrifluoroacetamida (MSTFA),
N-metil-N-(t-butildimetilsilil) tri-
fluoroacetamida (MTBSTFA), N,O,
bis(trimetilsilil)acetamida {BSA),
N,O,bis(trimetilsililtrifltuoroacetami-
da (BSTFA), anhidrido pentafiuoro-
propiénico (APFP), pentafluoropro-
pano! (PFP), anhidrido heptafluoro-
propi¢nico (AHFP}, anhidrido penta-
fluoropropidnico (APFP), dimetil-
formamida-dihidro-propilacetal
(DMF/DPA), iodobutano (IB), dia-
zometano (DZ), etc.” " El objetivo de
estas derivatizaciones es el de prepa-
rar los trimetilsililderivados o los
pentafluoropropioderivados de los
analitos correspondientes. Estas reac-
ciones se llevan a cabo generalmente
a temperaturas entre los 50 ylos 80 °C
(entre 15 y 30 min).

En la Tabla 1 aparecen resumidos
algunos de los métodos informados
para el analisis de COC y sus meta-
bolites por CG en diferentes muestras
bioldgicas.

Como puede apreciarse la mayorfa
de los métodos de anélisis simultaneo
de COC v sus metabolitos por CG,
utilizan columnas capilares de cuarzo
{metil silicona o fenil metil silicona),
con He como gas portador, emplean-
do un programa de temperatura que
generalmente comienza por debajo de
los 100 °C y que llega hasta alrededor
de los 280 °C en la mayorfa de los
reportes. Las reacciones de derivati-
zacién mas empleadas son la prepa-
racién de los flucropropio derivados y
los trimetilsilil derivados, empleando
la espectrometria de masas en cual-
quiera de sus variantes como método
de deteccibn.

CONCLUSIONES

1.a mayoria de los métodos que se
han informado en los iltimos 10 afios
para la determinacién de COC y sus
principales metabolitos en fluidos bic-
légicos involueran procedimientos de
EFS seguido de una téenica de cro-
matografia capilar con fases de tipo
HP-1 y HP-5, utilizando la EM como
método de deteccién en el modo MSI
y con IE como modo de ionizacién, El
presente trabajo considera todas las
matrices posibles donde la COC y sus
metabolitos pueden ser investigados y
constituye una recopilacién de datos

completa de una importancia crucial
para todos los quimicos que trabajan
en csta temdtica en el mundo.
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Tabla 1. Analisis de cocaina y sus metabolitos por cromatografia de gases (Continuacion)

Referencia Muestras Modo de Agente
y analitos extraccion  derivatizante
Crougzczh Sangre, EFS MSTFA
y col. plasma, 18
orina, COC,
BE, EME
De Giovanni  Orina EFS BSTFA
y col 1#? COC, BE, C18
EME
Cone Sangre total, EFS BSTFA
y col.? plasma, saliva,
orina, COC,
BE, EME
Zhang Orina ELL APFP, HFP
y col.
Miller Plasma, ELL PFBA
y col® COC, COCET
United COrina, ELL MSTFA
Nation®! COC, BE EFS MSTBSTFA
BEC
Spichier Sangre, ELL DMEF-DPA
y col.”® cerebro,
higado,
COC, BE
Kumazawa QOrina Micro,
y col.'® COC, BE, EFS
Soriano Orina ELL
y col® coc
Verebey Orina ELL APFP
y col BE
Paul Orina EFS DMEF-DPA
y col 125 BE

Estandar Programa de temperatura Modo de Limite de Gas Columna
interno deteccion deteccion portador
Andalogos 115 °C-1,5 min EM, (1), He DB-5
deuterados 20 °C/min-280 °C--1 min MSI 1 mL/min
Anélogos 120 °C-1 min EM, 10 50 ng/mL He HP-1
deuterados 20 °C/min-220 °C-1 min MSI 1 mL/min
5 °C/min-260 °C
20 °C/min-280 °C-2 min
Analogos 0°C EM, IE, 16 ug/mL He Metil-
deuterados 220°C-15s MSI 082 mL/min  silicona
33 °C/min-250 °C-15s
3.5 °C/min-260 °C-15 5
100 °C-30s EM, IE, He DB-1
10 °C/min~250 °C MS1 60 cm/s
Aniglogos 240 °C EM, IE, He DB-5
deuterados MSI 35 cm/s
Efilmorfina 150 °C Tonizacion HE Metil-
nalorfina 9 9C/min—280°C de llama 2 mlL/min silicona
DNF
Analogos 270°C EM, IE HE ovV7
deuterados MSI1 5 ml/min
Coca 120 °C/1 min-280 °C DNF 3 ng/mL He DB-1
propileno 3 ml/min
Difenil- 90 °C DNF 0,5 ug/mL He 5 % fenil
amina 10 °C/min-180 °C Tonizacion 0,8 ml/min  Metil-
30 °C/min-300 °C-5 min de llama silicona
Nalorfina 190 °C-0,7 min DNF 1 ug/mL He DB-1
30 °C/mn-220 °C : 1,5 ml/min
180 °C- 1 min EM, IE 10 ng/mL He DB-5
30 °C/min-270 °C-2 min MSi 1,3 mL/min

40 °C/min-320 °C—1 min

HFP: Heptafluoro propanol
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