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Determinacién simultinea de Cocaina y sus principales
metabolitos en orina por Cromatografia Gaseosa con Detector de
Nitrogeno-Fésforo
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RESUMEN. La determinacién simultdnea de cocaina (COC) y sus principales
metabolitos en orina benzoilecgonina (BE), ecgonina metil éster (EME) y
ecgonina (EG) es el procedimiento més eficaz para realizar el diagnéstico del
consumo de COC. El presente trabajo trata de la validacién de un método
analitico para la determinacion simultdnea de COC, cocaetileno (COCET) ylos
trimetilsilil derivados de la EME, EG y BE, con lidocamna (LIDO) como patrén
internqnﬁue emplea un paso de extraccién en fase sélida (EFS) con columnas
Evidex™™, seguida de Ia ejecucién de una técnica por cromatografia gas- liquido,
empleando para ¢llo una columna DB-1 (15mx 0,53 mm x 3 A1), CON Un progra-
ma de temperatura que va desde 60 °C (por 2 min) hasta 140 °C a razén de
20 °C/min, entonces sube a 170 °C (4 °C/min), luego a 208 °C (40°C/min), enton-
ces 214 °C (6 °C/min), mantenida por 6 min, terminado a 30 °C/min hasta 244 °C
(10 min), con nitrégeno como gas portador (4 ml/min}. Se empled un detector
de nitrégeno-fosforo (DNF). Los graficos fueron lineales en un rango de con-
centraciones 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, COCET y BE respectivamente, con coeficientes
de variacién menores del 5 % para los Factores Masicos de Respuesta (FMR),
Los recobrados obtenidos con muestras fortificadas fueron de 39,62,92,85y
92 % para la EME, EG, COC, COCET ¥ BE respectivamente. Los lmites de
deteccion en orina fueron en ese mismo orden de 87, 79, 41, 10 y 67 ng/mL. El
método se validé para muestras de orina y constituye el primer reporte de ex-
tracci(zﬂVI imultdnea de COC y sus principales metabolitos con columnas
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 trimethylsilyl derivatives (BSTFA) with lidocaine (LIDO) as
internal standard, This method involves a solid-phase extraction (SPE) proce-
dure using Evidex™ ™ cartridges, and gas chromatographic system, equipped with
DBE-1 widebore column (15 m x 0.53 mm x 3 z#m), operated with temperature
programming from 60 °C (held for 2 min) to 140 °C at 20 °C/min ther 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 N as carrier gas (4 mL/min), The calibration graph
was linear from 406-4 060, 224-2 240, 108-1 088, 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,[gist report of
simultaneous SPE of COC and its main metabolites with Evidex cartridges.

INTRODUCCION

La Cocaina {(COC) es el principal
alcaloide que se obtiene de 1a planta
Eritoxilum coca, la cual tiene una larga
historia de uso y de abuso.! La COC
es un poderoso estimulante del sis-
tema nervioso central y un anestésico
local de gran potencia® * Ademis
esta droga tiene una amplia gama de
posibilidades de consumo: puede ser
inhalada, fumada, inyectada, bebida
cn infusiones, aplicada en las muco-
sas, y también puede mezclarse con
otras drogas.

La COC se metaboliza rapidamente
¥ la benzoilecgonina (BE) que es su
principal metabolito es considerado
como marcador del consumo de COC,
no obstante, se han reportado adicio-
nalmente otros 18 metabolitos en ori-
na, de los cuales los mas importantes
son la ecgonina metil &ster (EME),-
ecgonina (EG), norcocaina y el cocae-
tileno (COCET), que se forma en pre-
sencia de ctanol.>

La determinacién simultinea de
CQCy sus principales metabolitos en
orina es el procedimiento m4s eficaz
para realizar un diagéstico inequi-
voco del consumo de esta sustancia,
sin embargo la mayoria de los métodos
reportados estan disefados para la
deteccién de BE solamente.”'! Se
han descrito unos pocos métodos de
determinacion simulténea de COC y
sus principales metabolitos en orina, y
esto es debido fundamentalmente a la
diferencia en propiedades fisico-
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quimicas, que hace que la coextrac-
cién de estos compuestos sea real-
mente dificil. Los procedimientos de
extraccion liquido-liquidoe (ELL) pro-
ducen recobrados muy bajos para los
metabolitos mds polares pero las
extracciones en fase solida (EFS),
mejoran considerablemente los reco-
brados y permiten la coextraccion de
dichos metabolitos.'>> La cromato-
graffa gas-liquido acoplada con la
espectrometria de masas (CG/EM),
dada su elevada especificidad y sen-
sibilidad es la técnica mediante la cual
se obtiene la adecuada eficiencia para
este tipo de estudio, Sin embargo, se
han descrito varios métodos alterna-
tivos empleando cromatografia de ga-
ses con detector de nitrégeno-fosforo
(CG/DNF), los cuales han permitido
obtener resultados con la adecuada
sensibilidad y selectividad para rea-
lizar un diagnéstico inequivoco.™ "

El presente trabajo tuve como obje-
tivo fundamental la validacion de un
método analitico para la determina-
ci6n simyltinea de COC, COCET, y
los trimetilsili! derivados de la EG,
EME y BE, con LIDO como estandar
interno, empleando un pase de EFS
(con columnas Evidex™ ™), seguida de
la ejecucién de un procedimiento por
CG/DNF.

MATERIALES Y METODOS

Equipes

Cromatégrafo de gases con DNF,
modelo HRGC-4000A (Konik Tech,
Espaiia), acoplado a una computado-
ra, equipada con un programa para el
registro y almacenamiento de los cro-
matogramas {Konikrom, Konik Tech,
Espana). Condiciones cromatogrifi-
eas: columna de cuarzo de fenilmetil-
silicona de tipo DB-1 con (15 m x
0,53 mm x 3 pm). Programacién: De
60 °C (por 2 min) hasta 140 °C
(20°C/min), entonces sube a
170 °C/min (4 °C/min), luego a 208 °C
(40 °C/min), entonces a 214 °C
(6 °C/min), mantenida por 6 min, ter-
minando en 244 °C (30 °C/min), con
10 min en esta temperatura,

Equipo completo de extraccidn en
fase solida (EFS) de 12 posiciones
(Vacum Manifold, 3 & W Scientific,
EUA).

Reactivos

Todos los reactivos empleados fue-
ron de grado analitico. Patrones de
referencia: COC, BE, EME, EG,
COCET, Anfetamina, Metanfetami-
na, Metadona, (Programa de las Na-
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ciones Unidas para la Fiscalizacion
Internacional de las Drogas). La
LIDO, cafcina y amitriptilina (Sigma,
USA). Soluciones de trabajo: Se pre-
pararon disolviendo la cantidad nece-
saria de los analitos s6lidos en metanol
para producir concentraciones de
160, 140, 100, 170 y 100 ug/mL de
EME, EG, COC, BE y COCET
respectivamente. El patr6n interno y
el resto de las drogas se prepararon a
una concentracidon de 1 mg/mlL, Agen-
te derivatizante: Bis (trimetilsilil)
trifluoroacetamida (BSTFA) (REGIS
Technologies, Inc., gSA). Columnas
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 ningfin firmaco, las que se for-
tificaron con los patrones. Preparacion
de las muestras para EFS: A 5 mL de
orina conteniendo 10 4L del patrén
interno se le adicionaron 3 ml. de
solucidn de KHPO4 0,1 M de pH-6.
Las columnas se acondicionaron me-
diante la adicion de 6 mL de metanol
y 6 mL de solucién de KzHPO4 0,1 M
de pH-6. Se aplico la muestra a la
columna y seguidamente se lavd con
3 mL de agua destilada, 3 mL de HCl
0,1 N y con 3 mL de metanol. Fina}-

mente se realizd la elucién con 3 mL -

de una mezcla de cloroformo; iso-
propanol: amoniaco (78:20:2).” El
eluato se evapord a sequedad en
corriente de nitrégeno a 40 °C. Deriva-
tizacion: Se afhadieron 20 ¢L de ace-
tato de etilo y 20 L. de BSTFA, se
homogeneizd y se colocd en una estufa
a 80 °C durante 30 min. Después de
alcanzar la temperatura ambiente se
inyectd 1 4L en el cromatégrafo.

Validacién del método analitico
Linealidad

Se tomaron 5, 10, 20, 30, 46 y 50 «L
de los patrones de cada analito, con
10 4L del patrén interno en viales de
1 mL de capacidad, se evapord a
sequedad en corriente de N2 y se deri-
vatizé. Se calcularon las ecuaciones de
regresion lineal por los minimos cua-
drados de la relacién de las dreas de
los analitos con la del patrén interno
en funcién de la relacién de concen-
traciones de los analitos con la del
patrén interno. Ademés se verifico la
linealidad mediante el cileulo para
todos los analitos y en cada nivel de
concentracion de los Factores Misi-

cos de Respuesta (FMR), de la des-
viacion estandar (DE) y del coeficien-
te de variacién (CV). Como criterios
de aceptacion se consideraron: el CV
(FMR) < 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
retencién relativos a la LIDO (rip)
para cada analito se realizé inyectan-
do 6 réplicas de una mezcla de pa-
trones, determinando la DE y el CV.
Se caleuld el IC mediante laexpresion:
rip = t (DE/Vn). Ademis se estudié
la repetibilidad de los FMR mediante
la inyeccidn en un mismo dia de una
mezcla de patrones (n = 10). Se
calcularon los IC, 1a DE y los CV. Se
estudi6 la influencia de la concentra-
cién en los FMR realizando un test de
Cochran parap = 0,052

Exactitud

Utilizando las columnas de EFS
(Evidex™) se calcul6 el por ciento de
recuperacién para cada uno de los
analitos. Se procesaron paralclamente
muestras de orina sin fortificar,
Ademis, en ambos casos se investigd
mediante un test de Cochran la
influencia de las concentraciones en la
recuperaci6n,

Limite de deteccién (LD) y cuanti-
ficacidn (L)

Los LD se calcularon mediante el
valor de la ordenada en ¢l origen en
cada calibracién, expresadas en
unidades de concentracion de analito
en orina. O sea se ntilizd ka relacién
3x | a| /b. EILQ fue definido como
la menor concentracion que pudo ser
cuantificada con un CV aceptable y
fue establecida como el punto mis
bajo en los graficos de calibracién
expresadas en unidades de concen-
tracidn de los analitos en la orina.21
Especificidad

Se aplicd un programa de tempe-
ratura que tuvo ¢n cuenta ¢l efecto de
Grob para lograr separar los picos de
interés entre si y con el frente del
disolvente. Ademés se calcularon los
Tip para la COC y sus metabolitos.
Para probar las posibles interferen-
cias del método se procesaron patro-
nes de cafeina, amitriptilina, metado-
na, arifetamina, metanfetamina, calcu-
léndose los rip para cada uno de ellos,
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RESULTADOS Y DISCUSION Tabla 1. Resultados del estudio de linealidad de la COC y 4 de sus principales
metabolitos. Intervalo de confianza del término independiente
Linealidad -
Los gréficos de calibracién fueron Analito a+DE cv Ic

lineales en el rango de concentra- EME -0,010 % 0,008 0,79 0,011 £ 0,029
ciones entre 20 a 200 ng/ul para la EG -0,025 + 0,003 1,04 0,025 £ 0,073
EME, 17,5 a 175 ng/uL para la EG, cocC 0,017 = 0,000 0,54 0,017 % 0,026

125 a 125 ngiuL para la COCyel  gp 0,001 * 0,005 555 0,001 £ 0,014
COCET'y2L5a 2125 ngiul. parala  ooepy ~0,001 £ 0,001 L18  ~0,001 % 0,004

BE. De acuerdo a la recuperacion
obtenida con las columnas Fvidex _ o
estos rangos lineales s corresponden  Tabla 2. Resultados del estudio de linealidad de 1a COC y 4 de sus principales

con concentraciones de dichos anali-  mectabolitos. Significacién estadistica de la varianza de 1a pendiente

tos en la orina en el rango de 406 a Analito rz a+ DE cv 1C

4 060 ng/mL para la EME, 224 a

2 240 ng/mL para la EG, 108 a EME 0,9996 0,901 = 0,008 0,96 0,901 x 0,025
1 088 ng/mL para la COC, 116 a EG 0,9987 1,726 = 0,034 L30 1,726 * 0,086
1 167 ng/ml, para el COCET y 184 a COcC 0,9996 1,408 £ 0,012 0,88 1,408 + 0,039
1 840 ng/ml. para la BE. Estos rangos BE 0,9993 0,395 £ 0,05 1,31 0,395 £ 0,014
lineales coinciden con los reportados COCET 0,9998 0,304 + 0,002 0,75 0,304 + 0,006

por varios autores gque trabajaron con

fi(;)i(l)mn:jlzi ?B"'Of(f%]:flé"'e‘;‘t?lg;%fé’zﬁ% Tabla 3. Precisién de los FMR para la COC y 4 de sus principales metabolitos

= 1

Para cada uno de los analitos se obtu- =10 . 7

vo la ccuacidn de regresidn, con todos Analito IC DE cv
los paréz?letr':i}s es;zlidfst'icos ne;e;z;rioi EME 0,883 = 0,000 0,014 161
;I;;:JS?;&I();; l;Segoelflii(i:é?lItl:ss Eleac;:c- EG 1,677 % 0,023 0,034 2,04
lacién fueron superiores a 0,999 y coc 1,367 £ 0,016 0,024 L77
todos los interceptos incluyeron al BE 0,300 + 0,002 0,003 1,22
cero en su intervale de confianza. COCET (2,398 + 0,005 0,008 1,99

Ademas los CV de los FMR estuvie-

ron por debajo del 2 e, (Tabla3)para  qp)q 4, Recuperacion con columnas Evidex™™ (n = 10)
la mayoria de los analitos, de manera

que podemos afirmar que el método Amalito Concerftl:aci(’m de orina (ug/mL) Recuperacién cv
empleado muestra wna lincalidad Tedrica  Calculada (%)
exceienie en un rango de concenira- EME 0,5 0,20 40 20.90
ciones bastante amplio. 1,0 0,38 39 7:95
Exactitud EG 0,5 0,32 64 7,89
Recobrados: En la literatura consul- 1,0 0,60 61 6,03
tada no se encontraron reportes de cocC 0,5 0,44 89 5,36
extraccién simultinea de COC v sus 1,0 054 95 2,00
metabolitos con columnas Evidexm, COCET 0,5 0,42 85 9,99
sin embargo de acverdo con un anun- 1,0 0,85 85 6,65
cio comercial de la J & W Scientific se BE 0,5 0,46 93 7,63
plantea que la BE se extrae con mas 1,0 0,91 9N 5,36

del 90 % de muestras de orina, lo cual
coincide con lo encontrado en este
trabajo.”” Los resultados obtenidos en
la extraccién de COC y sus metaboli-

Tabla 5. Efecto de la concentracion en la recuperacion. (G tabla = 0,8010 para
p=005yn =10,k = 2)

tos de muestras fortificadas a dos nive- Analito  Concentracién de orina {ng/mL}) DE Gexp-

les de concentracion muestran que los Tedrica  Calculada

recobrados son reproducibles e inde-

pendiente de la concentracién EME 0,5 0,20 0,042 0,539

(Tablas 4 y 5) y coinciden de manera 1,0 0,37 0,031

general con lo informado con la EG 0,5 0,32 0,025 0,676

utilizacién de otras columnas de EFS 1,0 0,61 0,036

de tipo mixto (Bond Elut Certify).”>  COC 0,5 0,44 0,024 0,612
"% Por otra parte se pudo constatar 1,0 0,95 0,018

que los extractos obtenidos con estas COCET 0,5 0,43 0,042 0,645

columnas son muy limpios, (Figuras 1 1,0 0,86 0,057

y2) yque la matriz biologica no aporta BE 0,5 0,48 0,036 0,648

ninghin pico que pudiera interferir en 1,0 0,96 0,038

los analisis.
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2-EG, 3-LIDO, 4-COC, 5-COCET, 6-BE)

Precision

La precision intradfa de los rip
(Tabla6) resultéd excelente, con CVen
el rango de 0,02 a 0,05, por 1o que
indudablemente cumplen los requisi-
tos para ser utilizados en ¢l diagnosti-
co. En la literatura consultada se in-
forma la utilizacién de-LIDO como
estindar interno para la determina-
cién de COC y sus metabolifos, pero
estos analisis se han llevado a cabo por
cromatografia liquida de alta pre-
sion.” Los FMR para los 5 analilitos
estudiados (Tabla 3) mostraron CV
aceptables, e independientes de la
concentracion dentro del rango lineal.
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Se aplicé un test de Cochran y en
todos los casos la G tabulada fue ma-
yor que la experimental lo que indica
que puede ser utilizado para la evalua-
¢i6n cuantitativa de la COC y sus
metabolitos en el rango de concen-
traciones estudiado y con ¢l IC esta-
blecido.

LDyLQ

Los LD, de acuerdo a como se defi-
nieron en la seccién experimental,
oscilaron entre 9 y 79 ng/mL (Tabla 7)
y de manera general coinciden con los
encontrados por otros autores que
emplearon DNF para las determina-

ciones.[% ¥ 1617 [ o5 LQ estableci-
dos permiten la cuantificacién de
estos analitos con un CV aceptable
dentro del rango lineal del método.

Tabla 6. Repetibilidad de los rip
(n = 6)

Analito IC cv
EME 0,7943 = 0,0005 0,02
EG 0,8450 = 0,0009 0,04
CcoC 1,3236 £ 0,0014 0,04
COCET 13735 +0,0012 0,03
BE 1,3948 = 0,0019 0,05
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Tabla 7. Estudios de sensibilidad

Analito LD LQ
(ng/mlL)
EME 87.5 400,0
EG 79,5 2244
Ccaoc 414 1089
COCET 9.9 1176
BE 66,9 1848
Especificidad

Para obtener una resolucion ade-
cuada entre los picos de interés cro-
matograficos y a su vez con el del fren-
te del disolvente, se aplicé un pro-
grama de temperatura que comenzd
en 60 °C para tener en cuenta el efecto
de Grob, ya que como se usé acetato
de etilo como disolvente, al entrar la
muestra a la columna a una tempe-
ratura por debajo de su punto de ebu-
licién, casi todo el extracto se con-
centra ¢n los primeros platos tedricos
de la columna, contribuyendo de esta
forma a una separacién eficiente de
los picos en ¢l cromatograma (Fig. 3).
Este perfil cromatografico coincide
con ¢l informado por la RESTEK
INC,, el cual trata de la separacion
cromatografica de los TMSD de los
metabolitos de la COC, incluyendo
ademds el COCET, con la diferencia
de que paraello unhzaron una colum-
nade tipo capilar Rix® —5 y otro pro-
grama de tempcratura La progra-
macién multi-rampa empleada por

Tithe: 15,074 Minutez

Amp: -9.000032 Vol

nosotros coincide con lo reportado
por algunos autores, aunque ninguno
de ellos utilizé una columna semica-
pilar de tipo DB-1, sino que realiza-
ron los trabajos con columnas capila-
res de tipo HP-1 y HP- 5% Algunas
de las drogas consideradas como po-
tencialmente interferentes en los and-
lisis fueron estudiadas (Tabla 8), con
resultados satisfactorios.

Tabia 8. rjp de algunos patrones de
drogas (100 ng/uL) (n = 6)

Droga IC
Cafeina 0,773 + 0,007
Anfetamina 0,326 = 0,004
Metanfetamina 0,287 % 0,004
Amitriptilina 1,269 + 0,001
Metadona 1,057 £ 0,009
CONCLUSIONES

Se desarrollé un método por CG/
DNF para la determinacién simul-
tdnea de COC y sus principales meta-
bolitos en muestras de orina, usando
una EFS con columnas Bvidex ™ ¥
gtilizando LIDO como patrén inter-
no. Este trabajo constituye ¢l primer
reporte de extracci6bn simultidnea de
cocaina y sus principales metabolitos
con estas columnas, con las cuales se
obtiene un perfil cromatografico muy
uiil para la confirmacion del diagnos-
tico del consumo de COC.
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