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RESUMEN. La determination simultanea de tocsin (COC) y sus principales
metabolites en orina benzoilecgonina (BE), ecgonina meth ester (EME) y
ecgonina (EG) es el procedimiento mas eficaz para realizar el diagnostico del
consume de COC. El presence trabajo trata de Ia validation de un metodo
analitico para la determination simultanea de CGC, cocaetileno (COCET) y los
trimetilsilil derivados de la EME, EG y BE, con lidocamna (LIDG) come patron
interngl, ue emplea un pare de extraction en fare sOlida (EFS) con columnar
Evidex , seguida de la ejecucion de una tecnica per cromatograffa gas- liquido,
empleando para ello una columns DB-1(15 m x 0,53 mm x 3€m), con un progra-
ma de temperature que va desde 60 °C (per 2 min) haste 140 °C a razon de
20 °C/min, ententes rube a 170 °C (4°C/min), luego a 208 °C (40 °C/min), enton-
ces 214 °C (6 °C/min), mantenida per 6 min, terminado a 30 °C/min haste 244°C
(10 min), con nitrogen comp gas portador (4 mL/min) . Se emplea un detector
de nitrogen-fosforo (DNF) . Los graficos fueron lineales en un range de con-
centrations de 406 a 4 060, 224 a 2 240, 108 a 1 088, 116 a 1 167, 184 a 1 840
ng/mL para la EME, EG, COC, CGCET y BE respectivamente, con coeficientes
de variation menores del 5 % para los Factores Masicos de Respuesta (FMR) .
Los recobrados obtenidos con muestras fortificadas fueron de 39, 62, 92, 85 y
92 % para la EME, EG, COC, COCET y BE respectivamente . Los lfmites de
detection en orina fueron en ere mismo orden de 87, 79, 41, 10y67 ng/mL . El
metodo se valido para muestras de orina y constituye eI primer reporte de ex-
traccii2psimultanea de COC y sus principales metabolites con columnar
Evidex
ABSTRACT. The simultaneous detection in urine of cocaine (COC) and the
main biotransformation products benzoylecgonine (BE), ecgonine methyl ester
(EME) and ecgonine (EG) is a reliable way of confirmation of COC use. The
purpose of this paper is the validation of qualitative and quantitative method to
simultaneous analysis in urine of COC, cocaethylene (COCET) and the BE,
EME and EG trimethylsflyl derivatives (BSTFA) with lidocaine (LIDG) as
internal standard, TJ1is method involves a solid-phase extraction (SPE) proce-
dure using Evidex cartridges, and gas chromatographic system, equipped with
DB-1 widebore column (15 m x 0.53 mm x 3 €m), operated with temperature
proggamming from 60 °C (held for 2 mire) to 140 °C at 20 °C/min then to 170 °C
at 4 C/min, then to 208 °C (40 °C /min), then to 214 °C at 6 °C/min (held for 6
min), then to 244 °C at 30 °C/min (held for 10 min), with specific nitrogen-phos-
phorus detector (NPD), and N2 as carrier gas (4 mL/min) . The calibration graph
was linear from 406-4 060, 224-2 240, 108-1088, 116-1 167, 184-1840 ng/mL to
EME, EG, COC, COCET and BE respectively. The relative standard deviation
of response factors was < 5, % in all cases . Recoveries of spiked samples were
39, 62, 92, 85 and 92 % to EME, EG, COC, COCET and BE respectively. The
method was validated for use with urine samples . This is the, l st report of
simultaneous SPE of CQC and its main metabolites with Evidex cartridges .

INTRODUCCIQN

La Cocaina (COC) es el principal
alcaloide que se obtiene de la plants
Eritoxilum coca, Ia cual tiene una large
historic de use y de abuse? La COC
es un poderoso estimulante del sis-
tema nervioso central y un anestesico
local de gran potencia .Z 3 Ademas
esta dregs tiene una amplia gams de
posibilidades de consume : puede ser
inhalada, fumada, inyectada, bebida
en infusions, aplicada en las muco-
sas, y tambien puede mezclarse con
otras drogas4
La COC se metabolize rapidamente

y la benzoilecgonina (BE) que es su
principal metabolite es considerado
comp marcador del ronsumo de COC,
no obstante, se hen reportado adicio-
nalmente otros 18 metabolites en ori-
na, de los cuales los mas importantes
son la ecgonina meth ester (EME),
ecgonina(EG),norcocainayelcocae-
tdeno (COCET), cue se forma en pre-
sencia de etanol. 5
La determination simultanea de

COC y sus principales metabolites en
orina es el procedimiento miffs efrcaz
para realizar un diagostico inequi-
voco del consume de esta sustancia,
sin embargo la mayoria de los metodos
reportados estan disenados era la
deteccion de BE solamente ' tt Se
hen descrito unos paces metodos de
determination simultanea de COC y
sus principales metabolites en orina, y
esto es debido fundamentalmente a la
diferencia en propiedades fisico-
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quimicas, que hate que la coextrac-
cion de ester compuestos sea real-
mente dificil. Los procedimientos de
extraction liquido-liquido (ELL) pro-
ducers recobrados muy bajos para los
metabolitos man polares pero las
extracciones en fase solids (EFS),
mejoran considerablemente los reco-
brados y permiten Ia coextraccion de
dither metabolitos . 12a5 La cromato-
grafia gas-liquido acoplada con la
espeetrometrfa de mesas (CG/EM),
dada su elevada especificidad y sen-
sibilidad es la t8cnica mediante la coal
se obtiene la adecuada eficiencia para
este tipo de estudio. Sin embargo, se
hen descrito varies metodos alterna-
tives empleando cromatografia de ga-
ses con detector de nitrogen-fOsforo
(CG/DNF), Los conies hers permitido
obtener resultados con la adecuada
sensibilidad y selectividad para rea-
lizar un diagnostico inequivoco . 16-18

El presence trabajo tuvo come obje-
tivo fundamental la validation de un
mµtodo analitico para la determina-
tion simultanea de COC, COCET, y
los trimetilsilil derivados de la EG,
EME y BE, con LIDO come estandar
inferno, empleando un aso de EFS
(con columnar Evidex ), seguida de
la ejecuciOn de un procedimiento per
CG/DNF.

MATERIALES Y METODOS
Equipos
Cromatografo de gases con DNF,

modelo HRGC-4000A (Konik Tech,
Espana), acoplado a una computado-
ra, equipada con un programs para el
registro y almacenamiento de los cro-
matogramas (Konikrom, Konik Tech,
Espana) . Conditions cromatogrdfi-
cas : columns de cuarzo de fenilmetil-
silicona de tipo DB-1 con (15 m x
0,53 mm x 3 €m) . Programacibn : De
60 °C (per 2 min) hasty 140 °C
(20 °C/min), entonces rube a
170 °C/min (4 °C/min), luego a 208 °C
(40 °C/min), entonces a 214 °C
(6 °C/min), mantenida per 6 min, ter-
minando en 244 °C (30 °C/min), con
10 min en esta temperature .
Equipo complete de extraction en

fase selida (EFS) de 12 positions
(Vacum Manifold, J & W Scientific,
EUA).

Reactfvos
Todos los reactives empleados fue-

ron de grade analitico . Patrons de
referenda : COC, BE, EME, EG,
COCET, Anfetamina, Metanfetami-
na, Metadona, (Programs de las Na-
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ciones Unidas para la FiscalizaciOn
International de las Drogas) . La
LIDO, cafeina y amitriptilina (Sigma,
USA) . Solutions de trabajo : Se pre-
pararon disolviendo la cantidad nece-
saria de los analitos sOlidos en metanol
para producir concentraciones de
160, 140, 100, 170 y 100 €g/mL de
EME, EG, COC, BE y COCET
respectivamente . El patron intern y
el resto de las drogas se prepararon a
una concentration de 1 mg/mL .Agen-
te derivatizante: Bis (trimetilsilil)
trifluoroacetamida (BSTFA) (REGIS
Technologies, Inc., USA) . Columnar
de EFS: Accu Bond £ SPE Evidex, de
400 mg y 6 mL de capacidad (J & W
Scientific, USA) .
Muestras
Orinas procedentes de donantes vi-

vos, los cuales no refirieron el consu-
mo de ningun farmaco, las que se for-
tificaron con los patrones .PreparaeiOn
de las muestras para EFS : A 5 mL de
orina conteniendo 10 €L del patr6n
intern se le adicionaron 3 mL de
solution de K2HPO4 0,1 M de pH-6 .
Las columns se acondicionaron me-
diante la edition de 6 mL de metanol
y 6 mL de solution de K2HPO4 0,1 M
de pH-6 . Se aplic6 la muestra a la
columns y seguidamente se lave con
3 mL de egos destilada, 3 mL de HCI
0,1 N y con 3 mL de metanol . Final-
mente se realize la elution con 3 mL
de una mezcla de cloroformo: iso-
propanol: amonfaco (78 :20:2)' 9 El
eluato se evapore a sequedad en
corriente de nitrogen a 40 °C . Deriva-
tizacibn : Se anadieron 20 €L de ace-
tate de etilo y 20 €L de BSTFA, se
homogenize y se coloco en una estufa
a 80 °C durance 30 min. Despues de
alcanzar la temperature ambience se
inyecte 1 €L en el cromatOgrafo .
Validation del metodo analitico
Linealidad

Se tomaron 5, 10, 20, 30, 40 y 50 €L
de los patrones de cads analito, con
10€L del patr6n inferno en viales de
1 mL de capacidad, se evaporo a
sequedad en corriente de Nz y se deri-
vatiz6 . Se calcularon las ecuaciones de
regresiOn lineal per los mfnimos cua-
drados de la relation de las areas de
Los analitos con la del patr6n inferno
en funciOn de Ia relacien de concen-
traciones de los analitos con la del
patron inferno. Ademas se verifico la
linealidad mediante el calculo para
todos los analitos y en cads nivel de
concentration de los Factores Math-

cos de Respuesta (FMR), de la des-
viacien estandar (DE) y del coeficien-
te de venation (CV). Come criterion
de aceptaciOn se consideraron: el CV
(FMR) c 5 %, el CV de la pendiente
(CVb) < 2 % y que el cero quedara
incluido dentro del intervalo de con-
fianza del intercepto (IC) .

Precision
La repetibilidad de los tiempos de

retention relatives a la LIDO (ri p)
para cads analito se realize inyectan-
do 6 replicas de una mezcla de pa-
trones, determinando Ia DE y el CV.
Se calcule el ICmediante la expresiOn :
r ; gyp = t (DE/'In).Ademas se estudio
La repetibilidad de los FMR mediante
la inyecciOn en un mismo dfa de una
mezcla de patrones (n = 10) . Se
calcularon Los IC, la DE y los CV. Se
estudio la influencia de la concentra-
tion en los FMR realizando un test de
Cochran para p = 0,05.0
Exactitud
Utilizando las columns de EFS

(Evidex ) se calcule el per dente de
recuperation para cads ono de los
analitos . Se procesaron paralelamente
muestras de orina sin fortificar .
Ademas, en amber cases se investige
mediante un test de Cochran la
influencia de las concentraciones en La
recuperation .

Limite de detecciOn (LD) y cuanti-
flcacion (LQ)
Los LD se calcularon mediante el

valor de la ordenada en el origen en
cads calibration, expresadas en
unidades de concentration de analito
en orina. O sea se utilize La relation
3 x a /b. El LQ cue defmido come
la menor concentration que pudo ser
cuantificada con un CV aceptable y
foe establecida comp el punto mss
bajo en los graficos de calibration
expresadas en unidades de concen-
traci6n de los analitos en la orina 21
Especflicidad
Se aplic6 un programs de tempe-

rature que tuvo en cuenta el efecto de
Grob para lograr separar los piton de
interes entre sf y con el frente del
disolvente. Ademas se calcularon los
rip para la COC y sun metabolitos .
Pare probar las posibles interferen-
cias del mOtodo se procesaron patro-
nes de cafefna, amitriptilina, metado-
na, anfetamina, metanfetamina, calcu-
landose lost i,p para cads ono de ellos .
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Table 1. Resultados del estudio de linealidad de la CGC y 4 de sus principales
metabolites. Intervalo de coafianza del tµrmino independiente

RESULTADOS Y DISCUSION

Linealidad
Los graficos de calibration fueron

lineales en eI tango de contents-
ciones entre 20 a 200 ng/pL pare la
EME, 17,5 a 175 ng4sL pare Ia EG,
12,5 a 125 ng/,uL pare la COC y el
COCET y 21,5 a 212,5 ng4uL pare la
BE. De acuerdo a la recuperation
obtenida con las columnar Evidex
ester ranges lineales se corresponden Table 2 . Resultados del estudio de linealidad de la COC y 4 de sus principales
con concentrations de dither anali- metabolites. Signification estadistica de la varianza de la pendiente
tos en la orina en el tango de 406 a
4 060 ng/mL pare la EME, 224 a
2 240 ng/mL pare la EG, 108 a
1 088 ng/mL pare la COC, 116 a
1 167 ng/mL pat-a el COCET y 184 a
1 840 ng/mL pare la BE . Estos ranges
lineales coincides con los reportados
per varies autores que trabajaron con
columnar de EF especialmente de,
tipo mixto (Bond Elut Certify) .t5, 22.23 Table 3 . Precision de los FMR pare la COC y 4 de sus principales metabolites

(a = 10)Pare cada uno de los enables se obtu-
vo la ecuacion de regresion, con todos
losparametrosestadisticosnecesarios
en este tipo de evaluations (Tables 1
y 2). Todos los coeficientes de corre-
lation fueron superiores a 0,999 y
todos los interceptor incluyeron al
cero en su intervalo de confianza .
Ademas los CV de los FMR estuvie-
ron per debajo del2 %, (Table 3) pare
la mayorfa de Los analitos, de manera
que podemos afirmar que el mµlode
empleado muestra una linealidad
exceiente en tin rango de contents-
ciones bastante amplio.
Exacfitud
Recobrados : En la literature consul-

tads no se encontraron reporter de
extraction simultanea de COC y sus
metabolites con columnar Evidex
sin embargo de acuerdo con un anus-

cio comercial de la J & W Scientific se
plantea que la BE se extrae con mar
del 90 % de muestras de orina, to cual
coincide con to encontrado en este
trabajo . 19 Los resultados obtenidos en Table 5 . Efecto de la concentration en la recuperation . (G table = 0,8010 pare
la extraction de COC y sits metaboli- p - 0,05 y n = 10, k = 2)
tosdemuestrasfortifrcadasadosnive-
les de concentration muestras que los
recobrados son reproducibles e inde-
pendiente de la concentration
(Tables 4 y 5) y coincides de manera
general con to informado con la
utilization de otras columnar de BPS
de tipo mixto (Bond Elut Certify)1 5'
1a-26 Por otra parte se pudo constatar
que los extractor obtenidos con estas
columnar son muy limpios, (Figures 1
y2)yquelamatrizbiologicanoaporta
ningun pico que pudiera interferir en
los analisis .
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Anafito Concentration de orina (ug/mL) Recuperation CV
Teorica Calculada (%)

EME 0,5 0,20 40 20,90
1,0 0,38 39 7,95

EG 0,5 0,32 64 7,89
1,0 0,60 61 6,03

COC 0,5 0,44 89 5,36
1,0 0,94 95 2,00

COCET 0,5 0,42 85 9,99
1,0 0,85 85 6,65

BE 0,5 0,46 93 7,63
1,0 0,91 91 5,36

Analito r2 a i DE CV IC
EME 0,9996 0,901 • 0,008 0,96 0,901 • 0,025
EG 0,9987 1,726 • 0,034 1,80 1,726 • 0,086
COC 0,9996 1,408 • 0,012 0,88 1,408 • 0,039
BE 0,9993 0,395 • 0,05 1,31 0,395 • 0,014
COCET 0,9998 0,304 • 0,002 0,75 0,304 • 0,006

Anahto a • DE CV IC
EME -0,010 • 0,008 0,79 -0,011 • 0,029
EG -0,025 • 0,003 1,04 -0,025 • 0,073
COC -0,017 • 0,009 0,54 -0,017 • 0,026
BE -0,001 • 0,005 5,55 -0,001 • 0,014
COCET -0,001 • 0,001 1,18 0,001 • Q004

Analito IC DE CV

EME
EG
COC
BE
COCET

0,883 t 0,009
1,677 0,023
1,367 • 0,016
0,300 • 0,002
0,398 • 0,005

0,014
0,034
0,024
0,003
0,008

1,61
2,04
1,77
1,22
1,99

Table 4 . Recuperation con columnar Evidex 1 (n = 10)

Analito Concentraciondeorma(ng/mL) DE Ge,p .
Teorica Calculada

EME 0,5 0,20 0,042 0,539
1,0 0,37 0,031

EG 0,5 0,32 0,025 0,676
1,0 0,61 0,036

CGC 0,5 0,44 0,024 0,612
1,0 0,95 0,018

CGCET 0,5 0,43 0,042 0,645
1,0 0,86 0,057

BE 0,5 0,48 0,036 0,648
1,0 0,96 0,038
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Precision
La precision intradia de Los r;,p

(Tabla 6) resulto exeelente, con CV en
el tango de 0,02 a 0,05, pot to que
indudablemente cumplen los requisi-
tes para set utilizados en el diagn6sti-
co. En Ia literatura consultada se in-
forma la utihzacion de- LIDO come
estandar intern pan la determina-
tion de COC y sus metabohtos, pero
estos analisis se hall llevado a cabo per
cromatografia liquida de alta pre-
sion. 27 Los FMR para los 5 analilitos
estudiados (Tabla 3) mostraron CV
aceptabies, a independientes de la
concentracibn dentro del tango lineal .

Fig. 1 . Cromatograma de una muestra de orina extraida con Evidex7 antes de ser fomficada

Time: ,5.005l41nwee Amp : -0004569'Jell :

20
Minute.

25

Se aplicb un test de Cochran y en
todos Los cases la O tabulada fue ma-
yor que la experimental to que indica
que puede set utilizado para la evalua-
tion cuantitativa de la COG y sus
metabolites en el tango de concen-
traciones estudiado y con el IC esta-
blecido .

LDyLQ
Los LD, de acuerdo a come se defr-

nieron en la secciOn experimental,
oseilaron entre 9 y 79 ng/mL (Tabla 7)
y de manta general coincides con los
encontrados per otros autores que
emplearon DNF para Las determina-

0 .02

Fig. 2. Perfil cromatografico de una muestra de orina extraida con Evidex la cual fue fortificada con patrones (1-EME,
2-EG, 3-LIDO, 4-CO C, 5-COCET, 6-BE)

ciones .lo, 14, 16, 17 Los LQ estableci-
dos permiten la cuantificacion de
estos analitos con un CV aceptable
dentro del tango lineal del metodo .

Tabla 6. Repetibilidad de Los tip
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(n=6)

Analito IC CV

EME 0,7943 • 0,0005 0,02
EQ 0,8450 • 0,0009 0,04
COG 1,3236 • 0,0014 0,04
COCET 1,3735 • 0,0012 0,03
BE 1,3948 • 0,0019 0,05



Table 7 . Estudios de sensibilidad

Especificidad

Pare obtener una resolution ade-
cuada entre los picas de interos cro-
matograficos y a su vez cone! del fren-
te del disolvente, se sputa un pro-
grams de temperature que comenzo
en 60 °C pare tener en cuenta el efecto
de Grob, ya que comp se use acetate
de etilo coma disolvente, al entrar la
muestra a la columns a una tempe-
rature par debajo de su puma de ebu-
llici6n, casi todo el extracto se con-
centra en los primeros plates te6ricos
de la columns, contribuyendo de esta Se desarrollo un metodo par CG/
forma a una separation eficiente de DNF pare Ia determinaciOn simul-
los picas en el cromatograma (Fig . 3) . lance de COC y sus principales meta-
Este perfd cromatograffco coincide bolitos en muestras de orina, usando
con el informado par la RESTEK una EFS con columns Evidex y
INC, el coal trata de Ia separation utibzando LIDO come patron inter-
cromatografica de los TMSD de los no. Este trabajo constituye el primer
metabolites de la COC, incluyendo reporte de extraction simultanea de
edemas el COCET, con la diferencia cocaine y sus principales metaboiitos
de que pare ello utilizaron una colum- con estas columns, con las cuales se
na de tipo capilar Rtx£ -5 y otro pro- obtiene un peril cromatograafico muy
grams de temperatura . 28 La progra- t til pare la confirmation del diagnos-
macion multi-ramps empleada par lice del consumo de COC .

rm~: s.oveMm u,., Amp. oaosa+zvoio

0 .,u

0 .08 ,'

nosotros coincide con to reportado
par algunos autores, aunque ninguno
de epos utilize una columns semica-
pilar de 6po DB-1, sine que realiza-
ron los trabajos con columns capda-
res de tipo HP-i y HP-5 .2931 Algunas
de las drogas consideradas coma po-
tencialmente interferentes en los ana-
iisis heron estudiadas (Table 8), con
resultados satisfactorios .

Table 8 . r;,p de algunos patrons de
drogas (100 ng4sL) (n = 6)

CONCLUSIONES

Minute .

Fig . 3 . Peril cromatografaco representative que muestra la eficiencia separativa de una mexcla de patrons (I-EME, 2-EG,
3-LIDO, 4-000, 5-COCET, 6-BE)
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