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1. INTRODUCCION

A lo largo de la historia el hombre se ha preocupado de descubrir, adquirir y utilizar
sustancias, primero naturales y luego sintéticas, capaces de influir en el estado de
animo, la percepcién y el comportamiento. Las mas antiguas de estas sustancias son el
opio, que se extrae de la adormidera (Papaver somniferum), la cocaina de la hoja del
arbusto de coca (Erythroxylum coca) y los productos de la Cannabis (Cannabis sativa).
El uso indebido de tales sustancias, entrafia graves peligros para el individuo. Por
ejemplo, una persona adicta a opidceos y barbituricos, no sélo corre el riesgo de
intoxicacidon crénica, sino también el de morir de una sobredosis. El uso indebido de
estimulantes, como las anfetaminas o la cocaina, puede causar una pérdida del apetito y
provocar cambios radicales en el comportamiento. La RepuUblica Mexicana ha firmado
una serie de acuerdos internacionales que le obligan a prohibir todas las sustancias que
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) considere objeto de control internacional. En
la Ley General de Salud se indica que la Secretaria de Salud elabora un programa
nacional contra la farmacodependencia y lo ejecuta en coordinacion con dependencias y

entidades del sector salud y con los gobiernos de las entidades federativas.*

A pesar de las diversas acciones tomadas por el Gobierno Federal, en cuanto a la
en la sociedad. Por lo tanto, los laboratorios especializados en el ambito legal, requieren
realizar una investigacion toxicoldgica en los casos en que se sospeche de la
intoxicacion con cierto tipo de droga. Esta investigacion comprende el conjunto de
métodos analiticos que tienen por objeto el aislamiento, identificacion y determinacion
cuantitativa de los tdxicos, tanto en la persona viva como en el cadaver, con el fin de
permitir el diagndstico y esclarecimiento de los hechos. Desde el punto de vista
puramente analitico, la investigacion toxicoldgica es la misma en las distintas ramas de
la Toxicologia (clinica, forense, industrial, ambiental y alimentaria). Basicamente, las
técnicas utilizadas son muy semejantes; no obstante, el analisis toxicoldgico médico-
legal tienen algunas peculiaridades: (1) debe ser capaz de detectar cualquier sustancias

quimica (exdgeno) presente en el material bioldgico, una vez que se ha reunido toda la
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informacién del caso, con los datos del médico, familiares y allegados, y se ha realizado
un minucioso estudio del lugar de los hechos; que permitird solicitar un analisis
toxicoldgico lo mas especifico posible; (2) la ejecucion del andlisis toxicoldgico involucra
un proceso sistematico, partiendo de métodos sensibles pero no necesariamente
especificos para detectar gran numero de sustancias, mediante pruebas cominmente
denominadas presuntivas u orientadoras; hasta emplear métodos mas especificos para
confirmar la presencia de dichas sustancias. La necesidad de un resultado cuantitativo,
preciso y exacto es lo que caracteriza a los analisis en toxicologia forense y (3) por
ultimo, la interpretacion de los resultados requiere tener en cuenta, todas las
circunstancias implicadas en el caso, que de alguna forma intervienen en la

investigacién médico-legal.?

El propdsito del presente proyecto, es realizar una investigacion documental, para
proponer un método analitico en la determinacién y cuantificacion del principal
metabolito de la dietilamida del acido lisérgico (LSD), el 2-oxo-3-hidroxi-LSD (O-H-LSD),
en muestras de orina por cromatografia de liquidos de alta eficiencia acoplado a

espectrometria de masas (CLAE-EM).



1. ANTECEDENTES

1.1. Definicion de droga.

voluntariamente en el organismo de un sujeto, posee la propiedad de modificar las

condiciones fisicas o quimicas de éste.?

1.2. El descubrimiento de las drogas.

algunos de ellos), se ignoraban sus efectos o repercusiones a mediano y a largo plazo; las
siguientes investigaciones, junto con el tiempo, permitieron restringir y explicar sus efectos
negativos o positivos, segun sea el caso. El uso y abuso de las drogas va ligada a la historia
del hombre mismo. Los egipcios, griegos, mayas, incas y otros pueblos las han utilizado con
fines religiosos, misticos, y para predecir el futuro; dichas culturas han tenido sus propias
leyes; valiéndose de las plantas, fueron usuarios de las drogas para reafirmar sus valores
culturales. En cambio las sociedades modernas hacen uso de ellas muchas veces como una

forma de rebelidn, como una bulsqueda de placer o como un escape de la realidad.>™*

1.3. Farmacodependencia.

El termino farmacodependencia, cuyo uso fue recomendado por la OMS en 1965, se refiere a
la necesidad de recibir en forma periddica o continua un agente quimico denominado droga.
Cuando se tiene un deseo compulsivo por ingerir la droga para experimentar sus efectos
fisicos o evitar estados desagradables de no hacerlo, se habla de dependencia quimica.
Cuando los componentes que impulsan al consumo de una droga determinada son
puramente emocionales o psicolégicos se habla de dependencia psicoldgica. Algunos de estos
agentes quimicos producen ademds dependencia fisica, es decir una droga o su metabolito se
ha convertido en necesaria para el funcionamiento normal del organismo. Usualmente la
dependencia quimica abarca, la dependencia psicoldgica y fisica. Otro término de importancia

es tolerancia; que ocurre cuando el organismo se adapta a una determinada cantidad (dosis)

1
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de droga y se da una reaccion menor del organismo, lo que ocasiona que una persona
necesite dosis mayores del farmaco é droga con la finalidad de que obtenga el mismo efecto

inicial.**

1.4. Aspectos generales de la Legislacion Mexicana en materia de drogas.

En México, el consumo de drogas no esta prohibido y las personas que sean sorprendidas
consumiendo o portando cualquier sustancia prohibida cuya cantidad se considere como de
estricto consumo personal, no pueden ser sujetas a ningun proceso judicial. Lo contrario es
una violacién de lo establecido por la legislaciéon penal mexicana en materia de delitos contra

la salud.”

La Republica Mexicana ha firmado una serie de acuerdos internacionales que le obligan a
prohibir todas las sustancias que la OMS considere objeto de control internacional, no
obstante, no existe una sola ley dentro del territorio nacional que castigue el consumo de
sustancias ilegales; por el contrario, el Articulo 195 del Cddigo Penal sefala que: "No se
procedera en contra de quien, no siendo farmacodependiente se le encuentre en posesion de
alguno de los narcéticos sefalados en el articulo 193, por una sola vez y en cantidad tal que

pueda presumirse que esta destinada a su consumo personal".’

Por su parte el Articulo 199 del mismo codigo establece: "Al farmacodependiente que posea
para su estricto consumo personal algin narcético de los sefialados en el articulo 193 no se le
aplicara pena alguna". Asi pues, tanto farmacodependientes como no farmacodependientes
estan protegidos por la ley en cuanto al consumo y a la posesion de pequefias cantidades. La
posesién de cantidades mayores a las que se explicitan en las tablas anexas al Cédigo Penal
se castiga con diversas penas puesto que eso cae ya dentro del delito tipificado como trafico
de narcéticos (para la legislacion mexicana, un narcético no es sélo una sustancia que

deprima el sistema nervioso central, sino cualquier sustancia prohibida).’



Ademas del trafico de drogas lo que se castiga en nuestro pais es la produccion, (esto es, la
manufactura, fabricacién, elaboracion, preparacién o acondicionamiento de algin narcético),
el transporte, el trafico, el suministro gratuito, la prescripcion y el comercio (esto es, vender,
comprar, adquirir o enajenar algun narcético). También se imponen penas a quienes aporten
recursos o colaboren financieramente en los delitos anteriores, a quienes siembren o
permitan que se siembre en terrenos de su posesion alguna planta cuyo alcaloide esté
prohibido y realicen actos de publicidad o propaganda para favorecer el consumo de

narcéticos.’

De acuerdo a los principios del derecho penal liberal, la penalizaciéon de una conducta
requiere que ésta afecte o ponga en grave riesgo un bien juridicamente protegido tal como la
vida, el patrimonio, la integridad fisica o la seguridad nacional. En el caso de las drogas no
queda muy claro cual es el bien juridicamente protegido. En un primer momento se les
consider6 delitos contra la salud, sin embargo, no esta definido cdmo es que los elementos
que configuran el tipo penal del trafico de drogas efectivamente ponen en peligro el bien

juridico en cuestion.’

1.5. Drogas de las que se abusa comiinmente.

No todas las drogas son adictivas fisicamente. La mayoria, sin embargo, puede causar
adiccion psicoldgica, que es cuando una persona siente que necesita esa droga para poder
seguir con su vida cotidiana. Las drogas de las que se abusa con mayor frecuencia se

encuentran en las siguientes categorias:®”

1. Drogas legales.

o Alcohol.
o Tabaco.
o Esteroides.

o Cafeina.



2. Drogas ilegales.

o Marihuana (Cannabis; también llamada porro, dope, fumo, grass, hierba, Maria, pot,
hashish, hash)

o Estimulantes (como cocaina, crack, anfetaminas; también llamados piedras, coca, blanca,
merca, pala, nevados)

o Depresivos (como los barbitiricos y sedantes; también llamados downers, ludes,
somniferos)

o Narcéticos/Opiaceos (como la heroina, opio, morfina; también llamados junk, smack)

o Alucindgenos (como la dietilamida del acido lisérgico (LSD), la mescalina y psilocibina)

o Inhalantes (como el pegamento, los disolventes, gases de aerosoles, fluidos correctores y

rebajadores de pintura).

1.6. Alucindégenos.

Como su nombre lo indica, los alucindgenos son sustancias que son capaces de alterar la
percepcion de la realidad. Tradicionalmente los alucindgenos se han dividido en dos grupos:
fenilalquilaminas (tales como la mezcalina) y las indolalquilaminas (tales como psilocibina y
LSD). La mayor parte de ellos son de origen vegetal, pero desde hace unos 30 afios se
producen en los paises industrializados de manera sintética e incrementando en ndmero. El
término "alucindgenos" es empleado frecuentemente en periddicos y otros medios de
comunicacién para referirse en general a las sustancias psicoactivas. Este uso es inadecuado,
pues aun cuando muchas sustancias pueden producir alucinaciones (los inhalables, las
anfetaminas, la cocaina, el alcohol) este es un efecto secundario, resultante generalmente de
intoxicaciones crdnicas o severas, no es su efecto principal. Los alucinégenos de uso mas

frecuente son por lo general la mezcalina, psilocibina y LSD.5 8

Los alucinégenos, por lo general, no producen dependencia. El peligro de estas sustancias se
encuentra relacionado con el desencadenamiento de fendmenos de percepcion que pueden
inducir panico o conductas imprevisibles y con la posibilidad de aparicion de trastornos
durables en personas que tienen una predisposicion o una historia de problemas

psiquiatricos. La mezcla con otras sustancias también puede dar lugar a la aparicién de
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complicaciones dificiles de predecir. La utilidad de los alucindgenos es reducida, aun cuando
algunos psiquiatras han propuesto a lo largo de los afios que pueden facilitar el "entrar en
contacto con uno mismo". Hasta el momento actual tales experiencias han sido un fracaso y
pueden ser bastante riesgosas para los pacientes. En la mayoria de los paises su uso es

ilegal 18

1.6.1. Dietilamida del acido lisérgico (LSD).

El acido lisérgico, es un alcaloide que se encuentra de forma natural en el cornezuelo, un
hongo que se halla en los granos, principalmente de la especie Claviceps purpurea, que crece
en el centeno, la cebada y el trigo. La dietilamida del acido lisérgico (LSD) es una
indolalquilamina perteneciente a la familia de los alcaloides y fue sintetizada en 1937 por
Albert Hofmann en los laboratorios Sandoz, a partir del acido lisérgico y dietilamida (Figura.
1). El LSD, con formula quimica CyoH2sNsO y peso molecular de 323.44 g/mol, es un aceite
insipido, incoloro e inodoro; puede ser cristalizado a partir de benceno, el cual es un cristal
blanco con punto de fusion de 80 a 85 °C. Ilicitamente esta disponible como polvo, en
tabletas, en capsulas de gelatina dura o impregnado en cubos de azlcar, papel absorbente o
estampillas. Clandestinamente los laboratorios pueden manufacturar tabletas, que son
usualmente pequefias y coloreadas. Es muy frecuente referirse a ellas por su color, tal como

sol anaranjado, neblina plrpura y micropuntos amarillos.®8

Figura 1. Estructura de la dietilamida del acido lisérgico.



Tedricamente, son posibles cuatro estereoisémeros de la molécula de LSD a partir de dos -~

atomos de carbono asimétricos (C-5 y C-8). Muchos de los alcaloides del cornezuelo son

isdmeros en el C-8. Por lo tanto, solo dos compuestos, acido lisérgico y acido /so-lisérgico,
son formados de la hidrdlisis de los alcaloides del cornezuelo. En el acido lisérgico, el atomo
de hidrogeno del C-5 y el grupo amida del C-8 estan en configuracion cis y en el acido /so-

lisérgico estos dos grupos funcionales se encuentran en posicion frans (Figura 2). Si estos

isdmeros no son separados antes de la preparacién de LSD, tanto LSD y /iso-LSD se forman.®
18

cis LSD trans LSD

Figura 2. Estructura quimica de los isomeros del LSD.

El LSD es una droga psicoactiva de accion central; el isomero dextro es farmacoldgicamente
activo, mientras que el isdmero levo es aparentemente inactivo. Es aproximadamente de 100-
150 mas potente que la psilocibina y 4500-9200 mas potente que la mezcalina. Algunos
alcaloides del cornezuelo de centeno son antagonistas competitivos de la serotonina. Se ha
sugerido la posible implicacién de la serotonina en la esquizofrenia y otras psicosis. Muchos
farmacos psicotomiméticos contienen en su estructura el ndcleo indol o incluso la estructura
completa de la serotonina y actian sobre receptores o interfieren en el metabolismo de la
serotonina y pueden inducir o atenuar estados de psicosis y han mostrado actividad
antipsicdtica, antiagresiva, ansiolitica y alucinogénica (Figura 3). Los derivados del acido
lisérgico, como la dietilamida del acido lisérgico y su accion sobre los receptores de la
serotonina son complejos, ya que se comporta como agonista parcial y, por tanto,
antagonista en algunos musculos lisos, mientras que en las sinapsis centrales actia como

potente agonista.®®
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Figura 3. Estructura quimica de la serotonina.

EL LSD puede ser administrado por via oral, nasal o por inyeccion. Sin embargo, la ruta oral
es la mas comun. La absorcidn es rapida y completa con esta ruta de administracion. Si el
estdmago contiene alimentos la absorcion es mas lenta. Los efectos se observan dentro de
los primeros 5-10 min, con evidentes psicosis después de los 15-20 min. Los efectos maximos
se han reportado a los 30-90 min después de una dosis, con efectos de decline después de 4-
6 h. La unién a proteinas plasmaticas del LSD es mayor al 80 %. Como la droga penetra el
sistema nervioso central, esta se concentra en areas del cerebro relacionadas con la visién y
encuentra en el higado, bazo y pulmén. El volumen de distribucion sea reportado de 0.28

L/kg. En un modelo de dos compartimientos el LSD se ha descrito con una vida media de 3
h.8-18

El metabolismo y la eliminacion del LSD en humanos no esta por completo investigado. Los
estudios han demostrado la existencia de por lo menos cinco metabolitos principales. Estos
incluyen a nor-desmetil-LSD (r0r-LSD), 2-ox0-LSD, 2-oxo-3-hidroxi-LSD (O-H-LSD), 13-
hidroxi-LSD-glucurénico y 14-hidroxi-LSD-glucurénico (Figura 4). Los resultados recientes
sugieren que el 2-oxo-LSD es un simple intermediario en la formacién del O-H-LSD, uno de
los metabolitos que se encuentran en mayor concentraciéon en orina. Klette LK. y col. *°
investigaron el metabolismo del LSD a O-H-LSD mediante la incubacién de LSD con

el O-H-LSD es el principal metabolito de la biotransformacién del LSD y sus concentraciones

se incrementan de manera dependiente con el tiempo y este puede ser determinado en orina
a concentraciones de 16 a 46 veces mayores que el mismo LSD. Ademas, demostraron que el
O-H-LSD no se genera durante la extraccion de la muestra, proceso analitico o debido a la
degradacion del LSD y proponen la formacién del O-H-LSD, por otro metabolito intermedio

aun no reportado, tentativamente identificado como dihidroxi-LSD, por dos vias metabdlicas

7
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que ellos mismos presentaron y plantearon los vias de fragmentacion de la molécula en su
determinacién por espectrometria de masas. Sin embargo no se demostré concluyentemente

con este estudio que el O-H-LSD sea el Gnico metabolito del LSD que se forma in vivo.

O-glucurénico

O-glucurdnice

NH

CHg H CHj
13-hidroxi-LSD glucurénico nor-LSD 14-hidroxi-LSD glucurénico

CHj o CHs o}
2-0x0-LSD 2-0x0-3-hidroxi-LSD

Figura 4. Principales metabolitos del LSD en humanos.

En 1950 el LSD fue usado en medicina como un auxiliar en el tratamiento del alcoholismo,
adiccion a opiddes, psiconeurosis y desordenes sexuales. En cualquier caso su uso
terapéutico se abandond tras la prohibicion internacional de esta sustancia, puesto que fue
incluida en la Lista I de Sustancias Controladas de la Ley General de Salud, donde se supone
que estan las drogas sin utilidades terapéuticas, lo cual impide incluso las investigaciones al
respecto. En el excepcional caso de la LSD sus dosis se miden en microgramos (ug) y de
todas las drogas ilicitas es la menos adulterada; dado a sus caracteristicos efectos y la
singularidad de su potencia. Actualmente existen dos tipos de dosificaciones en el mercado
negro, las dosis bajas o "dosis de rave" (tripis o micropuntos) y las dosis altas o "dosis
psicodélicas" (acidos o tickets). Las primeras fluctian entre los 10 y los 15 pg, mientras que

las dosis psicodélicas van de 25 a 50 ug. Las dosis que se venden se encuentran en el rango
8



de 40 a los 120 ug, pero con solo cantidades superiores a los 20 pg son suficientes producir
profundos efectos alucindgenos. Los usuarios de LSD son tipicamente usuarios de otras
drogas, experimentan con etanol, marihuana y anfetaminas. Pero no es comun que este

grupo de usuarios empleen simultdneamente sedantes-hipndticos y opioides.® 8

Los efectos del LSD pueden ser divididos en fisioldgicos y psiquidtricos. Los efectos

fisiolégicos son principalmente la midriasis, lagrimacién, taquicardia\,” piIoereccién,J//{

hiperglicemia y elevacion de la temperatura del cuerpo. El signo de mayor frecuencia y
consistencia de los usuarios de LSD es la dilatacién de la pupila. Después de grandes dosis
salivacién, temblores, nauseas, vomito, hiperactividad e hiperreflexia suelen ocurrir. Las
experiencias psicoldgicas incluyen percepcion alterada, tal como ilusiones y alteracién de los
sonidos e intensificacion de los colores. La falsedad de las ideas sensoriales es la mas notable
y consistente alteracién. Se observan fijos objetos ondulantes y las superficies asumen
profundidad. Puede ocurrir amplificacion de los ruidos de fondo, con un rebosar del
suministro sensorial, tanto que los colores pueden oirse y la musica es palpable. El juicio es
afectado a tal grado que la imagen del cuerpo sufre cambios lo que ocasiona
despersonalizacion. Tipicamente la orientacion se conserva, solo que el juicio suele ser pobre
debido a la paranoia o ideas de persecucion. El patron de comportamiento después de usar
LSD es dificil de predecir puesto que depende del ambiente, expectativa y el estrés emocional

en adicion a la dosis y si los individuos tiendan a estar quietos, pasivos y concentrados.®*®

Otro efecto psiquiatrico incluye el llamado “flashbacks” (la recurrencia de los efectos de la
droga sin el uso de la misma), reacciones psicoticas agudas y comportamiento traumatico.
Las experiencias con “flashbacks” incluyen alteraciones visuales, distorsion del tiempo y
cambios en la imagen del cuerpo después de un periodo de abstinencia. Este efecto puede
ser precipitado por estrés emocional y fisioldgico y ocurre en aproximadamente el 15 % de
los usuarios que la consumieron por varios afos. Sin embargo, la etiologia del efecto
“flashbacks” es desconocida. ®® Las recurrencias espontaneas de las experiencias con LSD,
dias o semanas después de haber ingerido la droga, han sido descritas anteriormente por

Sandison, Spencer & Whitelaw (1954), por Eles, Eles & Mayer-Gross (1955) y por Cooper
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(1955), en los afios en que el LSD se empleo en psiquiatria.'®%° Las personas raramente se
presentan en el hospital con intoxicaciones por LSD, pero puede ocurrir. Estos usualmente
acuden como resultado de un "mal viaje", reacciones de panico, alucinaciones, agresiones o
después de accidentes como resultado de cambios en el comportamiento del individuo
inducidos por la droga. En casos raros por inhalacion a resultado en coma, sangrado y severa

pirexia, aunque todos los pacientes se recuperan completamente.®®

1.7. Cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE).

La CLAE es una técnica de separacion que se fundamenta en la interacciéon de un soluto con
una fase estacionaria (liquida o sdlida) y una fase movil liquida. Cuando dos solutos se
introducen en una columna estos eluyen a través de la columna por la adicion continda de
nueva fase mavil. En la columna los solutos se distribuyen entre las dos fases mediante
interacciones repetidas, cuando ambas fases se han escogido de forma apropiada los
componentes de la muestra se separan gradualmente en bandas en la fase mdvil y al final del
proceso los componentes separados emergen de la columna, consiguiendo asi ser
detectados. El detector que responde a la presencia de los solutos proporciona una sefal en
funcion del tiempo y se obtienen una serie de picos que se representan en un grafico
denominado cromatograma (Figura 5), él cual es Util tanto para el analisis cualitativo como
cuantitativo. Del cromatograma presentado se puede introducir las definiciones de algunos

términos importantes para la cromatografia en columna como son:

|
&> / \ / \
u() )f\ J‘JII o o \'\..
Wb1 WbZ
Figura 5. Cromatograma tipico en CLAE.

v
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Linea base. Es la porcién del cromatograma donde sélo se aprecia la elusion de la fase

movil, sin sefial debida al analito.

Tiempo de retencion (t:). Tiempo que un soluto permanece en la columna, se mide
desde el momento de la inyeccidn hasta la elusion del pico maximo y es caracteristico
del soluto para condiciones de operacion constantes, auxiliar en la identificacion de

solutos.

Tiempo muerto (to). El tiempo requerido para eluir un soluto que no se retiene en la

fase estacionaria y representa el espacio vacio de la columna.

Tiempo de retencion ajustado (t';). Mide el tiempo que el componente permanece en la

fase estacionaria.

th=t -t

Velocidad lineal (u). Como la velocidad a la cual la fase movil se desplaza a través de
la columna no es solo funcion del caudal sino también de la seccién interna de la
misma, la comparacion de métodos que emplean columnas de diferente didmetro
interno hace preferible la expresién de la velocidad lineal en lugar del caudal. Si “L” es
la longitud de la columna expresada en cm y t; es el tiempo muerte medido en

segundos, la velocidad lineal en cm/s puede calcularse como.

Ancho a la base (Wp). Es la porcién de la linea base interceptada por las tangentes al
pico y para un pico gaussiano es igual a cuatro, tradicionalmente usado en el calculo

de la eficiencia del sistema.

Ancho a la mitad de la altura (Wy,). Una medida mas reproducible, adecuada para

evaluar manualmente la eficiencia del sistema (platos tedricos).
11



Numero de platos teoricos (N). Cada plato tedrico representa un equilibrio tedrico de
distribucién del soluto entre las fases. El numero total de platos tedricos representa el
poder de separacion o eficacia de una columna; por consiguiente, una buena columna

tienen un numero alto de platos tedricos y se calcula de la siguiente manera:

t\ t\?

N=16
W

Constante de distribucion, razon de distribucion o coeficiente de distribucion (K).
Cuando un soluto entra al sistema cromatografico inmediatamente se distribuye entre
la fase mavil y estacionaria. La concentracion en cada fase esta dada por el coeficiente

termodinamico de distribucion:

K=Cs/cm

donde C; y Cy, son las concentraciones molar de soluto en la fase estacionaria y movil,
respectivamente. Cuando K = 1, el soluto se encuentra igualmente distribuido entre las
dos fases. El coeficiente de distribucién determina la velocidad promedio de cada zona
de soluto, mas especificamente, del centro de la zona de soluto conforme la fase movil

avanza a lo largo de la columna.

Factor de capacidad (k). El factor de capacidad es un parametro importante que con
frecuencia se utiliza para describir las velocidades de migracidon de los analitos en las

columnas. Para una especie A, el factor de capacidad k' se define como:

- tr -to

K'a .

Cuando el factor de capacidad para una especie es mucho menor que la unidad, la

elucién tiene lugar tan rapidamente que es dificil determinar con exactitud los tiempos
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de retencién. Cuando el factor de capacidad es del orden de 20 a 30 o tal vez mayor,
los tiempos de retencion son demasiado largos. Idealmente, las separaciones se
realizan en unas condiciones en las que los factores de capacidad para las especies de

una mezcla oscilan entre 1 y 5.

Factor de selectividad (o). El factor de selectividad de una columna define la habilidad
del sistema para separar dos especies, por ejemplo A y B; y se puede calcular por la

siguiente formula:

_Ks _ kB _t—tg
o= =0 =
Ka = Ka ta—to
Si no existe separacion, o es igual a la unidad y su valor aumenta cuando aumenta la
separacion. A diferencia de k’, no depende de la fuerza de elusion, sino de la afinidad

del soluto respecto de la fase mdvil y de la columna.

Resolucion (R). La resolucion de una columna constituye una medida cuantitativa de

su capacidad para separar dos analitos. La resolucion de una columna se define como:

- 2 I:tr2-tr1:I
R= W, + W,

Con una resolucion de 1.5 se logra una separacion esencialmente completa de dos
componentes, mientras que con una resolucion de 0.75 no se separan
satisfactoriamente. Con una resolucion de 1.0 el solapamiento de los picos es de
aproximadamente un 4.0 % y con una resolucion de 1.5 el solapamiento es del orden
de un 0.3 %. Para una fase estacionaria dada, la resolucion puede mejorarse
alargando la columna, aumentando asi el nimero de platos tedricos. Sin embargo, una
consecuencia adversa del aumento del nimero de platos es un aumento del tiempo
necesario para la separacion. La resolucion alcanzada en un sistema es proporcional al

producto de la selectividad, la eficiencia y la capacidad del sistema, que son los tres
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parametros mas importantes de control en una columna cromatogréfica, siendo la

expresion matematica para la resolucion la siguiente:

Es incuestionable que la CLAE es la técnica de separacion mas ampliamente utilizada por
varias razones importantes como son su sensibilidad, su adaptacion a las determinaciones
cuantitativas, su aplicacion a la separacion de compuestos no volatiles o termolabiles y, sobre
todo, a su aplicacién en compuestos que son de primordial interés en la industria, para la
ciencia y la sociedad en general. La naturaleza tan diversa de las fases estacionarias y
mdviles que se pueden emplear llevan consigo una gran versatilidad en los mecanismos de

separacion y los mas usados en la practica son los siguientes, 212>

ampliamente utilizado. La cromatografia de reparto se puede dividir en cromatografia /iguido-
liguido y cromatografia con fases unidas quimicamente. La diferencia entre estas técnicas
radica en la forma como se une la fase estacionaria sobre las particulas de soporte del
relleno. En /liguido-iguido, la fase estacionaria liquida se retiene sobre la superficie del
soporte por adsorcion. En fase unida quimicamente, la fase estacionaria se une quimicamente
a la superficie del soporte. Los soportes para casi todos los rellenos con fases unidas
quimicamente se preparan con silice rigida o composiciones constituidas basicamente por
silice. Estos solidos estan formados por particulas mecanicamente resistentes, porosas y
uniformes, con diametros de 3, 5 o 10 um. La superficie de la silice totalmente hidrolizada

esta constituida por grupos silanoles (SiOH) quimicamente reactivos (Figura 6). 212>8

0 . o . )
7 NsT s

0]
o]
S‘I

Figura 6. Superficie de Silice rigida con grupos SiOH reactivos.

14

- Comentario [GR9]: Ley de

reparto, relacion de equilibrio
definida entre las concentraciones
de un soluto disuelto en un sistema
formado por dos fases liquidas no
miscibles.

Cuando se agita un soluto con dos
didisolventes inmiscibles, el soluto
se disuelve en ambos de tal forma
que la relacion entre las
concentraciones en cada uno es
una cantidad constante que no
depende de la cantidad de soluto.




Los recubrimientos de fase enlazada mas utilizados son los siloxanos, que se forman por

reaccion de la superficie hidrolizada con un organoclorosilano. Por ejemplo,

s CH,

Si OH + CI Si—R —> Si o Si R
N \ N

CHg CHs

donde R es un grupo alquilo o un grupo alquilo sustituido. El recubrimiento de la superficie
por sililacién se limita a 4 umol/m? o menos a causa de los efectos estéricos. Los grupos SiOH
que no han reaccionado, imparten una polaridad indeseable a la superficie, lo que origina
picos con cola. Para reducir este efecto, los rellenos de siloxano muchas veces se desactivan
por reaccion con clorotrimetilsilano, el cual, debido a su pequefio tamafo, puede unirse

quimicamente a los grupos SiOH que no habian reaccionado. 21%>°8

En relacién con las polaridades relativas de las fases movil y estacionaria, se distinguen dos
tipos de de cromatografia de reparto. Inicialmente, la cromatografia de liquidos utilizaba
fases estacionarias de elevada polaridad tales como el agua o el trietilenglicol colocadas sobre
particulas de silice o alimina. Por razones histéricas, a este tipo de cromatografia se le
conoce como cromatografia en fase normal. En la cromatografia de fase inversa, la fase
estacionaria es no polar, con frecuencia se trata de un hidrocarburo y la fase mdvil es
relativamente polar (como el agua, el metanol y acetonitrilo). En cromatografia en fase
normal, el componente menos polar se eluye primero. En contraste, en los métodos en fase
inversa, los componentes mas polares aparecen primero. Los rellenos de fase enlazada se
clasifican como de fase inversa cuando el recubrimiento unido quimicamente tiene un
caracter no polar. Por lo general, el grupo R del siloxano en estos recubrimientos es una
cadena Cg (roctilo) o una cadena Cis (r-octadecilo). En estas preparaciones, los grupos de
hidrocarburo de cadena larga se alinean el uno junto al otro y en perpendicular a la superficie
de la particula, dando una estructura semejante a una brocha o a un cepillo. Las moléculas
de la fase mdvil compiten entonces con las del analito por una posicion en la superficie
organica. Sin considerar detalladamente el mecanismo de separacion, un recubrimiento

enlazado se puede considerar como si fuera un liquido convencional retenido fisicamente. 2%
25,58
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En la mayoria de las aplicaciones de la cromatografia de fase inversa, la elusion se lleva
acabo con una fase movil de levada polaridad como es el caso de una solucién acuosa
conteniendo concentraciones diversas de disolventes como metanol, acetonitrilo o
tetrahidrofurano. Se ha de procurar que el pH sea menor de aproximadamente 7.5 porque si
no se disuelve la silice de base de las columnas, y a un pH menor de 2 se hidroliza la unién
entre la silice y la fase enlazada. Con rellenos de fase enlazada en fase normal, R en la
estructura del siloxano es un grupo funcional polar como es el caso de los grupos ciano (-
C,H4CN), diol (-CsHgOCH,CHOHCH,0H), amino (-CsHgNHs) y los dimetilamino [-CsHgN(CHs)2].
Las polaridades de estos materiales de relleno varian en un gran intervalo, siendo el tipo
ciano el menos polar y el grupo amino el mas polar. Con los rellenos de fase normal, la
elusion se realiza con disolventes relativamente no polares, tales como el etiléter, el

cloroformo y el n-hexano. 228

La cromatografia de pares ionicos (0 de formacion de pares de jones) es un tipo de
cromatografia de reparto en fase inversa que se utiliza para la separaciéon y determinacion de
disolucién acuosa amortiguada que contiene un disolvente organico como metanol o
acetonitrilo, y un compuesto idnico que aporta un contraion de carga opuesta al analito. Un
contraion es un ion que se combina con el ion analito para formar una pareja de iones, que
es una especie neutra que es retenida por el relleno de fase inversa. La elusion de los pares
idnicos se consigue mediante una disolucion acuosa de metanol o de otro disolvente organico

soluble en agua. 21">>°8

La importancia que tiene la diferenciacion de isdmeros optimamente activos (enantiomeros)
desencadeno a mediados de los afos sesenta, un interés creciente por el desarrollo de
procedimientos que permitieran su separacion. La separacion de enantidmeros mediante
cromatografia de liquidos puede abordarse desde diferentes modos. El procedimiento
tradicional para la separacion de enantiomeros es su transformacion en diasteroisémeros, que

posteriormente pueden separarse por CLAE, generalmente en fase inversa, sin el empleo de
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con el consiguiente riesgo de reacciones secundarias, y requiere la disponibilidad de reactivos
quirales de pureza controlada. Ademas, el proceso es largo y laborioso y, en muestras con
bajo contenido en enantiémeros, es dificil lograr un rendimiento cuantitativo. Estos
inconvenientes se evitan con la separacion directa de los enantiomeros, que pueden
realizarse mediante fases estacionarias quirales o anadiendo aditivos quirales en la fase
movil. Actualmente las fases estacionarias quirales estan constituidas por recubrimientos
sobre soportes de gel de silice. El recubrimiento por lo general consiste en un material
polimérico al cual se le ha unido un isdmero Optimamente activo. La separacion con fases
estacionarias quirales puede realizarse por union iénica o covalente del reactivo quiral al

material de relleno de la columna. 212>>8

La cromatografia de adsorcion o liguido-solido se basa en la distinta magnitud de las
interacciones de los componentes de la mezcla con la superficie activa de la fase estacionaria.
Las Unicas fases estacionarias que se utilizan en este tipo de cromatografia son la silice y la
alimina, siendo la primera la que se prefiere para casi todas las aplicaciones debido a su
capacidad de carga y a su diversidad de presentaciones. La cromatografia de adsorcion es
mas adecuada para compuestos no polares probablemente con masas moleculares inferiores
a 5000. En general, es mas adecuada para muestras que son solubles en disolventes no

polares, 212558

La cromatografia ionica esta relacionada con los métodos modernos y eficaces para la
separacion y determinacion de iones que se basan en el uso de las resinas de intercambio
ionico. Los procesos de intercambio idnico se basan en los equilibrios de intercambio entre los
iones de una disolucion y los iones del mismo signo que estan en la superficie de un sélido de
elevada masa molecular y esencialmente insoluble. Los puntos activos en las resinas de
intercambio catidnico son los grupos de acido sulfénico —SOsH*, un acido fuerte, y los grupos
de acido carboxilico —COO'H*, un &cido débil. Los intercambiadores anidnicos contienen
grupos de amina cuaternaria —-N(CHs);"OH™ o grupos de amina primaria -NH3;"OH"; el primero

es de base fuerte y el ultimo de base débil. 21258
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Histdricamente, en cromatografia de intercambio idnico se han empleado pequefias particulas
emulsionados. La presencia de divinilbenceno (normalmente ~8 %) origina una
polimerizaciéon entrecruzada que imparte estabilidad mecanica a las bolitas. Con objeto de
activar el polimero frente a los iones, a la estructura se le unen quimicamente grupos
funcionales acidos o basicos; y los grupos mas comunes son el acido sulfénico y las aminas
cuaternarias, respectivamente. Las particulas poliméricas porosas no resultan de todo
adecuadas como rellenos cromatograficos debido a la baja velocidad de difusion de las
moléculas de los analitos a través de los microporos de la matriz polimérica, y también debido
a la compresibilidad de la matriz. Para resolver este problema se emplea un relleno de
particula pelicular en el que la superficie relativamente grande (de 30 a 40 um) de una
particula, esférica y no porosa, de vidrio o polimerica se recubre con una resina sintética de
intercambio idnico o un segundo tipo de relleno se prepara recubriendo microparticulas
porosas de silice, tal como las que se usan en la cromatografia de adsorcién, con una

pequefia particula del intercambiador. 2'->8

La cromatografia de exclusion por tamarios, que también se ha denominado cromatografia en
geles permeables o de filtracion en geles, es una técnica muy valiosa que se aplica
particularmente a especies de alto peso molecular. Los rellenos para la cromatografia de
exclusion por tamafios estan constituidos por pequefias particulas (~10 um) poliméricas o de
silice que contienen una red uniforme de poros en los que pueden difundir las moléculas del
soluto y del disolvente. En los poros las moléculas son atrapadas efectivamente y eliminadas
del flujo de la fase mdvil. El tiempo de residencia medio en los poros depende del tamafio
efectivo de las moléculas de los analitos. Las moléculas que son mas grandes que el tamafio
medio de los poros del relleno son excluidas y de esta forma, esencialmente no se retienen vy,
por lo tanto, son las primeras que eluyen. Las moléculas que tienen diametros que son
significativamente menores que los poros, pueden penetrar a través del laberinto de poros y
asi resultan atrapadas durante mas tiempo, éstas son las ultimas en eluir. Entre estos dos
extremos, estan las moléculas de tamano intermedio cuya penetracion media en los poros
depende de sus diametros. En las separaciones por exclusion por tamanos difieren de los

otros procedimientos, en que no implican una interaccion quimica o fisica entre los analitos y
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la fase estacionaria. De hecho, se procura evitar este tipo de interacciones dado que originan

una mala eficiencia de la columna. 21%>>8

En cromatografia de exclusion por tamanos se encuentran dos tipos de rellenos —particulas
poliméricas y particulas de silice- con diametros de particula que oscilan de 5 a 10 um. Los
rellenos con particulas de silice tienen la ventaja de una gran rigidez, lo que facilita el
empaquetamiento; una mayor estabilidad, lo que permite el uso de una gran variedad de
disolventes incluyendo el agua; una equilibracion mas rapida al cambiar de disolvente; y una
buena estabilidad a elevadas temperaturas. Sus inconvenientes implican la tendencia a
retener solutos por adsorcidn. Las particulas poliméricas que se utilizan implican copolimeros
de estireno-divinilbenceno entrecruzados y el tamafio de poro en estos polimeros se controla
por el grado de entrelazamiento entre las cadenas poliméricas y por tanto con la cantidad
relativa de divinilbenceno presente en la fabricacion. Los geles de estireno-divinilbenceno son
hidrofdbicos y de este modo soélo pueden utilizarse con fases mdviles no acuosas. Sin
embargo, en la actualidad se disponen de geles hidrofilicos, por lo general copolimeros de
estireno-divinilbenceno con grupos sulfénicos o poliacrilamidas, que hacen posible el uso de
disolventes acuosos para la separacion de moléculas grandes solubles en agua como los

azlcares. 212>°8

La cromatografia de afinidad se basa en la interaccion especifica entre una molécula y un
ligando, que es una molécula que se fija a la fase estacionaria para interaccionar con las del
soluto. El mayor auge de la cromatografia de afinidad, desde sus origenes a finales de los
anos 60, ha correspondido a la cromatografia de bioafinidad, en la que las interacciones entre
ligandos y moléculas se basan en reconomientos de tipo bioldgico. La retencién en
cromatografia de bioafinidad se debe a uniones complejas que incluyen distintos tipos de
interacciones no covalentes, como son las fuerzas de Van der Waals, puentes de hidrégeno,
fuerzas hidréfobas, dipolo-dipolo, de transferencia de carga o electroestéticas. La orientacion
espacial adecuada de los grupos a través de los cuales se realiza la interaccién facilita una
elevada combinacién cooperativa de fuerzas, lo que constituye la base de la elevada

selectividad y especificidad del enlace en cromatografia de bioafinidad. Entre los modos mas
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selectivos de cromatografia de bioafinidad se encuentra la cromatografia de inmunoafinidad,
basada en el reconocimiento entre antigenos y anticuerpos. Un antigeno es una sustancia
que introducida en un organismo origina una respuesta inmune, es decir, origina la
produccion de anticuerpos especificos frente a ese antigeno. Esta respuesta altamente
especifica de la naturaleza se ha aprovechado en los métodos inmunoldgicos de analisis para
emplear los anticuerpos como reactivos especificos contra los antigenos. Cuando los
anticuerpos se inmovilizan en un relleno cromatografico en la columna, a través de la cual se
hace pasar la muestra que contiene el antigeno, es decir el analito de interés. Este es
capturado y queda retenido en la columna, mientras que le resto de los componentes de la
muestra que no son reconocidos por el anticuerpo eluyen sin retenerse. La deteccion de los
compuestos retenidos puede realizarse de diferentes formas, siendo la mas usual su elusion

con un agente de desercién para medir la respuesta en el detector del cromatdgrafo. 2128

La CLAE tiene distintas ventajas sobre la cromatografia de gases para el andlisis de
compuestos organicos. En la cromatografia de gases, la fase movil se comporta como un gas
ideal y no contribuye al proceso de separacidn; solo sirve como portador de los componentes
de la muestra a través de la fase estacionaria. Al contrario, el éxito en una separacion por
cromatografia de liquidos depende de la eleccion adecuada de los disolventes a emplear en la
fase movil y el tipo de fase estacionaria, que como se menciono anteriormente, se dispone de
un numero considerable de posibilidades en la opcidén de estas lo que permite una mayor
gama de mecanismos de separacion. Ademas, los compuestos a ser analizados son disueltos
en un liquido organico, y la mayor parte de las separaciones se llevan acabo a temperatura
ambiente y dado que la mayoria de los compuestos organicos son no volatiles o
térmicamente estables, pueden ser separados sin descomposicion o sin la necesidad de
sintetizar derivados volatiles. La mayor parte de los analisis farmacéuticos estan basados en
cromatografia de adsorcion y son completados en un tiempo menor de 30 minutos. El tiempo
de elusion de un compuesto puede ser descrito por el factor de capacidad (k') que depende
de la naturaleza quimica del analito, la composicién y la velocidad de flujo de la fase movil,
ademas de la composicion y el area de la superficie de la fase estacionaria. La longitud de la
columna es determinante de la resolucion. Solo compuestos con diferentes factores de

capacidad pueden ser separados por CLAE, 2028
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1.7.1. Equipo.

Un equipo moderno de CLAE dispone de uno o mas recipientes de vidrio de una capacidad de
500 a 1000 mL para la fase moévil, una bomba que empuja la fase mdvil a través del sistema
a alta presion, un inyector que introduce la muestra a la fase movil, una columna

cromatografica, un detector y un aparato para recolectar los datos, como una computadora o

) 21-25,58

integrador (Figura.7

[

Figura. 7. Equipo de cromatografia de liquidos de alta eficiencia.

1. Sistema de bombeo. Las microparticulas de las columnas, entre 3 y 10 um, desarrollan
una alta resistencia a la presion durante la operacién. Esto acarrea que sea necesario
disponer de ciertos requisitos para el sistema de bombeo empleado en CLAE e incluyen:
(1) la generacién de presiones por arriba de 6000 psi (Ibs/in?), (2) un flujo libre de
pulsaciones, (3) un intervalo de flujo de 0.1 a 10 mL/min., (4) simplicidad de operacion y
reproducibilidad del flujo mejor del 0.5 % relativo y (5) componentes resistentes a la
corrosion (juntas de acero inoxidable o teflon). Se utilizan tres tipos de bombas, cada una
con sus propias ventajas y desventajas: bombas reciprocas (que se utilizan en
aproximadamente el 90 % de los equipos de CLAE), bombas de jeringa o de

desplazamiento y bombas neuméticas o de presidn constante. 2028
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2. Inyectores. A menudo, el factor limitante en la precision de las medidas en cromatografia
de liquidos es la reproducibilidad con que se puede introducir la muestra en la columna. El
problema se agrava por el ensanchamiento de banda que acompana a la sobrecarga de
las columnas. Por ello, los volimenes que se emplean han de ser pequefios de unas pocas
décimas de microlitro y ademas se debe introducir la muestra sin despresurizar el sistema.
Existen dos disefos de inyectores: los de desplazamiento y los de aguja. Ambos pueden
ser incorporados a un sistema de inyeccidbn manual o automatico. Los inyectores de
desplazamiento fuerzan la muestra hasta un loop (un tubo de acero inoxidable de
diametro interno pequefio y de volumen fijo, lo que permite inyectar el mismo volumen de
muestra), pero presentan baja reproducibilidad cuando estan parcialmente llenos. En
consecuencia, es necesario cambiar fisicamente el loop para cambiar los volimenes de
inyeccion. Los inyectores de tipo aguja conducen la muestra a través del loop. Este
mecanismo puede operar con precision con un loop parcialmente lleno y es, por lo tanto,

mas versatil. 2028

3. Columnas. La columna contiene la fase estacionaria necesaria para la separacion deseada.
Estan construidas con una pared gruesa de acero inoxidable, el interior es liso, de
didmetro interno uniforme y el relleno se mantiene con filtros de acero poroso. La mayoria
de las columnas para cromatografia de liquidos tienen una longitud de 100 a 300 mm.,
aunque hay mas cortas o largas. El diametro interno de las columnas es a menudo de 4 a
10 mm y los tamanos de las particulas de los rellenos mas comunes son de 3, 4 y 10 pm.
Tal vez la columna mas utilizada es la de 25 cm de longitud y 4.6 mm de didmetro
interno, y empaquetada con particula de 5 um, las cuales tienen de 40000 a 60000
platos/metro. La columna por lo comin se mantiene a temperatura ambiente y en algunos
sistemas se coloca en un horno cuya temperatura puede regularse. Recientemente, se
han empezado a fabricar columnas de alta resolucion, las cuales tienen menores
dimensiones que las anteriormente descritas. Estas columnas pueden tener diametros
internos que oscilan entre 1 y 4.6 mm y se rellenan con particulas de 3 o 5 um. estas
columnas tienen hasta 100000 platos/metro y presentan la ventaja de rapidez y minimo
consumo de disolvente. En muchas ocasiones, para aumentar la vida de la columna
analitica, se coloca delante una precolumna que elimina la materia en suspension y los

contaminantes de los disolventes. La composicion del relleno de la precolumna debe ser
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semejante al de la columna analitica; sin embargo, el tamano de particula es por lo comun

mayor para minimizar la caida de presion. 2028

Disolventes. En todas las formas de cromatografia, la calidad y la manipulacién de los
disolventes a emplear en la preparacion de la fase mdvil es tan critica como cualquier
parte del sistema cromatografico. A fin de no degradar costosas columnas de CLAE y
minimizar el ruido de fondo en el detector, los disolventes utilizados deben ser muy puros.
La primera rutina que se debe llevar acabo con la fase moévil. antes de introducirlos en el
recipiente, es la filtracién a vacio con filtros de tamafio de poro de 0.22 a 0.45 um para
eliminar los gases y la materia en suspension. El tubo de entrada al depdsito de los
disolventes se protege con un filtro de poro fino el cual retiene particulas de polvo
mayores de 2 a 5 um. Las burbujas que se forman por cambios de presién o por mezclado
de ciertos disolventes interfieren en el funcionamiento adecuado de la columna y del
detector. En consecuencia, de manera sistematica se eliminan los gases de los disolventes
por medio de evacuacién, ebullicién, ultrasonido o purga con helio (el cual es muy
insoluble). Una separacion en que se utiliza un solo disolvente o una mezcla de
disolventes de composicion constante se denomina una elucion isocratica. Con frecuencia,
la eficiencia de la separacidén se aumenta notablemente por una elucion por gradiente. En
este caso una vez que comienza la elusién, se varia la relacion de los disolventes
empleados de forma programada, a veces continuamente y a veces mediante una serie de
etapas escalonadas. Los equipos de CLAE se encuentran equipados con unos dispositivos
que permiten introducir los disolventes desde dos o mas recipientes en una camara de
mezcla a una velocidad que varia continuamente y la relacion de volumen de los

disolventes se puede modificar lineal o exponencialmente con el tiempo. 228

Detectores. El detector ideal debe de ser (1) sensible a bajas concentraciones de cualquier
analito, (2) dar una respuesta lineal (sefial proporcional a la concentracion del analito) en
un amplio intervalo de concentraciones, (3) de buena estabilidad y reproducibilidad, (4)
de baja respuesta a los cambios de temperatura, (4) con un tiempo de respuesta corto y
(5) de alta fiabilidad y de manejo sencillo. Los detectores en cromatografia de liquidos son
de dos tipos basicos. Los detectores basados en una propiedad de /a disolucion, que

responden a una propiedad de la fase mdvil, tal como el indice de refraccion, la constante

23



dieléctrica o la densidad, que se modifican por la presencia del analito. Y los detectores
basados en una propiedad del soluto, que responden a una propiedad del analito, como la
absorbancia ultravioleta, fluorescencia o intensidad de difusion. Los sistemas de deteccion
mas empleados en CLAE son los de absorbancia ultravioleta-visible, arreglo de diodos,
indice de refraccion y electroquimicos, pero existen otros detectores que son capaces de

proporcionar informacion estructural, como por ejemplo el espectrémetro de masa. 2°2>8

1.8. Calculo de la concentracion de analito (estandares de referencia).

La concentracion de analito en la muestra se puede calcular por diferentes métodos, a saber:

Normalizacion interna (estandarizacion interna)

Estandar externo

Estandar interno

Estandar agregado

La seleccion del método mas adecuado depende del tipo de muestra, del nivel de precision

requerido y de la existencia o no de sustancias de referencia.

El método de la normalizacion interna, llamado también estandarizacion interna, consiste en
referir el contenido de analito al total de areas en el cromatograma. Para ello se suman las
areas de todos los picos presentes (exceptuando al pico que corresponde al solvente) y el

contenido de analito en la muestra se calcula con:

P=i100
A

Donde P; es el porcentaje del componente ; en la mezcla, A; es el drea del componente ;, y ZAi
es la sumatoria de todas las areas del cromatograma. Este método tiene, fundamentalmente,
dos ventajas: no requiere estandar de referencia y es muy preciso ya que los errores de

inyeccion y de preparacién de la muestra se compensan. En contrapartida tiene varias
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limitaciones: en primer lugar, para obtener resultados medianamente exactos es necesario
que todos los componentes de la mezcla se separen en el sistema cromatografico elegido, lo
cual no siempre ocurre. Y en segundo lugar se requiere que todos los componentes tengan el
mismo factor de repuesta (f;). Es decir que si trabaja con un detector UV, todas las sustancias
deben tener el mismo valor de absortividad a la longitud de onda elegida. Este caso suele
darse pocas veces y habitualmente con familias de compuestos o sustancias que estan muy
elacionadas. Por este motivo, a pesar de sus ventajas y de su amplia difusién en CG con el

detector de llama, este método practicamente no se utiliza en CLAE. 20258

El método de estdndar externo es, sin lugar a dudas, el método de cuantificacion mas
utilizado en CLAE. Consiste en la preparacion de estandares de concentracion semejante al
analito en la muestra y en el ensayé cromatografico de ambas, muestra y estandar, en las
mismas condiciones operativas. La concentracion de analito se determina comparando el area

del pico en cuestion con el area correspondiente al estandar de referencia. Es decir:
Am CS
P= A D100

Donde P es el porcentaje de analito en la muestra, An y As son las areas de la muestra y el
estandar respectivamente, Cs es la concentracion del estandar y D es un factor de dilucion.
Este método requiere, obviamente, la utilizacién de un estandar de referencia y su exactitud
dependera ampliamente de la calidad del estandar utilizado. La precision de los datos que se
obtienen depende tanto de la preparacion de la muestra y el estandar como de la inyeccion
de ambos, ya que utilizando esta modalidad de trabajo, ninguna de las dos operaciones se
compensa. De hecho, la precision de esta metodologia es muy sensible a los errores de
inyeccion. Por ello, para mejorarla se suelen realizar varias inyecciones, tipicamente tres
inyecciones de estandar y dos inyecciones de cada muestra. Ademas, para evitar la falta de
precision originada en las variaciones ambientales se pueden correr alternativamente

muestras y estandar o intercalar estandares después de un grupo de unas 5 0 6 muestras. °*
25,58
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El método de estdandar interno consiste en agregar cantidades exactamente medidas de
sustancia asi denominada, tanto a la muestra como a un estandar que contiene al analito,
preparado con la misma concentracion que la muestra. Para determinar la concentracién de
analito en la muestra se calcula la relacion de areas de analito a estandar interno tanto en la

muestra y como en el estandar y se efectlia el cociente entre ambas. Es decir:

R_C
P=—T"D100

Donde P es el porcentaje de analito en la muestra, Ry, y Rs son las relaciones de area de
analito a estandar interno tanto en la muestra y el estandar respectivamente, Cs es la
concentracion del estandar y D es un factor de dilucion. Este método requiere de patrones de
referencia, al igual que el método del estandar externo, por lo cual su exactitud dependera de
la pureza de los mismos. Ademas requiere del uso de otra sustancia, el estandar interno,
cuya pureza no tiene que ser tan controlada como la del patron de referencia, pero debe

cumplir con los siguientes requisitos:

¢ No debe estar presente en la muestra

e Debe presentar un area similar al analito

e Debe fluir a un valor de k’ cercano al analito
e Debe resolverse completamente (R>1.5)

e Debe ser estable y quimicamente inerte

e Debe responder de forma semejante al analito con el detector seleccionado

El método del estandar interno no es sensible a los errores de inyeccion debido a que estos
errores se compensan al utilizar relaciones de area, y en algunos casos, pueden compensarse
los errores generados en la preparacion de la muestra cuando se realiza dilucion, extraccion y
derivatizacion. La utilidad del estandar interno para compensar los errores de dilucion es
innegable, a un que en el caso de la derivatizacion y extraccién, los resultados deben
manejarse con cuidado por que es posible empeorar los resultados en lugar de mejorarlos. El

uso de estandar interno para compensar los errores de inyeccion es practicamente obligado
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en CG porque el error de inyeccion es grande, pero tiene menor sentido en CLAE donde éstos

son mucho menores, 20-2>>8

El método del estandar agregado consiste en inyectar dos muestras para realizar un andlisis,
una de ellas es la muestra tal cual y la otra es la muestra a la cual se agrega una cantidad
conocida de estandar de referencia. Esta segunda muestra se utiliza como estandar. La

concentracion del analito en la muestra se calcula de la siguiente manera:

Donde P es el porcentaje de analito en la muestra, A, Yy Ams Son las areas del analito tal cual
y la muestra a la que se le ha agregado estandar respectivamente, C; es la concentracién del
estandar y D es un factor de dilucion. Este método como el del estandar externo, tiene
principalmente dos desventajas: requiere el uso de un estandar de referencia y es sensible s
los errores de inyeccién y preparacion de la muestra. A pesar de que es mucho menos
utilizado resulta el método de eleccion cuando la matriz de la muestra es muy compleja y

lleva a cambios o deformaciones en los picos. 2°2>>8

1.9. Validacion de métodos analiticos.

La validacion de los métodos analiticos aparecid en la quimica analitica desde los afios 50. La
necesidad de evaluar la confiabilidad de un método de cuantificacién para asegurar y
documentar la calidad de la ejecucion analitica, llevé de manera directa al concepto de
validacién de un método analitico. Se entiende por validacién a la evidencia documentada
establecida que proporciona un alto grado de confianza que en un proceso especifico se
obtendrd consistentemente un producto con las especificaciones y atributos de calidad
predeterminados. La validacion implica validar el Sistema de Medicion y el Método de
Medicion, por lo que es necesario definir y diferenciar estos conceptos. El Sistema de
Medicién, también llamada Técnica de Medicion, es el procedimiento donde se asocia la

concentracion de la sustancia de interés a un valor especifico de una propiedad fisica o
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quimica y en los métodos espectrofotométricos es conocida como curva de calibracion. El
Método de Medicidn, consiste en cuantificar la sustancia de interés en un tejido, fluido o
lugar. Se deben utilizar, en el estudio de validacién, materiales de referencia bien

caracterizados con pureza documentada. 1'%

1.9.1. Parametros de validacion de métodos analiticos.

De inicio, proceder a llevar a cabo la calificacion de instalacion del instrumento de medicion,
considerando todos aquellos factores mecanicos, eléctricos y electrénicos que pudieran

afectar el desempefio del instrumento, a saber:>*

e Adecuacion de la instalacion eléctrica.

e Tuberias, conexiones y entradas de servicios.

o Celdas, detectores y potencia de lamparas.

e Estandares de calibraciéon adecuados.

e La adecuabilidad (funcionamiento exacto de los componentes del equipo) se lleva a
cabo de acuerdo con lo consignado en la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos
72 edicion, las guias de validacion FDA o las especificaciones del fabricante del

instrumento.

A. La validacion del sistema de medicion consiste en determinar la linealidad y precision. La
precision del sistema de medicion, es el grado de concordancia entre mediciones analiticas
individuales obtenidas bajo las mismas condiciones de medicién, cuando el procedimiento
se aplica repetidamente a diferentes muestreos de una muestra homogénea de la solucion
patron. Se expresa en términos de desviacion estandar o del coeficiente de variacion (CV).
Para determinar la precision del sistema de medicion, un analista debe preparar de
manera independiente por lo menos seis diluciones a partir de la misma solucién patron,
correspondiste al 100 % de lo establecido en la linealidad del sistema de medicion y medir
su propiedad bajo las mismas condiciones de medicion. En este caso el coeficiente de

variacion debe de ser:
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e Sistema de medicién cromatografico < 2 %.

¢ Sistema de medicidén quimico y espectrofotométrico < 3 %.

e Sistema de medicién microbioldgico < 5 %.

e En muestras bioldgicas (como plasma, orina u otra matriz) < 15 %.
Procedimiento:

Tabular los resultados con base al siguiente formato:

Propiedad medida Porcentaje del metabolito

()

Calcular la suma de la propiedad medida (Zy) y determinar el nimero de mediciones (n).

Zy= n=

Calcular la media aritmética y la desviacion estandar de la propiedad medida con las

siguientes ecuaciones:

100
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La /inealidad del sistema de medicidn, consiste en determinar si existe relacion lineal entre la
concentracién y una propiedad fisica, quimica y/o biolégica de la muestra. Para determinar la
linealidad de la técnica de medicion, un analista debe preparar de manera independiente, por
lo menos tres diluciones por duplicado a partir de una solucién patrén, midiendo su propiedad

bajo las mismas condiciones de medicién. >°%°

e La relacion entre la concentracion y la propiedad medida, debe ser altamente
significativa.

e Es recomendable que la ordenada al origen de la regresion lineal simple, concentracion
y propiedad medida, sea estadisticamente igual acero.

e El coeficiente de determinacion (r?) de la relacién lineal simple debe ser mayor a 0.98.

o Sielr’es > 98.0 %, el sistema de medicion tiene buen ajuste.

o Sielr’es < 98.0 %, el sistema de medicion tiene falta de ajuste.

En la practica, se construye una curva de calibracion de una misma solucion patron utilizando

cuando menos cinco diluciones y haciendo el analisis por duplicado para cada dilucion. El

intervalo entre las concentraciones a analizar depende del rango de trabajo. >

Procedimiento:

Tabular los resultados con base al siguiente formato:

Propiedad medida Cantidad adicionada

() (y)
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Calcular la suma de la propiedad medida (Zx;), la suma de cuadrados de la propiedad medida
(=x?), la suma de la cantidad adicionada (Zy;), la suma de cuadrados de la cantidad
adicionada (Zy:?), la suma del producto de la propiedad medida por la cantidad adicionada
(Zxyi), determinar el numero de cantidades adicionadas (t), el numero de determinaciones

por cantidad adicionada (r) y el nhumero de pares ordenados (n).

Calcular el valor de la pendiente (m) y el valor de la ordenada al origen (b), con las siguientes

ecuaciones:

_ n (Zxy;) - (2x) (Zy,) A X

n (ZXi2) - (zxi)z b n -m T

Calcular la suma de cuadrados de regresion (SCR), la suma de cuadrados de error de

regresion (SCER) y la suma de cuadrados del total (SCT) con las siguientes ecuaciones:

n

SCR = mZI:EXiZ B (ZXi)z:l
SCER = Zy?-m2xy, - b 3y,

2
SCT =2y - (iy‘)
El coeficiente de determinacién (r?)
m? I:inz B (ZXi)Z:l
»,_SCR _ ___ SCR _ n
r=8CT SCR + SCER 2
sy 2 (zyi)
-

e Construir la tabla de analisis de varianza (ANADEVA) con base al siguiente formato y
establecer una decision con forme a la siguiente regla:
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FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE F

VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS CALCULADA
Regresion 1 SCR MCR = SCR MCR/MCER
Error de regresion n-2 SCER MCER = SCER/n - 2

o Sila F calculada para la regresion es > a la F de tablas existe una relacién lineal
significativa entre la cantidad medida y la cantidad adicionada. Hay linealidad
del Sistema de Medicidn.

o Sila F calculada para la regresion es < a la F de tablas no existe una relacion
lineal significativa entre la cantidad medida y la cantidad adicionada. No hay
linealidad del Sistema de Medicion.

B. La validacion del método de medicion consiste en determinar la exactitud, /a linealidad,
limite de deteccion, limite de cuantificacion, la precision (reproducibilidady repetibilidad) y
la estabilidad de la muestra de andlisis. >

La exactitud del método de medicidon consiste en determinar si existe concordancia absoluta
entre el porcentaje recuperado y el porcentaje adicionado. Para ello se calcula el porcentaje
de recobro de al menos diez determinaciones de un minimo de tres concentraciones
diferentes, también es posible realizar la exactitud a un porcentaje definido.

Procedimiento:

Tabular los resultados con base al siguiente formato.

Cantidad adicionada Cantidad recuperada

Para cada cantidad recuperada calcular el porcentaje recuperado (y;) de la siguiente manera.
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Porcentaje recuperado = Cantidad recuperada X 100
Cantidad adicionada

Calcular la suma del porcentaje recuperado (Zy;) y el nUmero de determinaciones (n).

2y = n=

Calcular la media aritmética y la desviacion estandar del porcentaje recuperado con las

siguientes ecuaciones.

donde Yy y s son la media aritmética y la desviacion estandar del porcentaje recuperado,
respectivamente; y el valor de ¢ en tablas al 95 % con n-1 grados de libertad, se establece

una decisién con base a la siguiente regla:

e Si el valor absoluto de la £.c es mayor o igual al valor de la ¢ de tablas, el método de
medicion es inexacto.
e Si el valor absoluto de la fac es menor al valor de la ¢ de tablas, el método de

medicién es exacto.
La /inealidad del método de medicidn es la relacidon que se establece por medio de una recta,
entre una propiedad medible (cantidad recuperada) y el valor real de la propiedad (cantidad

adicionada). Para que exista linealidad del método de medicién:
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e La relacion lineal simple cantidad adicionada y cantidad recuperada debe ser altamente
significativa, es decir, la F calculada debe ser mayor que la F de tablas.
o El coeficiente de determinacion de la relacion lineal simple de la cantidad adicionada y

cantidad recuperada debe mayor al 98.0 %.

Si la F calculada es mayor que la F de tablas pero el coeficiente de determinacion es menor al
98.0 %, hay linealidad pero el método de medicién tiene falta de ajuste. Si y sélo si hay
linealidad, independientemente de la falta de ajuste, se puede seguir evaluando la linealidad
del método de medicion, para ello es necesario revisar el valor de la pendiente y de la

ordenada al origen:

e La ordenada al origen de la relacion lineal simple cantidad adicionada y cantidad
recuperada, debe ser estadisticamente igual a cero.
e La pendiente de la relacién lineal simple cantidad adicionada y cantidad recuperada,

debe ser estadisticamente igual a uno.

Cuando la pendiente es diferente de uno, el método de medicion tiene error sistematico
consistente. Si la ordenada al origen es diferente de cero el método de medicion tienen error

sistematico constante.>®

La /inealidad del método de medicion se realiza con placebos adicionados del principio activo
(placebos cargados), cada uno de manera independiente, cuando menos a cinco diferentes
concentraciones, incluyendo el 100 %, haciendo los andlisis por duplicado de cada
concentracion. En quimica clinica es comun el uso de muestras bioldgicas controles y
calibradores para establecer la linealidad del método de medicidn, si calculamos los valores
recuperados a partir de la recta de calibracion, es posible establecer la linealidad del método
de medicidn si se realiza un analisis de regresion entre los valores calculados y los valores

reales de las muestras bioldgicas controles y/o calibradores.>*®°

Procedimiento:

Tabular los resultados con base al siguiente formato.
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Cantidad adicionada Cantidad recuperada Total

(x) (y) (Ti)

Calcular la suma de la cantidad adicionada (Zx;), la suma de cuadrados de la cantidad
adicionada (=x?), la suma de la cantidad recuperada (yi), la suma de cuadrados de la
cantidad recuperada (=y?), la suma del producto de la cantidad adicionada por la cantidad
recuperada (=xiy;), la suma de cuadrados de los totales (XT?) y determinar el nimero de

cantidades adicionadas (t), el nhumero de determinaciones por cantidad adicionada (r) y el
numero de pares ordenados (n).

5X; = Syi =
X’ = sy =
Xy = 3T =
t= r=
n=tr=

Calcular el valor de la pendiente (m) y el valor de la ordenada al origen (b), con las siguientes
ecuaciones:

_n (Zxy) - (Zx) (Zy) Ty ¥X.
n (inz) _ (in)Q b= n' -m i

n

Calcular la suma de cuadrados de regresion (SCR), la suma de cuadrados de error de

regresion (SCER) y la suma de cuadrados del total (SCT) con las siguientes ecuaciones:

n

SCR = mzl:zxi2 . (in)z:l
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SCER = Zy’-m3xy - by,

2
scT=xy? - BN
El coeficiente de determinacién (r?)
m? [Zx.2 _ (in)z:l
»_SCR _ _ SCR _ n
M=SCT ~ SCR+SCER 2
Eyi2 B (Zyi)

Calcular la suma de cuadrados del error puro (SCEP) y la suma de cuadrados de la falta de

ajuste (SCFA) con las siguientes ecuaciones.

T2
SCEP =2V - e

SCFA = SCER - SCEP

Donde r = nimero de replicaciones.

Al construir una tabla de ANADEVA con el siguiente formato y al determinar los valores de F

se establece una decision con base a la siguiente regla:

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE

VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS
Regresidn 1 SCR MCR = SCR
Error de regresion n-1 SCER MCER = SCER/n -2
Falta de ajuste (n=2)-t(r-t) SCFA MCFA = SCFA/g.l.F.A.
Error puro t(r-1) SCEP MCEP = SCEP/g.l.E.P.

F CALCULADA

MCR/MCER

MCFA/MCEP
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e Si F calculada para la regresion es > que la F de tablas existe una relacién lineal
significativa entre la cantidad adicionada y la cantidad recuperada. Hay linealidad del
método de medicion.

e Si F calculada para la regresion es < que la F de tablas no existe una relacion lineal
significativa entre la cantidad adicionada y la cantidad recuperada. No hay linealidad

del método de medicion.

e Sir’es > a96.0 %, hay linealidad y el método de medicién tiene buen ajuste.
e Sir’es < a96.0 %, hay que evaluar la F calculada de la falta de ajuste.

Si la F calculada de la falta de ajuste es mayor que la F de tablas, hay linealidad y el método

de medicién tiene mal ajuste. Si la F calculada de la falta de ajuste es menor que la F de

tablas, hay linealidad y el método de medicién es impreciso. >%°

Calcular el intervalo de confianza para la pendiente (I.C.M.) y el intervalo de confianza para la
ordenada al origen (I.C.B.) con las siguientes formulas y tomando una decision con base a la

siguiente regla:

.C.M. = m+1.95S _

Donde Sy, es.

1/2

Y el termino S y es:
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Donde Sy, es:

Y el término Sy« es:

e Si el intervalo para la pendiente abarca el uno el método de medicidon carece de error

sistematico consistente, si el intervalo no abarca uno el método de medicidn tiene

_ _(SCERY"”
S ;= (MCER)"? = <r12>

.C.B.=b +1.95S,

12

_ 12 _ ( SCERY"?
S 4 = (MCER)"? = (7n 5 )

error sistematico consistente.

e Si el intervalo para la ordenad al origen abarca el cero el método de medicidn carece

de error sistematico constante, si el intervalo no abarca cero el método de medicion

tiene error sistematico constante.

El /imite de deteccion del método de medicidn, es la minima concentracion de una sustancia
en una muestra que bajo las condiciones de operacion establecidas, puede ser detectada
pero no necesariamente cuantificada. Para establecer el limite de deteccién del método de

medicidn se evalla la cantidad recuperada de la sustancia de interés, como minimo a tres



cantidades adicionadas por triplicado y determinando la respuesta de al menos cinco blancos
o placebos preparados de manera independiente. >°%°

Procedimiento:

Tabular los resultados con base al siguiente formato.

Concentracion Propiedad medida

(x) (y)

Blancos

Calcular la suma de la concentracidn (=x;), la suma de cuadrados de la concentracién (x:2),
la suma de la propiedad medida (Zy;), la suma de cuadrados de la propiedad medida (Zy:), la
suma del producto de la concentracion por la propiedad medida (Zxiy;), determinar el nimero
de concentraciones (t), el nUmero de replicas por concentraciéon (r), el nimero de pares

ordenados (n), la suma de los blancos (£Z), la suma de cuadrados de los blancos (£Z?) y el
numero de blancos (n’).

X = Ty =
X = Ty =
Xy = t=
r= n=tr=
3z = 72 =

n =
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Calcular el valor de la pendiente (m).

— n (Exiyi) - (in) (Eyi)
n (2x?) - (Tx)°

Calcular la desviacion estandar de los blancos (DEb) y calcular el limite de deteccién (LD),

con las siguientes ecuaciones:

oeh = 2(529)~(sz)
n' (n-1)

3 (DEb
A
m

El /imite de cuantificacion del método de medicion, es la menor concentracion de la sustancia
en una muestra que puede ser determinada con exactitud y precisién aceptable, bajo las
condiciones de operacion establecidas. Se evalla la respuesta de la sustancia de interés a
partir del limite de deteccion. Considerar como minimo tres diluciones por quintuplicado,
partiendo de una misma soluciéon patrén y determinando la respuesta contra dos blancos
preparados de manera independiente. La determinacion se efectia por un mismo analista,

bajo las mismas condiciones de operacidn.

Procedimiento.

Con los datos de linealidad del sistema de medicidén (curva de calibracion), se determina el

valor tedrico de la propiedad medida para las diluciones seleccionadas.
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Dilucién Valor tedrico de la propiedad medida

Tabular los valores experimentales de la propiedad medida (y;) que se obtuvieron para cada
dilucion.

Dilucién Valor experimental de la propiedad medida

Para cada dilucion calcular la suma de los valores experimentales de la propiedad medida

(Zyi) y el nimero de determinaciones (n).

ZYi= n=

Calcular para cada dilucion la media y la desviacién estandar con las siguientes ecuaciones.
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Donde V.T. es el valor tedrico de la propiedad medida correspondiente a la dilucién que se

evalla.

Determinar el valor de la ¢ de tablas al 95.0 % con n-1 grados de libertad, estableciendo un

criterio en base a la siguiente regla:

e Si el valor absoluto de la %ac = al valor de la t de tablas, se concluye que bajo las
condiciones de operacién establecidas, la concentracion estudiada no se cuantifica con
exactitud y precision aceptable.

e Si el valor absoluto de la £ac < al valor de la t de tablas, se concluye que bajo las
condiciones de operacidn establecidas, la concentracion estudiada es cuantificada con

exactitud y precision aceptable.

e El limite de cuantificacién sera la concentracion estudiada mas pequeia, que bajo las

condiciones de operacion establecidas, puede cuantificarse con exactitud y precision.

La precision de un método de medicion es el grado de concordancia relativa entre resultados
individuales de una muestra homogénea del producto. La precisién es también una medida
del grado de reproducibilidad y/o repetibilidad del método analitico bajo condiciones normales
de operacion. La reproducibilidad es la concordancia relativa entre determinaciones
independientes, realizadas bajo condiciones diferentes de analisis, como diferentes analistas,
diferentes dias, diferentes equipos, etc. La repetibilidad es la concordancia relativa entre
determinaciones independientes realizadas bajo las mismas condiciones de prueba. Para
realizar la precision del método analitico se requiere trabajar de manera independiente,
partiendo de una muestra homogénea del producto de preferencia cercana al 100 % de la
concentracion tedrica o a una concentracién conocida y realizar por triplicado cada muestra
considerando las variables o factores que se desean analizar y evaluar. Cada factor por
analizar debe tener al menos dos niveles o clasificaciones, con estos niveles, se construye
una matriz de tratamiento y a partir de ésta se realiza un disefio de experimentos con dos

criterios de clasificacién. >>®°
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MATRIZ DE TRATAMIENTO.
FACTOR 1
NIVEL 1 NIVEL 2
Resultado 1 Resultado 1
Resultado 2 Resultado 2

FACTOR 2

NIVEL 1
Resultado n Resultado n
Resultado 1 Resultado 1
Resultado 2 Resultado 2
NIVEL 2

Resultado n  Resultado n

Una forma comun de evaluar la precision de un método de medicién consiste en usar como
factores de prueba a analistas y dias. Para ello, al menos dos analistas con pericia suficiente
se les asignan por lo menos dos dias para que cuantifiquen como minimo por triplicado un

mismo producto. Con estos factores se tiene la siguiente matriz de tratamientos:

, ANALISTA
DIA
1 2

Resultado 1 Resultado 1

. Resultado 2 Resultado 2
Resultado n Resultado n
Resultado 1 Resultado 1

5 Resultado 2 Resultado 2

Resultado n Resultado n

El modelo estadistico para evaluar la precision del método de medicion es:

Yi = + A+ Do) + B

Donde:

Yii = el k-ésimo resultado realizado por el i-ésimo analista el j-ésimo dia.
u = media general.

A; = efecto del i-ésimo analista sobre el recobro experimental.
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Dy = efecto que tiene sobre el recobro experimental el j-ésimo dia de un analista dado.

Exj) = error experimental.
Procedimiento.
Calcular la suma de los valores para cada analista (y;), la suma de los valores de la

combinacién Dia-Analista (y;), la suma total de los datos (y...) y la suma de cada dato
elevado al cuadrado (ZZZy?y).

yl.. = yll. =

y2.. = yl2. =

Y. = y21. =
y22. = TERY Yy =

Anotar el nimero de analistas (a), dias (d) y repeticiones (r).

Calcular la suma de cuadrados del analista (SCA;) con la siguiente ecuacion.

2 2
SCAizzy‘ .Y
dr adr

Calcular la suma de cuadrados del dia anidado en el analista (SCDjs), por medio de la

siguiente ecuacion.

SIyy. IYA
rrd

SCDy =
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Calcular la suma de cuadrados del error (SCExj;), con la siguiente ecuacion.
2 Ty
SCE,; = ZTZy5y — sl

Con los datos anteriores construir una tabla de ANADEVA con forme al siguiente formato y

establecer las decisiones con base a las siguientes reglas:

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE
, MEDIA DE CUADRADOS F CALCULADA
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS
Analista a-1 SCA, MCA, = SCAi/a-l FA, = MCA]/MCD]'(])
i d-1) SCD MCDyy = SCDyey/(d-1) i) =
1a —1)a i(i i) = ii —1)a
(0] 80) 1) MCDyy/MCEy
Error experimental (k - l)ad SCEk(ij) MCEk(ij) = SCEk(ij)/(k—l)ad

e SiFA; = F de tablas. El método analitico no es reproducible por los analistas.

e SiFA; < F de tablas. El método analitico es reproducible por los analistas.

e Si FDy; = F de tablas. El método analitico no es reproducible en distintos dias por un
mismo analista.

e Si FDj; < F de tablas. EI método analitico es reproducible en distintos dias por un
mismo analista.

La variacion en el método analitico debido a los analistas se estima de la siguiente manera.

MCA, - MCD,

Variacion interanalista = +/- #
rd

La variacion en el método analitico debido a los dias para un mismo analista es:
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MCD,,, - MCE

r

k(i)

Variacion interdias = +/- J

La repetibilidad del método analitico se determina, calculando la media general y la
desviacion estandar total, para finalmente obtener el coeficiente de variacion del método
analitico que no debe ser mayor al 3 % para métodos analiticos y no mayor del 15 % para

métodos bioanaliticos. >°%°

Media general = p = YT

nEEzY, 2 -(Y...)

Desviacion estandar total = s =
nn-1)

donde n = (a) (d) (r)

Calcular el coeficiente de variacion del método analitico con la siguiente formula.

CV = 100

s
u

La estabilidad de la muestra de analisis del método de medicion, consiste en determinar las
condiciones donde la muestra para analisis mantiene constante su propiedad medible con
respecto al tiempo. En esencia esta prueba consiste en almacenar las muestras para analisis
en distintas condiciones de temperatura y luz durante un tiempo definido de antemano y
determinar la diferencia en los resultados con respecto a una muestra cuantificada en
condiciones Optimas de operacion. El procedimiento consiste en analizar por el método
analitico, al menos por triplicado, una muestra a una concentracion conocida y definida.
Almacenar las muestras analizadas bajo distintas condiciones (por ejemplo a temperatura
ambiente, refrigeracion, congelacién, protegidas de la luz, etc.), durante un tiempo

preestablecido por el analista. Reanalizar las muestras bajo las mismas condiciones de
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operacion utilizando una solucidon patron recientemente preparada, para cada tiempo, de
acuerdo a la establecido en el método analitico. La determinacidon debe ser efectuada por un
mismo analista. La muestra es estable si la valoracidon de las muestras reanalizadas es

estadisticamente equivalente a la valoracion inicial. >

Hay varias formas para determinar si existe deferencia entre la valoracion inicial y cada una

de las condiciones de almacenamiento. Es posible usar cualquiera de las siguientes pruebas:

e Prueba ¢de Dunnet.
e Andlisis de varianza de un factor y comparaciones mdltiples.

e Prueba de ¢para dos medias.

Para determinar las condiciones donde la muestra de analisis del método de medicion es
estable, es necesario realizar los calculos del analisis de varianza de un factor y las

comparaciones contra un control o prueba de ¢de Dunnett.

Como existen restricciones de calculo para la t de Dunnett es necesario tener ciertas

consideraciones:

o Ademas del control, se deben ensayar al menos dos condiciones de almacenamiento.
e Tanto control como cada condiciéon de almacenamiento debe analizarse al menos por

triplicado.

El modelo estadistico para evaluar la estabilidad de la muestra de analisis del método de

medicion es:

Yi = p+ G +Ej@)

Yij = el j-ésimo resultado obtenido bajo la i-ésima condicion de almacenamiento.

u = Media general.
1; = efecto de la i-ésima condicion de almacenamiento.

Ejq) = error experimental.
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Tomadas las consideraciones anteriores se procede de la siguiente manera.

¢ Definir al menos dos condiciones de almacenamiento.

e Realizar el proceso de cuantificacién de la muestra en condiciones de trabajo al menos
por triplicado.

e Someter por triplicado, muestras de analisis a las diferentes condiciones de
almacenamiento.

e Determinar el porcentaje de recobro.

e Tabular los resultados obtenidos.

MUESTRA CONTROL CONDICION 1 CONDICION 2 CONDICION i
.................... Y31
.................... Y3,
.................... Y33
.................... Yin; R €1 o crrreeeeenireneeeens Y30 reeeerrnrrreeenend YiN
SUMA DE VALORES = SUMA DE VALORES SUMA DE VALORES SUMA DE VALORES
(Y1e) (Y2) (Y3.) (Yie)

Calcular la suma de los valores para cada condicion de almacenamiento (yi.), la suma total de

los datos (y..) y la suma de cada dato elevado al cuadrado (ZZyzij).

Yi. = Y2. =
Y3. = Yi. =
y.. = Ty =
Determinar el nimero de tratamientos n = , €l nimero de repeticiones para

cada tratamiento y el total de repeticiones N =

Determinar los siguientes valores.

v y-
ni z:Zyzij N
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Para evaluar el efecto de cada una de las condiciones de almacenamiento sobre la estabilidad

de la muestra se calculan los valores requeridos para la tabla de ANADEVA siguiente:

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE
. F CALCULADA
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS
DXV
Tratamiento T; n-1 ?'7 W = SCT MCT = SCT/n-1 MCT/MCE
I
2 Eyz-
Error experimental Ej; N-n XYY - T": SCE MCE = SCE/N-n

SCT = Suma de cuadrados del tratamiento.
MCT = Media de cuadrados del tratamiento.
SCE = Suma de cuadrados del error.

MCE = Media de cuadrados del error.

N = Total de unidades experimentales.

ni = NUmero de unidades de la i-ésima nivel del factor.

Con los valores obtenidos concluir de acuerdo a la siguiente regla de decision:

e Sila F calculada es menor a la F de tablas no se trechaza Ho (hipétesis nula) y bajo las
condiciones de estudio no se existen diferencias significativas entre la muestra de
analisis y las diferentes condiciones de almacenamiento.

e Sila F calculada es mayor a la F de tablas se trechaza Ho (hipotesis nula) y bajo las
condiciones de estudio existen diferencias significativas entre la muestra de analisis y

al menos una las diferentes condiciones de almacenamiento.

La robustez del método de medicidn consiste en comprobar la confiabilidad de un analisis con
respecto a variaciones deliberadas de los parametros del método. Si las mediciones son
susceptibles de variacibn en condiciones analiticas, éstas deben ser controladas
convenientemente o se deben incluir las precauciones en el procedimiento. Una consecuencia

de la evaluacion de la robustez debe ser que se establecen una serie de parametros para
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asegurar que la validez del método es mantenida en cualquier modo que se use. En el caso

de la cromatografia de liquidos, las variaciones tipicas son:>*®°

2 Influencia de las variaciones del pH de la fase mavil.

2 Influencia de las variaciones de la composicion de la fase movil.
2 Columnas diferentes (Lotes o proveedores).

o Temperatura.

2 Velocidad de flujo.

1.10. Espectrometria de masas.

La espectrometria de masas es probablemente una de las herramientas analiticas de
aplicacién mas general en el sentido que la técnica es capaz de proporcionar informacion
sobre (1) la composicion cualitativa y cuantitativa tanto de analitos organicos como
inorganicos en muestras complejas., (2) las estructuras de una amplia variedad de especies
moleculares complejas, (3) las relaciones isotdpicas de los atomos en las muestras y (4) la
estructura y composicion de superficies solidas. Debe sefialarse que los pesos atomicos y

moleculares en espectrometria de masas, difieren de los utilizados en la mayoria de los otros

métodos analiticos, ya que los espectros de masas discriminan entre la masa de los isétopos. - -

En espectrometria de masas los pesos atémicos y moleculares se expresan generalmente en
términos de wunidades atomicas de masa (amu o dalton). La unidad atémica de masa se basa
en una escala relativa en la que la referencia es el isdtopo del carbono '%C, al cual se le
asigna una masa de exactamente 12 amu. Asi el amu se define como 1/12 de la masa de un
4tomo neutro de %C. En espectrometria de masas, se esta interesado en la masa exacta y
estas se expresan con tres o cuatro decimales, ya que los espectrdmetros mesas tienen esta
precision. El peso molecular promedio o quimico de un compuesto es la suma de los pesos
atoémicos quimicos para los atomos que aparecen en la formula del compuesto. Asi, por
ejemplo el peso molecular quimico de CH4 es 12.01115 + 4 X 1.00797 = 16.0434 daltons.
Otro termino de importancia en espectrometria de masas es la relacién masa/carga de un ion

atémico o molecular, el cual se obtiene dividiendo la masa atdmica o molecular de un ion (/)
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por el numero de cargas (2) que tiene el ion. Debido a que la mayoria de los iones en
espectrometria de masas tienen una sola carga, el término masa/carga se reduce al término
mas adecuado de masa. Los espectros de masas que se obtienen por conversién de los
componentes de una muestra en iones gaseosos Yy la siguiente fragmentacion de las
moléculas, que posteriormente se separan en relacion a su my/z constituyen, por lo
consiguiente, un grafico que muestra la abundancia relativa de los iones producidos en el eje
de las ordenadas, mientras que en el eje de las abscisas se expresa la relacion my/z, m en
unidades atémicas de masa, dividida por el nimero de cargas que lleva el i6n z que llegan al

detector en un espectrémetro de masas.?*288

Por lo tanto, la espectrometria de masas esta relacionada con una propiedad fundamental de
la materia, a saber, la verdadera composicion molecular. Los grupos funcionales de una
molécula determinan la fragmentacion de estéd de manera que, conociendo la estructura de la
molécula, es posible predecir el patron de fragmentacién. Inversamente, conociendo el
patron de fragmentacion se puede sugerir una estructura para la molécula original, lo que
constituye la informacion mas valiosa de un espectro de masas. En la actualidad la
espectrometria de masas con la cromatografia de gases o liquidos, es con toda probabilidad

el método mas efectivo para la identificacidn y cuantificacion de toxicos y sus metabolitos.?>
28,58

El diagrama de bloques de la figura 8 muestra los componentes principales de un
espectrometro de masas. El sistema de entrada permite introducir una muestra
representativa pequefia (un umol o menos) en la fuente de iones con la minima perdida de

vacio, donde sus componentes se convierten en iones gaseosos. 26288
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Figura 8. Componentes de un espectrometro de masas.

La fuente de iones de un espectrémetro de masas convierte los componentes de una muestra
en iones por bombardeo con electrones, iones, moléculas o fotones. Alternativamente, la
ionizacion se lleva acabo por energia térmica o eléctrica. En muchos equipos actualmente el
sistema de entrada y la fuente de iones estan combinados en un Unico componente. Las
fuentes de iones se clasifican a menudo en duras o blandas. La fuente dura mas importante
es la fuente de impacto de electrones, donde se comunica energia elevada a los iones
formados de manera que se encuentran en estados vibracionales y rotacionales excitados. La
relajacion de estos iones produce una fragmentacion elevada y da como resultado espectros
de masas complejos. Por el contrario las Fuentes blandas, tales como las fuentes de
ionizacion quimica, producen relativamente poca excitacion de los iones, de modo que, tiene
lugar poca fragmentacion y los espectros obtenidos son sencillos. Ambos espectros de masas
son Utiles; los espectros sencillos de las fuentes blandas permiten la determinacién exacta del
peso molecular del analito, mientras que los espectros mas complejos de las fuentes duras a
menudo permiten una identificacion inequivoca del mismo. En ambos casos lo que se obtiene
es un haz de iones positivos 0 negativos (frecuentemente positivos) que son entonces
acelerados en el analizador de masas. A continuacién se detalla con un ejemplo la formacién
de iones en un espectrometro de masas por impacto de electrones. Las moléculas del analito
en la muestra simbolizadas por ABCD son bombardeadas por electrones (impacto de

electrones) y se forma su ion molecular representado por ABCD.", el punto indica que es un
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ion radical que tiene el mismo peso molecular que la molécula y este ion formado se

fragmenta; 26288

ABCD + e = ABCD." + 2¢
ABCD." = A" + BCD.

——= A. + BCD"=BC" + D.
B + A"
———= CD. + AB’
A + B
D + C'
L= AB. + CD'
cC + D'

En los espectros de masas el pico correspondiente al ion molecular es de gran importancia en
las determinaciones estructurales, debido a que su masa proporciona el peso molecular del
analito. Desafortunadamente, no es siempre posible identificar el pico del ion molecular, dado
que con ionizacion por impacto de electrones, ciertas moléculas no dan pico de ion molecular.
El pico mas grande de un espectro de masas se llama pico base, normalmente los picos base
en espectros de impacto de electrones corresponden a fragmentos de la molécula y no al ion
molecular. Algunos picos resultado de las colisiones ion-molécula, pueden producir picos a
masa mas elevadas que la del ion molecular. A presiones de muestra ordinarias, sin embargo,
la Unica reaccién importante de este tipo es una en la que las colisiones transfieren un atomo
de hidrégeno al ion para dar un ion molecular protonado; que da como resultado un pico
intenso y de mayor altura (M+1). La extensa fragmentacion y consecuentemente nimero de
picos es una ventaja que proporciona la fuente de iones por impacto de electrones, debido a
que permite identificaciones inequivocas de los analitos. Sin embargo, esta fragmentacion
puede ser también una desventaja cuando da lugar a la desaparicién del pico del ion
molecular por lo que no se puede establecer el peso molecular del analito. Otra limitacion es
la necesidad de volatilizar la muestra, lo cual puede dar lugar a una degradacion térmica de

algunos analitos antes de tener lugar la ionizacion. 26288
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Los espectrometros de masas modernos estan equipados con fuentes de ionizacién por
impacto de electrones y de ionizacién quimica intercambiables. En la ionizacion quimica las
moléculas gaseosas de una muestra se ionizan por colisién con iones producidos por el
bombardeo por electrones de un exceso de un gas reactivo. Uno de los reactivos comunes es
el metano, que reacciona con electrones de elevada energia para dar varios iones como CH4",
CHs3™ y CH". Los dos primeros predominan y representan alrededor del 90% de los productos
de reaccidn. Estos iones reaccionan rapidamente con moléculas de metano adicionales como

sigue:

CH4+ + CHy — CH5+ + CH;
CH3+ + CHs — Csz+ + H»

Generalmente, las colisiones entre la molécula de la muestra XH y CHs* o C;Hs* son muy

reactivas e implican transferencia de protones o de hidruro. Por ejemplo:

CHs* + XH — XHy" + CHq4
Transferencia de protones
CHs" + XH — XH,' + CyH4
Transferencia de protones
CHs" + XH —» X"+ CHg

Transferencia de hidruros

En las reacciones de transferencia de protones se obtiene el ion (M+1)" mientras que la
transferencia de hidruros produce un ion con una masa unidad inferior a la del analito o el ion
(M-1)*. Con algunos compuestos, también se encuentra un pico (M+29)" que resulta de la
transferencia de un ion C;Hs* al analito. Otros reactivos, tales como el propano, isobutano y
amoniaco, se utilizan en la ionizacion quimica y cada uno de ellos produce un espectro

diferente con un analito dado. 26288

Los fragmentos ionicos formados, ya sea por impacto de electrones o ionizacién quimica,
pasan al analizador de masas donde son separados magnéticamente de acuerdo con sus
masas moleculares. Para la separacion de iones con diversas relaciones masa/carga son

posibles varios métodos. Idealmente, un analizador de masas debe distinguir diferencias
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pequenas de masa y permitir el paso de un nimero suficiente de iones. La capacidad de
distinguir entre masas pequenas se expresa en términos de la resolucion R, que se define

matematicamente como:

R = m/(m

Donde (m es la diferencia entre dos picos adyacentes que estan resueltos y m es la masa nominal del primer pico (a veces se
utiliza la masa media de los dos picos). Dos picos se consideran que estan separados si la altura del valle entre ellos no es
mas que un porcentaje de su altura (a menudo un 10%). Asi, un espectrometro con una resolucion de 4000 podra resolver
picos que tengan valores de m/z de 400.0 y 400.1. La resolucion que se necesita en un espectrometro de masas depende en
gran parte de su aplicacion. Por ejemplo para diferenciar iones de la misma masa nominal tales como C2H4+, CH2N+, N2+
y CO+ (todos ellos con 28 daltons de masa nominal pero con masas exactas de 28.0313, 28.0187, 28.0061 y 27.9949

daltons respectivamente) se necesita un instrumento con una resolucion de varios miles. Por otro lado, los iones que difieren
en una unidad de masa o mas, como NH3* (m = 17) y CHs" (m = 16), pueden distinguirse con un
instrumento que tenga una resolucién inferior a 50. Comercialmente se dispone de espectros
de masas con resoluciones de 500 a 500 000. Entre los distintos analizadores de masas

disponibles a continuacién expondremos brevemente los mas utilizados. 26-2°8

1.10.1. Espectrometro de masas de cuadrupolo.

La figura 9 muestra un espectrometro de masas de cuadrupolo conectado a una columna
tubular abierta de un cromatdgrafo, que registra el espectro de masas de los picos a medida
que se eluyen. Los eluatos pasan a través de un conector caliente a una cdmara de ionizacion
de impacto del espectrometro, conectada a una bomba que la mantiene a un vacio elevado.
Los iones son acelerados a través de un potencial de 5-15 V antes de penetrar en el

separador de masas de cuadrupolo.?®*
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Figura 9. Espectrometro de masa de cuadrupolo.

El separador consiste de cuatro barras cilindricas metalicas paralelas. Las barras opuestas se
conectan eléctricamente, un par al polo positivo de una fuente variable de corriente continua
y el otro par a la terminal negativa. Ademas, se aplican a cada par de barras potenciales
variables de corriente alterna de radiofrecuencia, que estan desfasados 180 grados. Las
barras cilindricas son normalmente de 6 mm de didmetro y raramente tienen mas de 15 cm
de longitud. Estan sujetas rigidamente sobre soportes ceramicos construidos con precisién
que proporcionan una buena estabilidad mecanica aunque cambie la temperatura. Para
entender la trayectoria de los iones en un cuadrupolo es necesario considerar el efecto de los
potenciales de corriente continua y de corriente alterna que tienen sobre los iones durante su
paso a través de las barras. Para empezar, se considera que en el par de barras positivas en
ausencia de un potencial de corriente continua, los iones tendran a converger en el centro del
canal durante la parte positiva del ciclo de corriente alterna y a diverger durante la mitad
negativa. Si durante la mitad negativa del ciclo un ion choca contra la barra, la carga positiva
se neutralizara y la molécula resultante se extraera. Que un ion positivo choque o no contra
la barra depende de la velocidad de movimiento de los iones, su relacién m/zy la frecuencia
y la magnitud de la sefial de corriente alterna. Si se considera ahora el efecto del potencial
positivo de corriente continua que se superpone a la sefial de corriente alterna. Si un ion en

el canal es pesado y/o la frecuencia del potencial de corriente alterna es elevada, el ion no
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respondera significativamente al potencial alterno y estara influido en gran parte por el
potencial de corriente continua. En estas circunstancias, el ion tendera a permanecer en el
espacio entre las barras. Por el contrario, si el ion es ligero y/o la frecuencia es baja, puede
chocar con las barras y ser eliminado durante el recorrido negativo de la sefial de corriente
alterna. Asi, el par de barras positivas constituye un filtro de paso de masas elevadas para
iones positivos. En el par de barras que se mantienen a un potencial negativo. En ausencia de
potencial de corriente alterna, todos los iones positivos tendran hacer atraidos por las barras
donde seran eliminados. Para los iones ligeros, sin embargo, este movimiento puede ser
contrarestado por el recorrido positivo del potencial de corriente alterna. Asi, estas barras
operan como un filtro de paso de masas bajas. Para que un ion atraviese el cuadrupolo hasta
el detector debe tener una trayectoria estable, lo que implica que debe ser lo suficientemente
pesado para no ser eliminado por el filtro de paso de masa elevada y lo suficientemente
ligero para no ser eliminado por el filtro de masa baja. Por lo consiguiente, ajustando los
potenciales de corriente continua y alterna se puede seleccionar un intervalo limitado de
valores de my/z transmitidos, haciendo asi posible el barrido espectral. Todos los otros iones

son neutralizados y eliminados como moléculas sin carga. 26288

1.10.2. Espectrometro de masas de tiempo de vuelo.

En esté instrumento los iones positivos se producen periddicamente por bombardeo de la
muestra con impulsos de electrones, de iones secundarios o de fotones generados por laser.
Estos impulsos tienen normalmente una frecuencia de 10 a 50 kHz y un tiempo de vida de
0.25 ps. Los iones producidos de esta manera son acelerados por un impulso de campo
eléctrico de 10% a 10* V que tiene la misma frecuencia, pero retrasada, que el impulso de
ionizacién. Las particulas aceleradas pasan entonces a un tubo analizador de un metro de
longitud sobre el que no actda ningiin campo (Figura 10). Debido a que todos los iones que
entran en el tubo tienen idealmente la misma energia cinética, sus velocidades en el tubo
deberan variar de modo inverso a sus masas, y por tanto las particulas ligeras llegaran antes
al detector que las pesadas. Los tiempos de vuelo tipico estan entre 1 y 30 ps. El espectro de

masas representa la corriente del detector en funcion del tiempo. 26288
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Figura 10. Espectrometro de masas de tiempo de vuelo.
1.10.3. Espectrometro de masas de trampa idnica.

El espectrémetro de masas de trampa idnica, que se representa en la figura 11 que ha sido
desarrollado para cromatografia de gases, es un dispositivo en el que los cationes o aniones
gaseosos pueden ser formados y confinados durante largos periodos de tiempo por la accién
de campos eléctricos y/o magnéticos. Como se ve en el diagrama esquematico, los eluatos
penetran en la cavidad del analizador desde la parte inferior izquierda a través de un
conducto caliente. Un electrodo tipo puerta admite periédicamente electrones procedentes de
un filamento, situado en la parte superior, dejandolos pasar a la cavidad a través de los
orificios de una tapa situada en un extremo. El impacto producido por los electrones ioniza las
moléculas del eluato que se encuentran en la cavidad. O bien, se puede producir una
ionizacion quimica afiadiendo a la cavidad un reactivo gaseoso como metano. Aplicando un
voltaje oscilante de radiofrecuencia al electrodo central se obliga a que los iones, con un valor
apropiado de m/z, circulen en una orbita estable dentro de la cavidad. Al aplicar un campo de
radiofrecuencia entre las placas situadas en los extremos se expulsa los iones que tienen un
valor determinado de my/z imponiéndoles trayectorias inestables que les obliga a pasar a
través de los orificios de las tapas. Los iones que pasan por los orificios de la tapa inferior son

capturados por un fotomultiplicador y finalmente son detectados con gran sensibilidad. 26288
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Figura 11. Espectrémetro de masas de trampa idnica.

Los espectrometros de masas de cuadrupolo son normalmente compactos, baratos y
robustos. También ofrecen la ventaja de emplear tiempos de barrido bajos (esto es < 100
ms), lo que es particularmente Util para realizar barridos de picos cromatograficos a tiempo
real; por lo consiguiente son los de utilizacién mas frecuente. Los espectrémetros de masas
de tiempo de vuelo, desde el punto de vista de la resolucién y reproducibilidad, no son tan
satisfactorios como los de cuadrupolo. Sin embargo, algunas ventajas compensan
parcialmente estas limitaciones como son la simplicidad y la robustez, el facil acceso a la
fuente de iones y el virtualmente ilimitado intervalo de masas. Los espectrémetros de trampa
idnica son robustos, compactos y mas econdmicos que los instrumentos de cuadrupolo. Esté
instrumento es capaz de resolver iones que difieren en una unidad de masa en el intervalo de
masas de 500 a 1000, 2288

Comercialmente son asequibles varios tipos de detectores para espectrometros de masas. El
multiplicador de electrones de dinodos disefiado para la deteccién de iones positivos es el
detector de eleccion. Este detector es muy parecido al detector fotomutiplicador utilizado
para la radiacion ultravioleta-visible; cada dinodo se mantiene a un potencial mas alto que el
anterior. El catodo y los sucesivos dinodos tienen superficies de Cu/Be de las que se emiten

rafagas de electrones al ser alcanzadas por iones o electrones de elevada energia. Se pueden
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adquirir multiplicadores de electrones con 20 dinodos, que proporcionan una ganancia de
corriente de 10’. En general, los multiplicadores de electrones son robustos, seguros y
capaces de suministrar ganancias de corriente elevadas y tiempos de respuesta de

nanosegundos. 26288

El espectro de masas de un compuesto puro ofrece valiosa informacidon para fines de
identificacion cualitativa, siendo la determinaciéon del peso molecular lo mas importante, si
bien la fragmentacién de la molécula puede ayudar en gran medida a la identificacion del
compuesto. Ademas, el estudio de los modelos de fragmentacion que se pone de manifiesto
en el espectro de masas a menudo proporciona informacién sobre la presencia de varios
grupos funcionales. Finalmente, la identidad real de un compuesto puede establecerse a
menudo por comparacion de su espectro de masas con los de compuestos conocidos hasta
llegar a una total coincidencia. Para aquellos compuestos que dan el ion molecular o un ion
molecular protonado, el espectrémetro de masas es una herramienta insuperable para la
determinacion del peso y/o formula molecular. Esta determinacion, requiere la identificacion
del pico del ion molecular o en algunos casos el pico (M+1)* o (M-1)*. La localizacién del pico
en la abscisa da entonces el peso molecular con una precisién que no puede alcanzarse por
ningun otro método. Su campo de interés abarca todas las areas donde sea preciso la
identificacion de compuestos: quimica organica, inorganica, bioquimica, quimica agricola,
tecnologia de los alimentos, medicina, etc. Las aplicaciones analiticas de la espectrometria de

masas son muy variadas y las mas prometedoras son: %%

A. Elucidacion estructural de moléculas organicas.

B. Identificacién y analisis cualitativo y cuantitativo de picomoles de analitos sélidos, liquidos
y gaseosos en estado puro o en mezclas complejas (previa separacion cromatografica, p.
e., por CG o CLAE).

Identificacion, deteccidn y cuantificacion de trazas.

Metabolismo de los farmacos.

Quimica forense.

mm o 0

Estudios de contaminacion del medio ambiente (andlisis de aguas superficiales, potables y
residuales, deteccion de pesticidas, herbicidas e insecticidas, deteccion de surfactantes,

deteccién de colorantes azo sulfonatos).
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G. Caracterizacion de aromas, de proteinas, de vinos, de polimeros, de lacas, de pinturas, de
ceras, analisis de péptidos, proteinas y nucledtidos.

H. Andlisis de procesos industriales, control de calidad de productos en quimica fina e
industria farmacéutica.

I. Analisis isotdpico en Hidrologia, Metereologia, Geologia, Geocronologia y Geoquimica,
Paleoclimatologia, Agricultura y Alimentacion, Medio Ambiente; Biomedicina, e Industria

Nuclear.

1.11. Cromatografia de liquidos de alta eficiencia acoplado a espectrometria
de masas.

Los espectrometros de masas se pueden acoplar a la cromatografia de liquidos de alta
eficiencia, lo cual permite obtener informacidn cualitativa y cuantitativa de los componentes
de una mezcla. El espectro puede ser muy selectivo de los analitos que interesan. Esta
selectividad facilita las exigencias de la preparaciéon de la muestra o la separacion
cromatografica completa de los componentes de la muestra. Cuando se trabaja en un modo
que es muy selectivo de un analito determinado, el espectrometro de masas disminuye la
relacién sefal-ruido en analisis cuantitativo y aumenta el limite de detecciéon del analito. El
mayor problema a resolver en el desarrollo de ambos métodos acoplados es que en la
croromatografia de liquidos se opera a alta presion, temperatura proxima a la ambiente y
flujos de liquido relativamente altos, mientras que la espectrometria de masas opera con
gases en un alto vacio y a temperatura elevada. Ademas, cuando se usa espectrometria de
masas se deben evitar los aditivos no volatiles en la fase moévil (como el amortiguador de
fosfatos). Esta falta de compatibilidad se concreta en tres problemas que hay que resolver

para poder usar este acoplamiento: *%2%%

A. Flujo de la fase movil.

B. Caracter de la fase movil.

C. Caracteristicas de los compuestos eluidos.
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Estos problemas se han tratado de resolver por medio de diferentes interfases; como las
interfases de introduccidn, en las que se pretende eliminar la fase mdvil de forma que la
muestra llegue a la cdmara de ionizaciéon en condiciones que permitan registrar su espectro
mediante impacto de electrones o las interfases de introduccion e ionizacion, en estas se
intenta conseguir una ionizacion suave de la muestra, sin pretender eliminar por completo la

fase mévil que se utiliza a veces en el proceso de ionizacidn. 26-28°8

De los muchos métodos que se han utilizado para introducir el eluato de una columna
cromatografica en el entorno de alto vacio de un espectrometro de masas, los mas frecuentes
son Jjonizacion quimica a presion atmosférica y electronebulizacion asistida con un gas. La
ionizacion quimica produce iones gaseosos a partir de moléculas neutras de analito que hay
en la disolucién. La electronebulizacion pasa los iones preexistentes en la disolucion a fase

gaseosa, pero no crea nuevos iones, 20288

La ionizacién quimica a presion atmosférica utiliza calefaccion y un flujo coaxial de nitrégeno
(Figura 12). Esta técnica es probablemente el acoplamiento (interfase) mas versatil entre la
cromatografia de liquidos y la espectrometria de masas, por que es aplicable a muchos tipos
de analito y puede aceptar flujos convencionales en cromatografia de hasta 2 mL/min. Por lo
general, para que el analito (M) pueda ser observado, debe ser capaz de formar el ion
protonado (M+H)*. Normalmente, existe poca fragmentacion de iones en un espectro de
masas obtenido mediante ionizacion quimica a presion atmosférica. Los espectros son faciles
de interpretar, pero dan poca informacion estructural, fuera del peso molecular. Los analitos

inestables se podrian descomponer a una temperatura de 125°C en el aerosol. 26-%°8
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Figura 12. Ionizacion a presion atmosférica.
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Comentario [AAV14]: Coloide
, suspension de particulas
diminutas de una sustancia,
llamada fase dispersada, en otra
fase, llamada fase continua, o
medio de dispersion.

Tanto la fase dispersada, como el
medio de suspension pueden ser
solidos, liquidos o gaseosos,
aunque la dispersion de un gas en
otro no se conoce como dispersion
coloidal. Un aerosol es una
dispersion coloidal de un sélido en
un gas (como el humo de un
cigarro) o de un liquido en un gas
(como un insecticida en spray)




En la ionizacién quimica a presion atmosférica, una carga corona de alto voltaje, aplicada a
una aguja, inyecta electrones en el aerosol donde puede desencadenar una serie de
reacciones quimicas, en las que se forman cationes y aniones. El analito protonado (M+H)*

se puede formar de la siguiente manera: 26288

N, +e — Ny¥ +2e

N +2N2  — 5 N47+N

NP+ H,O ) HO"+2N;

H0* +H,0 ~ ——> H;0" +OH

H;0" + nH,0 > H30%(H0)n
H30*(H,0)n + M —» MH' + (n+1)H0

El analito M podria formar un anién por captura electronica:

M+e —» M-

Una molécula (X-Y) en el eluato podria dar origen a aniones mediante reacciones como:
X-Y+e —X+Y

La especie Y™ podria sustraer un proton de un analito débilmente acido, AH:

AH +Y ___ » A +HY

La ionizacion por electronebulizacion (electrospray), también llamada nebulizacion idnica, se
encuentra ilustrada en la figura 13. Se aplica a la salida del capilar del cromatdgrafo un fuerte
campo eléctrico a la vez que una corriente coaxial de N, crean un fino aerosol de particulas
cargadas. Los iones que eventualmente se vaporizan a partir de las gotitas de aerosol ya
estaban presentes en la disolucion que pasa por la columna cromatografica. El aerosol estara

cargado positivamente, si el potencial del capilar es positivo respecto a la entrada del

espectro de masas. Y es negativo, si el voltaje del capilar es negativo. Por ejemplo, se
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pueden observar bases protonadas (BH") y acidos ionizados (A") mediante el ajustar del pH
del eluyente para favorecer BH™ o A” seglin se desee. Se forman otros iones en fase gaseosa
por reaccion entre el analito M (que podria ser neutro o cargado) e iones estables que ya

hubiera en la disolucién. Se pueden citar como ejemplos:26288

MH* (masa = M+1)

M(NH4*) (masa = M + 18)

M(Na)* (masa = M + 23)

M(HCO;") (masa = M + 45)

M(CH3CO;") (masa = M + 59)

Como ocurre en la ionizacion quimica a la presidn atmosférica, se produce poca

fragmentacién de analito y los espectros de masas son muy simples. 26288

La figura 13a proporciona con mayor detalle el proceso de ionizacion. El voltaje impuesto al
eluato a la salida del capilar metalico crea un exceso de carga en el liquido por reacciones
redox. Si el capilar esta polarizado positivamente (como se indica en la figura 13b), la
oxidacién que tiene lugar en la salida enriquece el liquido en cationes. Por ejemplo, se puede

oxidar el capilar de acero o el agua del disolvente: %288

Fe(s) —> Fe*" +2¢

HO() ——» 120, + 2H" + 2¢e

Los electrones procedentes de la oxidacion circulan a través del circuito externo v,

eventualmente, neutralizan cationes gaseosos a la entrada del espectro de masas. 25288
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El liquido cargado que sale del capilar forma un cono, y luego un hilo fino que finalmente se
rompe en una nube de gotitas muy finas. Las gotitas se reducen a un diametro de ~1 mm
por evaporacion del disolvente, hasta que las fuerzas repulsivas de las cargas en exceso
igualan las fuerzas de cohesién debida a la tensidn superficial. En este punto, las gotitas
empiezan a romperse en diminutas particulas de diametros del orden de 10 nm. Los iones

gaseosos se forman eventualmente a partir de esas minlisculas particulas. 26:28,58
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Figura 13. Electronebulizacion.

1.12. Deteccion selectiva con un espectrometro de masas.

El modo mas simple de usar un espectro de masas como detector cromatografico es
mediante la corriente idnica total de todos los iones que llegan al detector. De esta manera
un espectro de masas, simplemente, detecta todo lo que puede ser ionizado procedente de la
muestra que viene de la columna. O bien, el espectro puede ser selectivo mediante la

corriente idnica de una masa determinada. La selectividad y la relacién sefial-ruido se pueden
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mejorar aun mas mediante el acoplamiento de un espectrometro de masas a otro. En este
instrumento el primer espectrometro sirve para aislar los iones moleculares de varios
componentes de una muestra. Estos iones se introducen entonces uno detras de otro en un
segundo espectrometro de masas. Esta técnica se llama espectrometria de masas en tandem
(a menudo abreviada como EM-tandem). El primer espectrometro en un instrumento en
tdndem estd normalmente equipado con una fuente de ionizacion suave (a menudo una
fuente de ionizacion quimica) para que la salida de iones sea predominantemente de iones
moleculares o iones moleculares protonados. Estos iones pasan entonces a la fuente de
ionizacion del segundo espectrometro. Normalmente esta segunda fuente de iones consiste
en una camara de colisiones sin campo en la que se bombea helio, nitrégeno o argon. Las
colisiones entre los iones progenitores de movimiento rapido y los dtomos del gas reactante
producen la fragmentacion de los primeros iones dando numerosos iones denominados iones
hijos. El espectro de estos iones hijos se efectla entonces por el segundo espectrémetro.
Este proceso se muestra en la figura 14 con un espectrometro de cuadrupolo doble de
masas. La mezcla de iones entra en el cuadrupolo Q1, que deja pasar iones precursores de
una masa dada a una segunda fase Q2. La segunda fase deja pasar todos los iones producto
de determinada masa a la tercera fase Q3 de separacidon. En Q2 se encuentra una celda de
colision que esta llena de helio, nitrégeno o argon. El ion precursor seleccionado por Q1
choca con atomos del gas reactante con suficiente energia para romperse en fragmentos
llamados iones producto. El cuadrupolo Q3 selecciona sdlo una clase de iones producto que
son los que llegan al detector. La espectrometria de masas tandem es extraordinariamente

selectiva respecto al analito de interés, 262858

Entrada del gas de calisién (N, o Ar)

Separador Detalle de la Separador Detector
cuadrupelo de masas célula de colision cuadrupolo de masas
Q1 Q2 Q3
Vezcla de iones procedentes lon precursor lones producto lon seleccionado
ki columna cromatografica (ion madre) (iones descendientes) para la deteccion

Figura 14. Fundamento de la espectrometria de masas tandem.
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El gran avance en el analisis de mezclas complejas organicas y bioldgicas se inicio cuando los
espectrometros de masas se combinaron primero con un cromatégrafo de gases y después
con la cromatografia de liquidos. La espectrometria de masas en tandem parece ofrecer las
mismas ventajas que la CG/EM y CL/EM pero es significativamente mas rapida. Mientras que
las separaciones en una columna cromatografica se alcanzan en una escala de tiempo de
unos pocos minutos, en el primero de los dos espectrometros de masas se completan
separaciones igualmente satisfactorias en milisegundos. Ademas, las técnicas cromatograficas
requieren la dilucién de la muestra con un gran exceso de fase mdvil y la siguiente
eliminacion de la fase mdvil, lo que aumenta mucho la probabilidad de introducir
interferencias. Como consecuencia la espectrometria de masas en tandem es potencialmente
mas sensible que cualquiera de las otras dos técnicas cromatograficas acopladas, ya que el
ruido asociado con su uso es generalmente menor. Una desventaja de la espectrometria de
masas en tandem con respecto a los otros dos procedimientos cromatograficos es el costo del

equipo requerido. 26288
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2. RESULTADOS Y DISCUSION.

2.1. Estabilidad de la dietilamida del acido lisérgico.

Con respecto a la estabilidad del LSD en solucidon y en muestras bioldgicas, lo descrito en la
literatura cientifica no es consistente y esto ha provocado una incertidumbre de como deben
manejarse y almacenarse estas muestras. No obstante, Reuschel y col. *° se enfocaron a la

estabilidad del LSD y encontraron que las concentraciones de LSD en muestras de orinaL

a la incandescencia normal de la luz del sol en el laboratorio no varian mas del 10 % en un
periodo de cuatro semanas; las concentraciones de LSD en muestras de orina almacenadas
en frascos de vidrio y expuestas a la incandescencia normal de la luz del sol en el laboratorio
varian un 10 % en un periodo de 13 h y reportaron que el LSD es estable en orina a -4 °C
por cuatro semanas, a -16 °C por 45 dias y a -20 °C por tres meses en muestras protegidas
de la luz. Asi mismo, las concentraciones de LSD en orina no cambiaron significativamente
cuando se almacenaron a 25 °C por cuatro semanas en contenedores de vidrio ambar o de
polietileno no transparente; pero existid una perdida de un 30 % de LSD a 37 °Cy un 40 % a
45 °C, en los mismos contenedores y por el mismo periodo. Ademas, se debe evitar la
presencia de cationes metalicos, como el Fe®*, el cual es capaz de catalizar la descomposicién
del LSD en soluciones amortiguadoras y en orina. La isomerizacion de LSD a /so-LSD puede
ocurrir en alcohol a 0 °C. Por esta razdn, las soluciones stock de LSD deben prepararse en
acetonitrilo (ACN) antes que en metanol (CHsOH) o agua (H,0).

Skopp G. y col. *° evaluaron la estabilidad del LSD, norLSD y O-H-LSD en orina, analizando
las muestras por CLAE-EM-tandem. La estabilidad se evalu6é en una alicuota de 2.5 mL de
orina libre de droga a un pH = 6.5, en un vial de vidrio Tipo I cubierto con aluminio y con

concentracion final de 5000 pg/mL y se almacenaron a -20 °C, 4 °C y 22 °C por siete dias

protegidos de la luz. Dos series mas fueron almacenadas, una a 40 °C protegida de la luz y
otra a 22 °C expuesta a la luz natural en una ventana, ambas por tres dias. Cada
experimento se realizd por triplicado y a cada muestra se le realizd una extraccion en fase

solida (EFS) y fueron analizadas dos veces por CLAE-EM-tandem. Los resultados finales
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indicaron que todas las muestras almacenadas a -20 °C son estables por el periodo
establecido, mientras que en las muestras almacenadas a 40 °C las concentraciones de los
analitos (LSD, nor-LSD y O-H-LSD) indiscutiblemente disminuyen. A 4 °Cy 22 °C son estables
solo por tres dias. Con las muestras expuestas a la luz natural en la ventana las
concentraciones de los analitos disminuyeron rapidamente y después de un dia de
almacenamiento, la concentracion del LSD se redujo en aproximadamente un 3 % de la
concentracion, mientras que las concentraciones de n0r~LSD y O-H-LSD disminuyeron a un 21
% y 69 % de su concentracion inicial, respectivamente. La importancia relevante de estos
resultados, es que se encontrdé que el O-H-LSD es el analito con una estabilidad similar o
inclusive mejor a la del LSD; y que junto con las altas concentraciones determinadas en orina,

se facilita la determinacion del uso LSD, mediante el analisis del O-H-LSD.

2.2, Métodos analiticos para la determinacion de LSD y algunos de sus

metabolitos.

La determinacion y cuantificacion del LSD en orina es todo un reto para la quimica analitica,
debido a varios factores, entre los que destacan: (1) las dosis administradas de esta droga
alucinégena son bajas (tipicamente entre los 20 a 150 png), (2) es ampliamente metabolizada
y menos del 1 % de la droga se excreta sin biotransformacion, (3) posee un tiempo de vida
media relativamente corta de 3.6 horas y (4) su estabilidad limitada a las temperaturas altas
o la luz. En conjunto, estos factores contribuyen a que la droga posea un tiempo de deteccién
corta de 12 a 22 h, cuando se usa al LSD como analito blanco. Actualmente, se han
desarrollado un gran nimero de métodos para la determinaciéon y cuantificaciéon de LSD a
concentraciones bajas o mediante uno de sus metabolitos que se excrete en orina en
concentraciones altas por un periodo mas largo de tiempo. Afortunadamente, progresos
significativos se han logrado en ambas areas y cada uno de estos métodos presenta sus
respectivas ventajas o desventajas con respecto a la sensibilidad, precision y/o su simplicidad

de uso. 283132

69



Entre los métodos disponibles, debemos mencionar primero las pruebas presuntivas o de
“screening”, que basicamente se basan en inmunoanalisis en sus distintas variantes. Entre los
métodos confirmatorios podemos citar la Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia con
Detector de Fluorescencia (CLAE-DF), la Cromatografia de Gases Acoplado a Espectrometria
de Masas o Espectrometria de masas en tandem (CG-EM o CG-EM-tandem), la Cromatografia
de Liquidos de Alta Eficiencia Acoplado a Espectrometria de Masas o Espectrometria de masas
en tandem (CLAE-EM o CLAE-EM-tandem) y en la actualidad la Electroforesis Capilar con

Detector de Fluorescencia Inducida por Laser, 28:31-3256-57

Durante el periodo que abarca esta revision (1985-2002) se han realizado importantes
avances en el desarrollo de los métodos cromatograficos y en la espectrometria de masas
para la deteccidn y cuantificacién de LSD y algunos de sus metabolitos en distintas matrices
bioldgicas. Los métodos basados en CG-EM o CG-EM-tandem continGian siendo de gran uso y
de constante desarrollo, principalmente por que estos instrumentos se encuentran
ampliamente disponibles en los laboratorios de toxicologia. No obstante, el empleo de la
CLAE-EM o CLAE-EM-tandem se ha incrementado en los Ultimos afios, esto debido a las
mejoras en la técnica y a la disminucién de precio de tales instrumentos. A continuacion se
presentan dos tablas con un resumen de los principales métodos existentes; en la tabla 1 se
resumen los principales métodos por CG-EM o CG-EM-tandem y en la tabla 2 se resumen los

principales métodos por CL-EM o CL-EM-tandem, 283132
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Tabla 1. Resumen de los principales métodos por CG-EM o CG-EM-tandem para el analisis de LSD y algunos de sus metabolitos.

Condiciones cromatograficas

. Columna y/o Gasy . . .
Analito . .z . Condiciones del espectro Limite de Limite de . .
Ref. y Matriz Tipo de extraccion Programa de velomd_ad de de masas deteccion cuantificacion Ventajas Desventajas
temperatura flujo
15m X 0.25 mm D.l. EM: Modalidad de impacto En el método se No se r.ep°”a el
Cloruro de Ten’;%eoragjra inicial de Heli electrénico a 70 eV a una determino la IITfI.te d.e,
LSD . °C, que se elio o ) . cuantificaciéon y
42 Orina sod|o/CIorgro de n- incrementa a 290 °Ca  (1.26 mL/min.) temperatgra de 200'2.50 C 29 pg/mL N/R Imeghq’ad, la algunos parametros
butil o . y en monitoreo selectivo de precision y el s
20 °C/min. y es iones recobro de la validacién se
mantenida por 3 min. : omitieron
12m X 0.20 mmD.L, EM/EM: lonizacién quimica Un método
LSD 0.33um. Temperatura con amoniaco como gas 10 pg/mL LSD? 20 pg/mL LSD* prometedor para Bajos niveles de
iso-LSD inicial de 175°C (por S reactante, a una 10 pg/mL iso-LSD® 25 pg/mL iso-LSD? el analisis de recobro y poca
43  nor-LSD T;I:tigﬁ/oC(lgrgr\(l)/\?)e 0.8 min.), que se '?é(;rzﬂsg;) temperatura de 150 °C, en 100 pg/mL nor- 400 pg/mL nor- trazas de LSD, informacion
Orina 'y ’ incrementa a 298°C Q2 con Argon, presion de LSD? LSD? iso-LSD y nor- respecto a la
Sangre (por 3-5 min.) a 19 30-40 % y un voltaje de 45 10 pg/mL nor-LSD® 50 pg/mL no-LSD" LSD en orina 'y validacion
°C/min. eVv. sangre
30mX0.25mmD.l,
Cloruro de n- 0.25 um. Temperatura EM: Modalidad de Un método simple  No se especifica el
44 ISP putiCiclohexano  Micial @ 150 °C por 2 N/E monitoreo selectivo de N/R N/R y répido parala  gas acarreador ni el
Suero (1) min. y incrementa a iones. determinacion de  limite de deteccion
’ 290 °C por 25 min. A ’ LSD en suero y cuantificacion
30 °C/min.
15m X 0.25 mm D.I. Conversién de
Temperatura inicial de EM: En modalidad de is0-LSD a LSD. lo Bajos valores de
LSD 160 °C (por 1 min.) y Helio ionizacion electronica, con : X recobro y limites de
45 . 1-Clorobutano A ) ) 25 ng/mL 50 ng/mL que incrementa la L
Orina se aumenta a 300 °C (1.4 mL/min.) un voltaje del detector de concentracion del deteccion y
(por 3 min.) a 30 800-1000 V. ) cuantificacién altos
°C/min. analito
15mX0.25mmD.l.,
Hidréxido de amonio I?Hilsaf;m ;'Oer:]gzr:rn;re; EM/EM: lonizacién No es necesario Conversion de LSD
o . : - P
46 LSD al 2'A> enlCIoruro de min. y se aumenta a Helio ) electroryca a 80 pA, con 20 pg/mL 80 pg/mL la formacion de a iso-LSD durante
Orina  metileno/isopropanol o o ) (1.4 mL/min.) espectrometro de trampa . el proceso de
. 220 °C a 30 °C/min. y o un derivado -
(78:20 v/v) . idnica. extraccion
se incrementa a 280
°C a 20 °C/min.
LSD 15m X 0.25mm D.l., rimi?gsdr?]tléﬁdos No se reportan los
O-H- Acetato de etilo con  0.25 mm. Temperatura EM/EM: lonizacién quimica por CG en los que valores del limite de
47 Hidréxido de amonio inicial a 175 °C por 0.8 Hidrégeno ' onqg N/R N/R P a deteccion y
LSD o A con amoniaco. se detecta y e
- al 4% min. y se aumenta a ) cuantificacién para
Orina S o . cuantifica O-H- :
298 °C a 20 °C/min. LSD los analitos

N/R: No reportado. N/E: No especificado

a = lonizacién quimica de ion negativo. b = ionizacién quimica de ion positivo.

EM = Espectrometria de masas y EM-tandem = Espectrometria de masas en tandem.

O-H-LSD = 2-ox0-3-hidroxi-LSD
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Tabla 2. Resumen de los principales métodos por CL-EM o CL-EM-tdndem para el andlisis de LSD y algunos de sus metabolitos.

Condiciones cromatograficas

Analitoy .. L. Columna y/o - Condiciones del Limite de Limite de . .
Ref. N Tipo de extraccion Fase movil L. e . Ventajas Desventajas
Matriz temperatura espectro de masas deteccion cuantificacion
AceK::rgglclg;k/I:;taarlglgAe0|do Método que Método solo
LSD C-18 de 150 mm Amonio (30 %/30 %/0.1 EM: Modalidad de permite detectar  experimental, que
48 Orina Inmunoafinidad X0.3mmD.l., 3 %/40 %) coon un:z ’ monitoreo selectivo de N/R N/R LSD a requiere a un ser
um. velogidad doe fluio de 3.5 reaccion. concentraciones optimizado y
wimin I ’ de ppt validado
EM: Con interfase de
] Formiato de amonio 2 mM eleclt?gézpar:;mcggrﬂujo esl\:l)ztcc:'?i(?o Realmente pocas
49 noLriDSD dietl’|iC0/$(t)(|3L:en0 (6:4 C-18 de 150 mm ((;)(;-'33(} /V'?:Ic)e;grr:ltlmg del gas nebulizador de %é ?)g//nnqwll: Ir_1§rD- 50 pg/mL LSD sensible y r:;?;:rn;?:JZ’isglge
Ori ’ X 1mmD.lL S : 0.95 L/min.;con flujo de 100 pg/mL nor-LSD  preciso para el .
rina vIv) velocidad de flujo de d LSD i estabilidad con el
20 ul/mi corte de 1.16 L/min. y analisis de LSD método propuesto
pi/min. un voltaje de orificio de y nor-LSD prop!
20 V.
No se reportan
Método datos de exactitud y
Buffer de acetato 0.1 M EM: Con interfase de especifico precision y los
Hidroxido de amino (pH 8) /Acetonitrilo- ionizacion por pec ’ limites de
LSD C-18 de 125 mm sensible y
50 Orina al 2% en cegato de X 3mm D.1. 3 um Trietilamina (75:25:0.25, electrospray, y un 10000 pg/mL 500 pg/mL reciso para el cuantificaciéon y
etilo Sl Hm- v/viv) con una velocidad  voltaje de orificio de 20 preciso p deteccion son
; analisis de LSD ;
de 0.5 mL/min. V. relativamente altos
y nor-LSD o
en comparacion con
otros métodos
Buenos limites No se valido con
de deteccion y respecto a los
. Buff(?r de acetato de EM: lonizacién quimica cuantificacion, parametros
O-H-LSD Cloruro de Eclipse XDB-C-18 amonio 0.01 M (pH 8)- an un espectrometro 200 pg/mL O-H- 400 pg/mL O-H- uno de los sugeridos v el
51 norLSD metilenofisopropanol  de 150X4.6mm  Acstonitrilo (80:20, viv)y g0 - SSPEETITE LSD LSD o e de
Orina (95:5 vIv) D.,35um. trietilamina 0.02 %) a una as. P N/R nor-LSD N/R nor-LSD P g P el
velocidad de 0.8 mL/min. lonica. meéto "0S para g)(_trac_(:’lon u
determinar O-H- purificacion de la
LSD muestra son largos
Método simple y
Agua-Acetonitrilo (40:60,  Tandem-EM: Con valdado para la
LSD . Spherisorb 5RP v/v) con 0.1 % de &cido interfase de ionizacion Realmente un
52 iso-LSD BUffeE)ii?i;?:mO Y 8Sde100X2.1 férmico y formato de por electrospray, 10 piglor?ll:sleD e 20 pigslon_wll_.sleD e 20de/|f|13 aun método con pocas
Orina mm D.1., 5 um. amonio a una velocidad ajustado a un voltaje P9 Y

de 400 pl/min. de 5.2 kV.

procedimiento
de extraccion
rapido

desventajas

N/R: No reportado. N/E: No especificado

a= lonizacion quimica de ion negativo. b= lonizacién quimica de ion positivo.

EM= Espectrometria de masas y EM-tandem= Espectrometria de masas en tandem.

O-H-LSD= 2-ox0-3-hidroxi-LSD
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2.3. Pruebas presuntivas (Inmunoanalisis).

Los inmunoandlisis son pruebas que usan anticuerpos para identificar y medir la
cantidad de sustancias quimicas. En toxicologia forense este tipo de andlisis se emplea
tipicamente como pruebas presuntivas en muestras bioldgicas para identificar y
cuantificar el antigeno que corresponda a la droga de abuso. Los anticuerpos son
moléculas glicoproteicas, denominadas como inmunoglobulinas (Ig) y existen cinco
diferentes clases de inmunoglobulinas: IgG, IgM, IgA, IgE e IgD producidas vy
segregadas por los linfocitos B de los mamiferos en respuesta a la presencia de
sustancias extranas (antigeno) en el organismo. Un antigeno puede definirse como todo
aquel material soluble o particulado capaz de despertar una respuesta inmune en un
animal inmunoldégicamente competente. Este fendomeno bioldgico ha sido aprovechado
para obtener el suero que contiene anticuerpos especificos hacia compuestos que
previamente se introdujeron en animales hipersensibles. Este suero (denominado
antisuero) es entonces usado para desarrollar pruebas de laboratorio que identifiquen el
compuesto de interés. Todas las clases de inmunoglobulinas estan presentes en la
sangre, pero la IgG es la clase dominante y ademas es una importante proteina sérica
(el suero de los seres humanos normales contiene entre 8 y 16 mg/mL de IgG). Los
anticuerpos IgM se inducen en la sangre en las primeras fases de la respuesta
inmunitaria y los IgA se segregan en los fluidos gastricos y pulmonares, en el sudor y en
la saliva. La IgE media las respuestas anafilactica (liberadora de histamina) y alérgica y
puede ser importante en la proteccidon frente a los parasitos y la funcion de la IgD
circulante no se conoce bien. Los anticuerpos se unen especificamente con el antigeno
que desencadeno su produccion, con base a la composicion y orientacion espacial de la
molécula. Asi los anticuerpos pueden no acoplarse a sustancias que son disimiles al
antigeno pero también pueden unirse a otras que son estructuralmente similares. La
uniéon a compuestos relacionados estructuralmente es conocida cominmente como
reactividad cruzada. Las moléculas de peso molecular inferior a los 2000 dalton, por
ejemplo la metanfetamina de 149 dalton no son antigénicas, pero uniendo esta
molécula a otra de mayor peso molecular para formar un conjugado se vuelve

antigénica. Estos materiales reciben el nombre de antigenos conjugados y los mas
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ampliamente utilizados consisten de un acarreador, generalmente proteico, acoplado a
una molécula relativamente simple llamada hapteno. La mayoria de las veces los
conjugados de este tipo se preparan cuando se quieren producir anticuerpos dirigidos

en contra del hapteno (Figura 15). 333

0]
L )
CHZ—CHfNH + BT(CH2)4 —N
O/
Metanfetamina N-(4-bromobutil)ftalimida

CH; CH,

CH2 —CH— Nf(CH2)4NH2

|

Hapteno
CH; CH,4

| ‘
CHy; —CH—N—(CH,),— N—Proteina

Estructura inmunogénica

Figura 15. Ejemplo de un conjugado inmunogénico.

De forma natural los animales producen un antisuero policlonal, esto significa, que se
encuentran tipos diferentes de anticuerpos, cada uno con diferente afinidad al
compuesto de interés en base a la parte de la estructura del compuesto que reconocen.
En la actualidad con el desarrollo de la tecnologia hibridoma se puede obtener antisuero
monoclonales. La figura 16 resume la produccion de anticuerpos policlonales vy
monoclonales. La produccién de anticuerpos policlonales es simple: se inyecta el
inmunogénico, se colecta la sangre y entonces se separa el antisuero. La produccion de
un antisuero con las propiedades requeridas es relativamente facil, las variables que lo
afectan son: la respuesta inherente del animal y el tiempo de respuesta; sin embargo,

esto es mas dificil de lograr de lo que aparenta. Ademas, el animal huésped, usualmente
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un conejo, oveja o cabra, requieren ser bastantes grandes para obtener volimenes

suficientes de sangre a drenar sin causarles algdn dafio o la muerte. 334

En la sangre de quienes sufrian una forma de tumor maligno denominado mieloma
multiple se encuentro una concentracion elevada de un tipo de anticuerpo. En la década
de 1970 los cientificos descubrieron como fusionar estas células del mieloma con
linfocitos procedentes de tejidos que habian sido expuestos a un antigeno. Las células
hibridas resultantes (hibridomas) producian grandes cantidades de anticuerpos de un
tipo especifico (clones), que se denominaron anticuerpos monoclonales. Mediante la
seleccion del hibridoma apropiado, se pueden obtener anticuerpos puros que se
combinan con cualquier sustancia extrafia elegida. El empleo de anticuerpos
monoclonales se ha convertido en una herramienta de gran valor en biologia y
medicina, ya que es posible combinar lineas puras de anticuerpo, y por lo tanto marcar
o identificar, con las sustancias que componen las células y los tejidos. Las células
cancerigenas son necesarias, ya que las células normales mueren después de cierto
numero de replicaciones. El antisuero producido es especifico para el analito y se

pueden conservar sus caracteristicas, si la linea celular seleccionada se mantiene. 3334
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Figura 16. Produccion de anticuerpos policlonales y monoclonales
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El radioinmunoanalisis (RIA) es la técnica de mayor empleo para determinar LSD,
principalmente en orina, como lo demuestran los primeros trabajos realizados por
Taunton-Rigby A. y col.*® Ellos obtuvieron un anticuerpo especifico para LSD, mediante
la inmunizacién de conejos con un conjugado de LSD-Albumina de suero humano.
Mediante pruebas para determinar las posibles reactividades cruzadas (el grado de
respuesta a un compuesto que no es el analito de interés) se ensayaron 50 compuestos
relacionados al LSD y se encontr6 que el antisuero producido es altamente especifico y

es posible detectar hasta 20 pg de LSD en orina. Solo un compuesto proporciond una
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reaccion cruzada significativa, el cual es el /evo-LSD a una concentracion de 50 ng y
para los demas compuestos evaluados se requirieron concentraciones mayores a los 1
ug para obtener una reactividad cruzada significativa.®® Trabajos posteriores realizados
por Ratcliffe AW. y col.>* diferenciaron la obtencién de anticuerpos para LSD, mediante
la inmunizaciéon de conejos por medio de un conjugado de LSD-Albumina de suero
bovino via nitrogeno del indol (antisuero I) y otro mediante la inmunizacién de un
carnero por medio de un conjugado de LSD-Albimina de suero de carnero via grupo
amida (antisuero II). Mediante pruebas de reactividad cruzada con los metabolitos del
LSD y compuestos relacionados estructuralmente, se observéd una diferencia notable en
la especificidad, debido a la posicion de acoplamiento del hapteno Las pruebas revelaron
que el antisuero I tiene una especificidad similar a la descrita por Taunton-Rigby A y
col.®®, ya que se utilizd el mismo método y ambos son especificos para LSD, aunque su
antisuero I es menos reactivo con el isomero levo de LSD. Mientras que el antisuero II

presentd menos reactividad cruzada con alcaloides del cornezuelo, tales como la

estructura. Este mejoramiento en la especificidad presentada por el antisuero II se debe
probablemente a que el hapteno difiere del LSD, no solo en la sustitucion de un atomo
de hidrégeno inddlico como sucede con el hapteno empleado en la obtencion del
antisuero I, sino que se encuentra separado de la proteina por una cadena de seis
atomos de carbono. Aun asi estos antisueros presentan reactividad cruzada con los
principales metabolitos del LSD y cuando se evaluaron con muestras de orina obtenidas
después de la administracion de LSD, se obtuvieron valores altos, por la presencia de

los metabolitos.

Por tal motivo se prefiere el andlisis de lavado estomacal, que reflejara la concentracion
probable de LSD, siempre y cuando se disponga de esta muestra, debido a la ausencia o
baja concentracién de los metabolitos en esta. *73® Altunkaya D. y Smith RN.¥,
evaluaron un equipo comercial de radioinmunoanalisis para LSD en orina (Diagnostic

Products Corporation Coat-A-Count radioimmunoassay Kit), con varios tipos de
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estomacal. Ellos calcularon principalmente la concentracién de corte del LSD en las
muestras mencionadas; los valores determinados fueron de 60, 50-55, 180 y 180
pg/mL, respectivamente. Ademas, determinaron el por ciento de recobro y el coeficiente
de variaciéon (C.V.) para cada una de las muestras y todos sus resultados estan de
acuerdo a lo requerido para su aplicacién rutinaria en el analisis toxicoldgico. El
instructivo del equipo de radioinmunoanalisis indicaba que es especifico para LSD y
listaba algunos compuestos, incluyendo varios derivados del cornezuelo, que no son
detectados o la reactividad cruzada con estos era despreciable. No obstante, el estudio
reveld que existe reaccidén cruzada con varios compuestos que no estan incluidos en la
lista de manufactura y entre estos se encuentran el 2-oxo-LSD, metilpropilamida del

acido lisérgico (LAMPA), monoetilamida del acido lisérgico (LSM) y nor-LSD.

En la actualidad, se encuentran disponibles comercialmente varias técnicas de
“screening” por inmunoanalisis para LSD en orina. Entre estos principalmente EMIT II,
de las siglas en ingles de Enzyme-Multiplied Immunoassay Technique, producido por
Dade Berhring y CEDIA de las siglas en ingles de Cloned Enzyme Doner Immunoassay,
producido por Microgenics, ambas técnicas son inmunoanalisis fotométricos que usan la
respuesta cinética de una enzima para determinar la concentracién de un analito. Un
tercer tipo de inmunoandlisis para el LSD, producido por Diagnostic Products Corp
(DPC), comprende el radioinmunoanalisis (RIA) que involucra la medicion de la
radiactividad del LSD acoplado con I para determinar la concentracion del analito y de

sus metabolitos mas comunes.>®

En el trabajo realizado por Wiegand FR. y col.3®® compararon los inmunoanalisis EMIT II,
CEDIA y DPC RIA para la deteccion de LSD en muestras de orina. En su trabajo se
evalud la precision, exactitud y linealidad de los tres inmunoanalisis, con los resultados
obtenidos se demostré que el RIA exhibe los mejores C.V., seguido por CEDIA y por
ultimo EMIT II; la mejor exactitud es mostrada por CEDIA y RIA; en contraste EMIT II y
CEDIA poseen mejor linealidad, con un coeficiente de determinacién (r*) de 0.9809 y
0.9620, respectivamente, en comparaciéon con el de RIA que es de 0.9540. La

especificidad se evalud con compuestos de estructura y propiedades quimicas similares
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al LSD, productos comunes, farmacos de prescripciéon médica, algunas drogas de abuso
y algunos metabolitos del LSD. Los tres inmunoanalisis proporcionan reactividad cruzada
con los siguientes compuestos: nor-LSD y nor-iso-LSD, a una concentracion minima de
100 ng/mL para EMIT II y CEDIA; y de 10 ng/mL para RIA; para iso-LSD a una
concentracion minima de 50 ng/mL para EMIT II y CEDIA; y de 100 ng/mL para RIA;
para O-H-LSD a una concentracion minima de 100 ng/mL para EMIT II, CEDIA y RIA.
Con Ergonovina a una concentracion menor de 4000 ng/mL no interfiere para CEDIA,
pero si para EMIT II y RIA. Para lisergol a una concentracion menor de 50000 ng/mL no
interfiere para RIA, pero si para EMIT II y CEDIA. Otros compuestos como el maleato de
bromofeniramina, clorhidrato de imipramina y clorhidrato de metilfenidato interfieren
con EMIT II a una concentracion minima de 50000 ng/mL, pero no para los otros dos
inmunoanalisis. También EMIT II presenta reaccidn cruzada con otros 32 compuestos, y
aunque a las concentraciones en que se producen estas interacciones parecerian altas,
estas son facilmente alcanzadas por la administracion de estos compuestos.
Conjuntamente, se evalué la especificidad con 221 muestras de orina, que previamente
habian dado positivo por EMIT II. Estas muestras fueron re-analizadas por EMIT 1II,
CEDIA y RIA. De las 221 muestras que dieron positivo por EMIT II para LSD, solo 11
resultaron positivas por CEDIA (5 %) y tres por RIA (2 %); las tres muestras que dieron
positivo por RIA fueron analizadas por CG-EM y en ninguna se detecto LSD. Por lo tanto,

EMIT II posee una alta proporcién de reacciones cruzadas (baja especificidad).

Esta baja especificidad del inmunoanalisis por EMIT 1I, ya habia sido reportada en un
trabajo de Gagajewski A. y col.*. Ellos reportaron un caso, donde se tenian dos
muestras de orina que dieron positivo para LSD por EMIT II y CEDIA, pero al momento
de realizar la confirmacion por CLAE-EM, para LSD y O-H-LSD, no fue detectado ninguno

de los dos. Al revisar el instructivo de los inmunoanalisis y reconocer los posibles

compuestos que interferian en el analisis del LSD, se encontrd que el Fentanilo
proporciona falsos positivos a una concentracion mayor de 400 ng/mL. Revisando el
registro médico de ambos casos, se descubrid que el Fentanilo fue administrado 24
horas entes de realizar el “screening” para LSD en las muestras de orina y al realizar la

determinacién de este analgésico por CG-EM, para ambas muestras de orina se localizd
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una concentracion de 0.67 ng/mL y 0.7 ng/mL. Para establecer si este farmaco fue la
causa de los falsos positivos, se probaron de nuevo los inmunoanalisis CEDIA y EMIT II,
con dos muestras de orina de dos pacientes que previamente usaron parches
epidérmicos de Fentanilo. Los analisis dieron un falso positivo para LSD y este se
confirmo por CLAE-EM. Sus estudios, indicaron que se pueden obtener falsos positivos
para LSD por EMIT II y CEDIA, cuando se usa Fentanilo y que ademas interfieren los
metalitos de éste, puesto que las concentraciones de Fentanilo en las muestras de orina
son menores de a 40 ng/mL. En otro trabajo realizado por Ritter D. y col.*; investigaron
el alto porcentaje de falsos positivos por EMIT II, ellos re-analizaron 79 muestras de
orina que previamente dieron positivo por EMIT II para LSD. De estas muestras, ocho
se encontraban en cantidad insuficiente para ser re-analizadas y solo se re-analizaron
71 muestras con dos RIA de proveedores diferentes y todas ellas subsecuentemente
dieron negativo con ambos re-analisis. Para confirmar que los falsos positivos se
debieron a la presencia de otros compuestos que interfieren con el analisis, se
seleccionaron diez muestras al azar y se sometieron a la deteccion de LSD por CG-EM y
en ninguna se detecto al LSD. Para determinar los posibles compuestos que interfirieron
con el inmunoanalisis se pusieron a prueba 47 farmacos de prescripcion en muestras de
orina libres de farmaco. De estos 26 no interfirieron en la determinacién de LSD por
EMIT II a la concentracién de 1 mg/mL y estos farmacos son: acetaminofen, albuterol,
alopurinol, alprazolam, atenolol, cafeina, carbamazepina, clonazepam, diazepam,
flunitrazepam, gliburida, clorohidrato de tiazida, ibuprofeno, indometacina, librium,
lidocaina, lorazepam, metacualona, metocarbamol, nicotina, nifedipina, perfenazina,
fenobarbital, procainamida, ranitidina y temazepam; mientras que los 21 compuestos
restantes dieron lectura, entre los que se encontrd el Fentanilo. Lo cual confirma el

porcentaje alto de falsos positivos para este inmunoanalisis.

Con base a lo anteriormente mencionado, se puede concluir que el inmunoanalisis por
medio de CEDIA para LSD en orina, es el apropiado ya que exhibe buena exactitud,
precision y menos reactividad cruzada con otros compuestos en comparacion con EMIT
II. Y aunque el RIA, es uno de los primeros inmunoanalisis empleados y de mayor

difusion, su empleo presenta varias desventajas que hay que tener en cuenta, una de
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estas es el costo elevado del Kit de RIA, la necesidad de contar con instrumentos
especiales y los requerimientos necesarios para asegurar el transporte, manejo, uso y

disposicion del material radiactivo.

2.4. Método por Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia con
Detector de Fluorescencia (CLAE-DF).

Grobosch T. y Lemm-Ahers U.* presentaron un método para la determinacién de LSD
por cromatografia de liquidos de alta eficiencia con detector de fluorescencia, en el cual
3872 muestras de orina, procedentes de pacientes del area de psiquiatria y adictos, las
cuales fueron previamente analizadas por el inmunoandlisis CEDIA, de esta manera 48
muestras dieron positivo y s6lo en solo 13 muestras se confirmé la presencia de LSD por
CLAE-DF, después del aislamiento de las muestras por una técnica de extraccion por
inmunoafinidad (EIA) y las concentraciones de LSD se encontraron en el rango de 82 a
800 pg/mL. Ellos mismos investigaron los posibles compuestos que entorpecian el
analisis por CEDIA, entre los que se encuentran el ambroxol, prilocaina, pipamperona,
difehidramina, metoclopramida, amitriptilina, doxepina, atracurium, bupivacaina,
dosilamida, lidocaina, mepivacaina, prometazina, ranitidina y tramadol. En este trabajo
no se reportaron los resultados en cuanto a la validacion del método analitico (precisién,
exactitud y linealidad), sblo reportan los resultados obtenidos para el porcentaje de
recobro obtenido por la técnica de EIA para LSD que fue del 89 % % 8 %, el limite de
deteccion (LDD) y el limite de cuantificacion (LDC) de 20 pg/mL y 60 pg/mL para LSD,
respectivamente. Se limitaron a reportar las concentraciones empleadas en la curva de
calibracion y argumentar que su relacion era lineal. Al mismo tiempo, determinaron la
concentracion de nor-LSD en las muestras que abarcan un rango de 70 a 800 pg/mL,

con un LDD y un LDC de 20 pg/mL y 70 pg/mL, correspondientemente.

2.5. Métodos por Cromatografia de Gases acoplado a Espectrometria
de Masas o Espectrometria de masas en Tandem (CG-EM o CG-EM-

tandem).
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En un estudio realizado por Buddha DP. y col.*? se desarrollo un método sensible para la
deteccion y cuantificacién de L SD en orina por CG-EM; en el cual se confrontaron dos
métodos de purificacién, después de un tratamiento inicial de las muestras con
disolventes, las muestras se purifican por extraccion liquido-liquido (ELL) y extraccion en
fase sélida (EFS) y posteriormente se formo un derivado trimetilsilano del LSD, con el
reactivo trimetilsililtrifluoroacetamida (Figura 17), para ser analizado por CG-EM. EL
sistema de CG-EM consisti6 de un cromatdgrafo de gases HP 5890 acoplado a un
espectrometro de masas HP 5970, la velocidad de flujo del gas portador (helio) fue de
1.26 mL/min, a través de una columna capilar de 15 m X 0.25 mm de diametro interno
(D.1.), el programa de temperatura residié en una temperatura inicial de 190 °C, que se
incremento a 290 °C a 20 °C/min y se mantuvo por 3 min. El detector de masas es
utilizado en la modalidad de impacto electrénico a 70 eV con una temperatura de la
fuente de iones de 200-250 °C y el rango de 50-400 m/z . Para evaluar la eficiencia de
la extraccidn, se prepararon seis muestras de orina con LSD a una concentracion de 400
pg/mL sin estandar interno y fueron extraidas y purificadas. Después de esto se afiade
40 pl del estdndar interno (LAMPA=metilpropilamida del acido lisérgico) a una
concentracion de 500 ng/mL y se forman los derivados. Al mismo tiempo se prepararon
un grupo control de seis muestras que contienen LSD a una concentracién de 400
pg/mL y estandar interno (LAMPA, 40 pl, 500 ng/mL) estas fueron evaporados y se
forman los derivados. El porcentaje de recobro se determind por comparacién de los
resultados obtenidos en orina con los obtenidos con los controles. EL rendimiento total
del tratamiento con disolventes y la purificacion por ELL vario del 92-95 %, mientras
que para el tratamiento con disolventes y la purificacién por EFS fue del 89-92 %.
Cuando se realizo la cuantificacién usando LAMPA como estandar interno los resultados
fueron similares al emplear una purificacion por ELL y EFS. Al construir una curva de
calibracion con concentraciones de LSD de 25, 50, 100, 250, 500, 1000 y 2000 pg/mL y
analizando las muestras por triplicado, se obtuvo una linealidad excelente en el rango
de 50-2000 pg/mL. La pendiente, el intercepto y el coeficiente de correlacion obtenidos
fueron de 0.00066, -0.02052 y 0.9992, respectivamente. El LDD fue de 29 pg/mL. En el
rango de concentraciones de 50-2000 pg/mL, los coeficientes de variacion intra-corrida

e inter-corrida fueron menores del 5 % y 7 %, respectivamente.
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Figura 17. Estructura del LSD, LAMPA (estandar interno) y sus derivados con dos reactivos distintos

H3C

trifluoroacetilimidazol y trimetilsililtrifluoroacetamida.

Nelson CC. y Foltz LR.** mostraron un método para la deteccién y cuantificacion de LSD
por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas en tandem (CG-EM-
tandem) en orina y sangre. Los autores compararon dos reactivos para la formacion de
los derivados LSD-TFA y LSD-TMS vy la formaciéon de ion positivo o negativo en la
ionizacién quimica, mediante el empleo de metano (CH4g) y amoniaco (NHsg), para
obtener los parametros Optimos en la produccion de una ionizacién eficiente y una
sensibilidad y especificidad apropiada en la produccién de iones. El sistema consistié de
un cromatdgrafo de gases Varian HP 3400 acoplado a un espectrémetro de masas en
tandem Finnigan TSQ-70, la velocidad lineal del gas portador (hidrégeno) fue de 67
cm/s, a través de una columna capilar Ultra-2 de 12 m X 0.20 mm de D.I. y con un
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grosor de cubierta de 0.33 um, el programa de temperatura inicié a 175 °C (mantenida
por 0.8 min.) y llevada a 298 °C (mantenida por 3-5 min.) a 19 °C/min. En la celda de

colisién (Q2) se empleo Argén y una energia de colisién de 45 eV.

Al comparar el empleo de gas amoniaco y metano, se obtuvo que al usar amoniaco
como gas reactante se generan los iones MH* y M™ a una razon de 5 a 3 veces mayor en
intensidad que cuando se emplea metano. Por lo tanto, se empleé amoniaco en la
ionizacion quimica en el analisis de LSD en orina y sangre. Ademas, la abundancia de
los iones MH™ y M, se evalud en funcion de la temperatura de la cdmara de ionizacion
en un rango de 100 a 200 °C en incrementos de 10 °C. Una temperatura entre los 140 y
150 °C fue la éptima para producir el ion positivo MH* y para el ion negativo M™ la

temperatura dptima fue de 130 °C, por ionizacién quimica con NHzg 0 CHag. *

Una vez establecida la temperatura y gas reactante. Se procedid a comparar la
intensidad idnica relativa para los derivados LSD-TFA y LAMPA-TFA, en la modalidad de
ion negativo y para los derivados LSD-TMS y LAMPA-TMS, en la modalidad de ion
positivo. Los espectros de masas por ionizacidn quimica para ion positivo mostraron sélo
esencialmente la molécula protonada (MH™); mientras que los espectros de masas por

ionizacién quimica para ion negativo muestran solo el anién molecular (M").*?

Una vez que se establecieron los parametros anteriores, procedieron a evaluar la
eficiencia de extraccidon en orina y sangre. La extraccion de orina se realizd por medio
de una ELL y se prepararon tres controles de orina con 400 pg/mL de LSD, cada una
dividida en dos y se afnadid el estandar interno (LAMPA) a tres alicuotas antes de la
extraccion y a las otras tres después de la extraccidn, posteriormente se formaron los
derivados y se analizaron. Comparando los resultados obtenidos se determiné un
porcentaje de recobro del 65 %. Para la extraccion en sangre se emplearon dos
procesos de extraccion colectivamente, una ELL y EFS y la eficiencia del proceso se
determind del 55 %.*%
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Al realizar un analisis de muestras de orina por CG-EM-tandem con ionizaciéon quimica
negativa, se determind que las vias de disociacién son similares para los derivados de
LSD-TFA y LAMPA-TFA; y la abundancia relativa de los iones producidos difirieron
escasamente. Asi mismo, los derivados de LSD-TFA e iso-LSD-TFA eluyeron muy cerca
lo que inherentemente dificultd su identificacién y cuantificacion. Al realizar un analisis
de muestras de orina o sangre por CG-EM-tandem con ionizaciéon quimica positiva, se
comprobd que se proporcionaba mejor sensibilidad y alta grado de especificidad. De
este moda, los productos iénicos de una relacion m/z de 353, 295 y 280, a consecuencia
de la disociacion de la molécula protonada (MH* 396), fueron monitoreados para los
derivados de LSD-TMS y LAMPA-TMS. Como resultado de esto, se pudieron detectar
cantidades trazas de LSD sin ninguna interferencia en matrices complejas. Al mismo
tiempo, se logré una separacion cromatografica clara entre LSD e iso-LSD. Para
muestras de orina una curva de calibracién fue lineal en el rango de 20 a 1000 pg/mL;
el LDD y LDC establecido fue de 10 pg/mL y 20 pg/mL, respectivamente para LSD-TMS.
Al analizar 12 muestras de orina con una concentracion de LSD a 250 pg/mL, se obtuvo
un promedio de 248 pg/mL, con una desviacién estandar relativa de 5.9 %.

Conjuntamente, se analizaron 30 muestras y se obtuvo un C.V. menor al 20 %.*

Aunque se pretendia determinar y cuantificar tanto iso-LSD y nor-LSD, como se
menciond anteriormente el derivado de LSD-TFA y iso-LSD-TFA, no se separaron
satisfactoriamente cuando se analizaron por CG-EM-tandem por ionizaciéon quimica de
ion negativo, lo cual dificultdé su identificacion y cuantificacién. Soélo para el derivado
nor-LSD-TFA fue posible determinar su LDD y su LDC en orina de 10 pg/mL y 50 pg/mL,
respectivamente. Cuando se analizaron por CG-EM-tandem por ionizacién quimica de ion
positivo los derivados iso-LSD-TMS y nor-LSD-TMS en muestras de orina se consiguieron
LDD y LDC de 10 pg/mL y 25 pg/mL, respectivamente para iso-LSD-TMS; y de 100
pg/mL y 400 pg/mL respectivamente para nor-LSD-TMS. Sin embargo, no se reportaron
ningun dato referente a la validacion del método con respecto a estos analitos. Al final
no reportaron sus resultados obtenidos en sangre, aunque aseguran que los resultados
son comparables con los obtenidos en orina, una vez que se han empleado

procedimientos de extraccion eficientes.*?
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Musshoff F. y Daldrup T.* presentaron un método para la deteccién y cuantificacién de
LSD en muestras de suero, después de la ELL y la formacion de un derivado
trimetilsililado para ser determinado por CG-EM. El sistema de CG-EM consistid de un
cromatdgrafo de gases HP 5890 serie II, con una columna capilar HP 5MS de 30 m X
0.25 mm D.I., con una capa de recubrimiento de 0.25 um, acoplado a un espectrometro
de masas HP 5972; el programa de temperatura inicié a 150 °C por 2 min y llevada a
290 °C por 25 min a 30 °C/min y la temperatura del inyector fue de 250 °C. Al realizar
la validacion del método obtuvieron una linealidad excelente en el rango de 0.1 a 10
ng/mL, con un coeficiente de correlacion de la curva de calibracién de 0.9997. El
recobro y la precision fue evaluada por el analisis de siete muestras de suero que
contenian cada una 2000 ng/mL. El recobro determinado fue de 76.8 % + 4.6 % y un
C.V. del 9.3%. En cuanto a la estabilidad de la solucion stock de LSD, sus estudios han
demostrado que es sensible a la luz, ya que después de su exposicion por 8 h se localizé
solo un 37 % de la concentracién inicial evaluada (100 ng/mL). Como conclusion,
comprobaron que el procedimiento descrito es de utilidad para determinar LSD en suero
a concentraciones de nanogramos/mililitro, ya que se aplicé para el andlisis de dos
muestras provenientes de estudiantes, uno de 16 afos y otro de 17 afios, en las cuales

se hallaron concentraciones de 2.3 ng/mL y 0.8 ng/mL, respectivamente.

Claekson DE. y col.* presentaron un método mas sensible para la deteccién de LSD en
orina por CG-EM, después de la conversién de iso-LSD a LSD. El sistema de CG-EM
consisti6 de un cromatdgrafo de gases HP 5890 serie II Plus acoplado a un
espectrometro de masas HP 5972, con un separar de cuadrupolo. La velocidad de flujo
del gas acarreador (helio) a través de la columna capilar de 15 m X 0.25mm D.I. fue de
1.4 mL/min. El programa de temperatura inicié a 160 °C (por 1 min) y se aumentd a
300 °C (por 3 min) a 30 °C/min. La temperatura del inyector y del detector fueron de
285 °C y 300 °C, respectivamente.*

La preparacion de la muestra en este estudio implico la extraccién inicial de LSD e iso-

LSD de la orina, la isomerizacion de iso-LSD a LSD, su purificacion por EFS y ELL; y la
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posterior formacién de un derivado trimetilsililado. Los autores investigaron las
condiciones dptimas para lograr una conversion cuantitativa de iso-LSD a LSD vy
establecieron que calentando a 50 °C por 10 min, con una solucién de etdxido de sodio
(CHsCH,0Na) en etanol (CH3CH,OH) a 0.5 mol/L, se lograba una conversion del 98 %.
Ademas, investigaron el efecto del etoxido de sodio sobre el estandar interno (LAMPA).
Después de tratar cantidades conocidas de LSD y LAMPA con etdxido de sodio
(CH3CH,0Na) a 50 °C por 60 min y al comparar las areas obtenidas por la sefial de los
analitos y al comprobar que estas permanecian sin cambios durante el proceso de
incubacién, se establecid que LAMPA era apropiado como estandar interno para la
cuantificacion de LSD. Para determinar el recobro del procedimiento, se adicionaron
cantidades conocidas de LSD, iso-LSD y LAMPA al principio y al final de las etapas de
extraccion y purificacion. El resultado obtenido indicé un recobro del 69 % % 4 %. Al
realizar la validacién del método, la linealidad se evalud en un rango de concentraciones
comprendido entre los 25 a 5000 ng/mL de LSD en orina. Una excelente linealidad se
consiguid en el rango de concentraciones de 50 a 2000 ng/mL, con una pendiente, un
intercepto y un coeficiente de correlacion de 1.1, -8.2 y 0.9998, respectivamente. El
LDD y LDC determinado para este método fue de 25 ng/mL y 50 ng/mL,

respectivamente.*

Sklerov HJ. y col.*® desarrollaron un método para la deteccién y cuantificacion de LSD
empleando CG-EM-tandem con un espectrdmetro basado en trampa idnica con fuente
de iones por impacto electrénico; después de su extraccion en orina por un simple paso
de EFS y algo muy interesante en este procedimiento fue la omision de formar un
derivado. El sistema de CG-EM-tdndem radicé en un cromatdgrafo de gases Varian
3400, con una columna capilar ZB-5 de 15 m X 0.25 mm D.I., con una capa de
recubrimiento de 0.25 um. El inyector se mantuvo a una temperatura de 85 °C por 0.2
min y después de la inyeccion se incremento a 300 °C a 180 °C/min. La velocidad de
flujo del gas acarreador (helio) fue mantenida a 1.4 mL/min con una temperatura de la
columna de 300 °C. El programa de temperatura inicié a 150 °C (por 1.5 min) y se
incremento a 220 °C a 30 °C/min, posteriormente se aumento a 280 °C a 20 °C/min y

finalmente a 300 °C a 10 °C/min donde se mantuvo por 1.5 min. La deteccion fue
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realizada con un espectrometro de masas de trampa ionica Saturn 2000, que permitid

aislar al ion precursor de LSD y del estandar interno.

La linealidad del método se determind por la extraccion de muestras de orina con
concentraciones conocidas de LSD en el rango de 20 a 2000 pg/mL. La respuesta del
analito fue lineal en el rango evaluado con una pendiente de 0.0019, un intercepto de
0.0033 y un coeficiente de correlacion de 0.9998. El LDD y LDC establecidos fueron de
20 pg/mL y 80 pg/mL, respectivamente. La estabilidad fue evaluada en un dia con
muestras de orina que contenian estandar de LSD a 400 pg/mL donde se obtuvo un
promedio de 387 pg/mL £ 19.6 pg/mL, con un C.V. del 5.0 %. A diferentes dias durante
un periodo de tres semanas, se evaluo la estabilidad de muestras a tres concentraciones
de LSD (150, 200 y 450 pg/mL), con once repeticiones para cada concentracion,
obteniendo una concentracion media para cada nivel de 149.8, 205.4 y 448.4 pg/mL,
respectivamente; con un C.V. menor del 13 % para todos los niveles. Al obtener un
cromatograma usando el método anteriormente descrito de una muestra que contenia
454 pg/mL de LSD y 500 pg/mL de LAMPA, se observaron dos picos secundarios, uno
de ellos correspondid al iso-LSD, el cual se formo durante el procedimiento de
extraccion y otro pico no identificado, que se sospecha como resultado de la
isomerizacion de LAMPA; sin embargo, aun no se dispone de un estandar de iso-LAMPA
para comprobar esta suposicion. Cuando se analiza LSD por CG es necesario poner
atencion a la perdida del analito por su adsorcion en la columna de separacion. Este
efecto se puede minimizar a través de la formacion de derivados y acondicionamiento
de la columna. El acondicionamiento de la columna con inyecciones repetidas de los
reactivos para formar los derivados da como resultado un incremento en las
interferencias de fondo que pueden deberse a la acumulacién de trazas de estos
reactivos en el ensamblaje del inyector, por tal motivo se debe evitar esta practica. Para
evitar problemas de este tipo, se deben inyectar 1 uL por triplicado de extractos
negativos de orina antes de procesar las muestras. Igualmente, mediante el uso de un
programa de temperaturas en la columna e inyectores, las perdidas de LSD son minimas

y la deteccién del LSD sin la necesidad de formar un derivado es posible.*®
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Por ultimo, Reuschel AS. y col.”” desarrollaron un método para la determinacién de LSD
y su metabolito O-H-LSD en orina, después de la EFS y la formacion de un derivado
trimetilsililado, por CG-EM-tandem usando ionizacién quimica positiva. En este trabajo
se emplearon como estandares internos el LAMPA y 2-oxo-3-hidroxi-Metilpropilamida del
acido lisérgico (O-H-LAMPA) ver figura 18. El sistema de CG-EM-tandem consistié de un
cromatdgrafo de gases Varian 3400, con una columna capilar ZB-5 de 15 m X 0.25 mm
D.I., con un grosor de cubierta de 0.25 um. La temperatura inicial de la columna fue
mantenida a 175 °C por 0.8 min, entonces se aumenta a 298 °C a 20 °C/min y el
tiempo total de corrida fue de 7.0 min. La temperatura del inyector y de la linea de
transferencia fue de 298 °C. El gas acarreador, hidrogeno (H,), se mantuvo a una
presion de aproximadamente 20 psi. El gas reactante, amoniaco (NHs) se ajustd a un
flujo apropiado para mantener una presion de aproximadamente 3000 Torr. Para

acondicionar la columna se inyectaron de 1-2 uL del extracto derivatizado.

NH

| i | ) “scj | o

CHj o} CHg
2-o0x0-3-hidroxi-LSD 2-oxo-3-hidroxi-LAMPA

Figura 18. Estructura del 2-oxo-3-hidroxi-LSD (O-H-LSD) y el estandar interno 2-oxo-3-hidroxi-
Metilpropilamida del acido lisérgico (O-H-LAMPA).

En la validacién del método se determind la linealidad, precisidon y exactitud, mediante
tres corridas analiticas separadas. Cada corrida incluia una curva de calibracién con
ocho concentraciones (10, 25, 50, 100, 500, 1000, 2500 y 5000 pg/mL) preparadas en
orina, tanto para LSD y O-H-LSD, por duplicado. Asi como, muestras control en orina

para LSD y O-H-LSD a concentraciones de 40, 400 y 4000 pg/mL, por triplicado.
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Ademas, se re-analizaron 49 muestras en las que previamente se habia identificado que
contenian LSD y 22 muestras mas de un estudio clinico en el que dos personas, un
hombre y una mujer, recibieron una dosis 4 ug de LSD/Kg de peso. En cuanto a los
resultados obtenidos para LSD de las curvas de calibracion, solo se reportaron las
concentraciones promedio, la precision en porcentaje de C.V. que fue menor del 10 % y
la exactitud en porcentaje de recobro que se encontrd entre el 82-105 %, para cada
concentracion. De igual modo, los resultados obtenidos para O-H-LSD de las curvas de
calibracién, solo se reportaron las concentraciones promedio, la precisién en porcentaje
de C.V. que fue menor del 10 % vy la exactitud en porcentaje recuperado que se
encontrd entre el 91-109 %, para cada concentracion. En cuanto a los controles de LSD
se obtuvieron resultados de precision y exactitud <2.9 % y 98-108 %, respectivamente;
y para O-H-LSD se obtuvieron resultados de precision y exactitud <3.7 % y 95-103 %,
respectivamente. De las 49 muestras que se re-analizaron se hallé una media de 357
pg/mL y 3470 pg/mL, para LSD y O-H-LSD, respectivamente. De lo cual se comprob6
que las concentraciones de este metabolito son hasta 24 veces mayores a las del LSD.
De las concentraciones determinadas para LSD en las muestras del estudio clinico, se
comprueba que éstas disminuyen por debajo de la concentracion de corte (200 pg/mL)
de la mayor parte de los métodos confirmatorios a las 24 a 36 h después de su
administracion. Sin embargo, la dosis de LSD en este estudio son considerablemente
altas (4 ng/Kg) en comparacion con las dosis representativas (aproximadamente 50 nug).
En cambio, las concentraciones del O-H-LSD son mayores a la concentracion de corte
aun después de 48 horas. Este es fue él Unico estudio por cromatografia de gases en

que se detectd y cuantificd el O-H-LSD.¥

2.6. Métodos por Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia
Acoplado a Espectrometria de Masas o Espectrometria de Masas en
Tandem (CLAE-EM o CLAE-EM-Tandem).

En uno de los primeros estudios realizados por Cai J. y Henion J.** describieron el
empleo de un procedimiento de extraccidén en linea para el andlisis de trazas LSD en

orina empleando CLAE-EM-tandem. El sistema involucré tres columnas, la primera de
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inmunoafinidad, con anticuerpos especificos para el analito de interés, la segunda una
precolumna y la tercera una analitica. La orina se diluyd 1:1 con un amortiguador de
fosfatos (pH=7.4) y se bombeo directamente a la columna de inmunoafinidad sin un
tratamiento previo y se analizd por EM-tdndem con ionizacién por electrospray. El
sistema consistié de un EM-tdndem API-III de doble cuadrupolo, con una interfase de
electrospray que se mantuvo a 4.5 kV. Se empled Argdn ultra puro como gas de colision
en la cdmara de colisién. La columna de inmunoafinidad fue una HiPac de 3.3 mm X 2.1
mm 30 um, que recibia un flujo de 2.5-4 mL/min. La columna analitica fue una C-18 de
150 mm X 4 mm D.I. con un tamafio de particula de 3 um, que recibia un flujo de 2
mL/min. Las dos columnas estaban conectadas a través de una precolumna C-18 de 15
mm X 5 mm con un tamafo de particula de 5 um. La fase mdvil residié de Acetonitrilo
(ACN)/Metanol (C;HsOH)/Amortiguador de acetatos 5mM pH = 4.7 (20%/20%/60%)

que fue mantenida a una velocidad de flujo de 2 mL/min.

El método propuesto fue probado para determinar LSD, iso-LSD, nor-LSD, iso-nor-LSD,
etil-LSD y nor-alil-LSD (Figura 19) en orina a una concentracion de 10 partes por trillon
(ppt). Lo primero que realizaron fue obtener cromatdgramas de un blanco y de
muestras de orina con los analitos anteriores, pero detectandolos por ultravioleta (UV).
Al comparar los cromatdgramas se observd la completa obstruccidon de la senal de los
analitos por interferencias significativas procedentes de la matriz, por lo que el detector
de UV fue incapaz de proporcionar la selectividad y sensibilidad para el analisis de
cantidades trazas de los analitos en orina. De igual manera obtuvieron cromatégramas
con un sistema acoplado a espectrometria de masas, manejado en la modalidad de
monitoreo selectivo de iones, de los cuales solo nor-alil-LSD fue detectado. Aunque la
modalidad de monitoreo selectivo de iones proporciona cierto grado de selectividad,
esta aun no es suficiente para detectar cantidades trazas de los componentes en
muestras de orina sin previo tratamiento. El experimento anterior se repitid en la
modalidad de monitoreo selectivo de reaccion. De este forma fue posible obtener los
perfiles cromatograficos esperados para cada analito, lo que demostré que es posible
detectar cantidades trazas de los componentes en orina sin un tratamiento adicional. En

este trabajo lo que se busco comprobar fue la utilidad de la extraccién por
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inmunoafinidad de LSD y algunos analogos; aunque los resultados previos son
prometedores, todavia falta optimizar el método y desde luego validarlo para cada

compuesto a ser analizado.*®

PM Ry R, R3 R,
i
LSD 323 CHs H  C—N—(CHs);
iso-LSD 323 CHs H H
i
nor-LSD 309 H H C—N——(C3Hs)
iso-nor-LSD 309 H H H
i
etil-LSD 295 CHs H  C—NH—C,Hs
i
nor-alil-LSD 349 CH,CH=CH, H C—N—(CHs), H

Figura 19. Estructura del LSD y algunos de sus analogos.

Hoja H. y col.* definieron un método sensible y especifico para la determinacién de LSD
y nor-LSD en orina, después de la EFS, empleando CLAE-EM con una interfase de
ionizacion por electrospray. El sistema de CLAE-EM consistiéo de una columna analitica
Nucleosil C-18 de 150 mm X 1 mm D.I., en la que se empled una fase movil que
consistid de una mezcla de formiato de amino (HCOONH4) 2 mM pH 6.4-Acetonitrilo
(ACN) (70:30 v/v) a una velocidad de flujo de 0.8 mL/min. El espectrometro de masas
fue un API-100 Perkin Elmer-Sciex equipado con una interfase de ionizacién de
electrospray. El nitrégeno (N,) de alta pureza fue usado como gas nebulizador y el
voltaje aplicado de 20 a 70 V.

El procedimiento de validacion del método radicd en la determinacion de la exactitud
expresada como por ciento de recobro, la precisién intra-andlisis se evalué a las
concentraciones de 0.1, 1, 10 y 20 ng/mL por sextuplicado para cada nivel el mismo dia
y la precisidn intermedia se evalud a las concentraciones de 0.05, 0.1, 0.5, 1, 5, 10y 20
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ng/mL por sextuplicado, por un total de cinco dias; todos los parametros anteriores se
realizaron tanto para LSD y nor-LDS. Lo primero que efectuaron fue experimentar con
varias mezclas de disolventes para obtener un extracto lo mas puro posible. Con la
mezcla de éter dietilico ((CHs),0):tolueno (C¢HsCH3) (6:4 v/v), se consiguieron los
mejores porcentajes de extraccién y la pureza requerida para ambos analitos. Los
porcentajes de extraccion obtenidos a 1, 10 y 20 ng/mL fueron respectivamente de 93.3
% (C.V.= 6.3 %), 93.2 % (C.V.= 8.2 %) y 98.2 % (C.V.= 4.1 %) para LSD y de 78.4 %
(C.V.= 8.8 %), 79.7 % (C.V.= 10.1 %) y 84.4 % (C.V.= 4.3 %) para nor-LSD. La
precision intra-analisis fue excelente para LSD con C.V. de 9.0, 3.6, 5.1 y 4.7 % y para
nor-LSD los C.V. fueron de 13.2, 8.7, 7.5 y 4.6 %, respectivamente para las
concentraciones evaluadas. La precision intermedia para LSD implicd C.V. menores del
14 % para todas las concentraciones y la exactitud se encontré entre un recobro del
94.7 al 107.4 %. Para nor-LSD la exactitud se encontré valores de recobro entre el 85.9
al 118.8 %; en cuanto a la precision los valores obtenidos de C.V. fueron satisfactorios,
con excepcién de la concentracion de 0.05 ng/mL que presento un C.V. mayor al 20 %.
Tomando en consideracidon los resultados anteriores y los criterios establecidos, se
obtuvieron asi LDD y LDC de 24 y 50 pg/mL para LSD y de 30 y 100 pg/mL para nor-
LSD; los coeficientes de correlacion obtenidos para ambos compuestos fueron de 0.999.
Los resultados obtenidos por medio del método anteriormente presentado, lo ubicaron

entre los mas sensibles, mediante el uso de un solo espectrémetro de masas.*

White AS. y col.”® presentaron un método para la cuantificacion de LSD en orina en
donde la preparacién de la muestra implico la EFS, para su posterior analisis por CLAE-
EM con interfase de ionizacién por electrospray. EL sistema de CLAE-EM estuvo
conformado por un cromatografo de liquidos Perkin-Elmer, con una columna C-18 de
12.5 cm X 3 mm D.I. con un tamafio de particula de 3 um, a través de la cual fluyé la
fase movil de amortiguador de acetatos 0.1 M pH = 4.8-Acetonitrilo-Trietilamina
(75:25:0.25 v/v/v) a una velocidad de flujo de 0.5 mL/min. El espectrdmetro de masas
fue un Finnigan SSQ7000 equipado con una interfase de ionizacién de electrospray. Los
autores reiteran que a pesar de que varios métodos previos por cromatografia de

liguidos para la determinacién de LSD que incorporan amortiguadores de fosfatos en la
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fase movil, no deberian de emplearse éstos en la preparacion de la fase mdvil, pues son
sales no volatiles que causan complicaciones en el analisis. Por lo tanto, los buffer de
fosfatos son siempre evitados y se prefieren los de acetatos. Una curva de calibracién se
evalud en el rango de 0.5, 1, 2.5, 5y 10 ng/mL, de la cual se obtuvo una pendiente, un
intercepto y un coeficiente de correlacién de 0.0604, 0.0827 y 0.998, respectivamente.
El método fue probado mediante el analisis de dos grupos de muestras, en el primer
grupo se contaba con una cantidad del analito y el segqundo grupo no contenia cantidad
alguna del analito. Después del analisis de las muestras los resultados obtenidos no
presentaron una diferencia significativa, entre los valores medidos y la concentracion
real con un limite de confianza del 95 % y en las muestras que no poseian analito no se

detecto.

En un trabajo interesante realizado por Poch KG. y col.”! se re-analizaron 74 muestras
de orina en las que previamente se habia determinado la presencia de LSD, a través de
un “screening” por RIA con una concentraciéon de corte de 500 pg/mL y su confirmacion
por CG-EM con una concentracion de corte de 200 pg/mL. Después de su
almacenamiento en congelaciéon por un ano, estas muestras que contenian cantidades
detectables de LSD se descongelaron y re-analizaron como se describe a continuacion:
para LSD e iso-LSD por CG-EM vy para nor-LSD y O-H-LSD por CLAE-EM-tandem.

En la extraccion de LSD e iso-LSD para su analisis por CG-EM a las muestras de orina se
les realizd un tratamiento inicial con disolventes y posteriormente purificadas por EFS. El
sistema de CG-EM estuvo conformado por un cromatdgrafo de gases HP 5890 acoplado
a un espectrometro de masas 5970 de ionizacion por impacto electrénico. Como gas
acarreador se empleo helio y se uso a una velocidad de flujo de 30 mL/min. La
temperatura del inyector y de la linea de transferencia fue de 245 °C y 293 °C,
respectivamente. La columna capilar empleada fue una HP 5 de 12 m X 0.25 mm D.I,,
con una capa de recubrimiento de 0.25 mm. El programa de temperatura inici6 a 193 °C
por 0.5 min, y se aumentd a 293 °C a 20 °C/min. y se mantuvo por 5 min. Los LDD y
LDC para LSD e iso-LSD obtenidos fueron de 100 y 200 pg/mL, respectivamente.
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En la extraccién de nor-LSD y O-H-LSD para su andlisis por CLAE-EM-tandem a las
muestras de orina se les realizé el mismo tratamiento que el indicado anteriormente. El
sistema de CLAE-EM-tandem consistié de un cromatdgrafo de liquidos de alta eficiencia
HP 1050 con una columna analitica Eclipse XDB-C-18 de 150 mm X 4.6 mm D.I., con un
tamafo de particula de 3.5 um. A través de la cual fluyd la fase mévil que consistié de
una mezcla de amortiguador de acetatos 0.01M (pH 4.8):Acetonitrilo (80:20 v/v) y un
0.02 % de trietilamina a 0.8 mL/min. El EM-tandem se encontraba equipado con una
interfase de ionizacion quimica a eficiencia atmosférica en la cual el nitrégeno (N) se

usa como gas de colision. La temperatura del capilar de interfase fue de 150 °C.*

Con los resultados obtenidos se concluyd que el LSD puede ser detectado y cuantificado
por CG-EM, con una concentracion de corte de 200 pg/mL, sin embargo su deteccion en
orina debe realizarse entre las primeras 12 a 22 h. Al realizar el andlisis de las 74
muestras se obtuvo una concentracion media de 444.5 pg/mL para LSD en un rango de
37 a 2541 pg/mL. La concentracion media determinada para iso-LSD fue de 749.5
pg/mL de un rango de 0-7540 pg/mL. Al realizar una curva de calibracion de iso-LSD,
obtuvieron que fue lineal en el rango de 200 a 1000 pg/mL con un coeficiente de
correlacion de 0.9896. Para O-H-LSD la curva de calibracion fue lineal en el rango de 0.4
a 2000 ng/mL (r’=0.9834), con un LDD y LDC de 200 pg/mL y 400 pg/mL,
respectivamente. De todas las muestras analizadas para nor-LSD, sélo en 15 fue posible
determinar a este metabolito, con una concentracién media de 490 pg/mL de un rango
de 0 a 2185 pg/mL. La concentracién media que obtuvieron de O-H-LSD fue de 14440.5
pg/mL de un rango de 425-201808 pg/mL. Con este estudio se reiteraron varias
conclusiones importantes, en primer lugar el iso-LSD es solo detectado en 64 muestras,
s6lo nueve muestras de las 15 en la que se determind nor-LSD contenian esté
metabolito a una concentracién mayor a 200 pg/mL; mientras que todas las muestras
contenian O-H-LSD a concentraciones significativamente mayores que cualquiera de los
otros analitos y dado a que este es un metabolito de la biotransformacion del LSD,
resulta factible encaminar los analisis en la deteccidn y cuantificacion del O-H-LSD que

indicaria el uso de esté agente alucindgeno.>
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Canezin J. y col.>® desarrollaron y validaron un método para la determinacién de LSD e
iso-LSD, después de un solo paso de ELL en orina por CLAE-EM-tandem. EL instrumento
de CLAE-EM-tandem consistié de un EM-tandem equipado con un doble cuadrupolo API
300 Perkin-Elmer SCIEX el cual esta conformado con una interfase de ionizacién por
electrospray, ajustado a un voltaje a 5.2 kV, con un voltaje de extraccion de ion a 60 V
y una energia de fragmentacion de 27 eV. El nitrégeno (N,) se empleé como gas
nebulizador, cortante y de colisién. En el cromatdgrafo de liquidos se utilizd una
columna analitica Spherisorb 5RP 85 de 100 mm X 2.1 mm D.IL., con un tamafio de
particula de 5 um. La fase mdvil fue constituida de una mezcla de agua
(H0):Acetonitrilo (ACN) (40:60 v/v) que contenia 0.1 % de acido férmico y formiato de

amonio 2mM, con una velocidad de flujo de 0.4 mL/min.

En este trabajo la validacién se realiz6 para LSD e iso-LSD, determinando la linealidad,
limite de cuantificacidn, el recobro, la precision intra-dia e inter-dia y la exactitud en una
matriz de orina. Las curvas de calibracion para cada analito fueron lineales en el rango
de 10, 20, 40, 100, 400, 1000, 2000 y 4000 pg/mL, con coeficientes de correlacion
mayores a 0.998. El LDC establecido para LSD e iso-LSD fue de 20 pg/mL. El recobro de
seis muestras de orina para LSD e iso-LSD se encontrd entre el 80 y 100 %. Los datos
de precisidén son determinados a tres concentraciones (20, 200 y 2000 pg/mL), los C.V.
intra-dia, calculados para seis replicas de cada punto en un sélo dia, son menores al 11
% tanto para LSD e iso-LSD; para inter-dia, calculados en seis dias diferentes para cada
punto, son menores al 10 %. La exactitud conseguida para seis determinaciones a tres
concentraciones (20, 200 y 2000 pg/mL) se encuentra entre el 88 % y 110 % para LSD
e iso-LSD. Una vez que el método analitico fue validado se empleé el método para la
determinacion de LSD e iso-LSD en muestras de orina procedentes de dos casos. En el
caso 1 se encontrd LSD e iso-LSD a concentraciones en orina de 1300 pg/mL y 820
pg/mL, respectivamente. En el caso 2 se localizd LSD e iso-LSD a concentraciones en

orina de 240 pg/mL y 600 pg/mL, respectivamente.>?
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3. Propuesta de un método para la determinacion de O-H-LSD en orina por
Cromatografia de Liquidos de alta eficiencia acoplado a Espectrometria de

Masas.

El andlisis de orina para la determinacion y cuantificacion de LSD es dificil, debido
principalmente a varios factores entre los que se encuentran: (1) las dosis bajas
consumidas (40 a 150 ug); (2) su extenso metabolismo, por lo que solo menos de 1 %
de la droga se excreta sin cambios y (3) tiene un tiempo de vida media corta (3.6 h). En
conjunto, estos factores contribuyen a que el tiempo de deteccion sea corto (12-22 h),
cuando se destina al LSD como analito blanco. Los métodos de mayor aplicacion para la
determinacién y cuantificacién de LSD, son la CG-EM o CG-EM-tandem, a pesar de que
el LSD es poco voldtil y tiende a sufrir absorcion irreversible en la columna durante la
separacion; por tal motivo existe la necesidad de formar un derivado para poder ser
analizado. Recientemente, se ha buscado alternativas para superar estas
complicaciones, entre las mas sobresalientes encontramos la conversion del
subproducto iso-LSD a LSD, que se encuentra en algunas muestras para incrementar la
concentracion de LSD y solamente un método se ha reportado para establecer el uso de
LSD por medio de la determinacion del O-H-LSD, su mayor metabolito como lo han

demostrado los estudios més recientes.>™>°

De esta manera han surgido los métodos por CLAE con detector de fluorescencia para
determinar LSD, pero aunque se pueden lograr limites de deteccion por debajo de 1
ng/mL, estos carecen de la especificidad que se puede lograr al compararlos con los
equipos acoplados a EM. Con base en estas limitaciones, recientemente se han realizado
grandes esfuerzos, encaminados a identificar y caracterizar a los metabolitos del LSD
que se eliminan en orina a concentraciones mayores. Especificamente, han surgido
métodos por CLAE-EM-tandem y CLAE-EM, con interfase de ionizacion quimica a presion
atmosférica para la deteccion y cuantificacion de O-H-LSD en orina. EI O-H-LSD es el
principal metabolito del LSD y se ha comprobado que se encuentra a concentraciones
mayores en orina, no se forma durante los procesos de extraccion de la muestra, el

proceso analitico o como resultado de la degradacién de LSD en muestras de orina.
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Ademas, estudios recientes han demostrado que su estabilidad es similar o inclusive

mejor a la del LSD en orina.>*>®

Reactivos.

Todos los reactivos y disolventes empleados deben ser grado analitico o grado CLAE. El
2-oxo-3-hidroxi-Dietilamida del 4acido lisérgico (O-H-LSD) vy 2-oxo-3-hidroxi-
Metilpropilamida del acido lisérgico (O-H-LAMPA) como estandar interno deben ser
estandares primarios. Durante el desarrollo experimental es importante evitar toda

fuente de radiacion luminosa directa.

Procedimiento de extraccion.

estandar interno O-H-LAMPA a 4000 pg/mL, 250 mg de cloruro de sodio (NaCl) y 0.1 mL
de hidroxido de amonio (NH4OH) concentrado para alcalinizar la orina a pH de 10.
Agregar 5 mL de una mezcla de cloruro de metileno/isopropanol (85:15 v/v). Mezclar en
Vortex por 30 s. y en una plataforma giratoria por 30 min a 60 ciclos/min.
Posteriormente centrifugar a 2500 rpm por 15 min. Separar la capa organica y evaporar
bajo corriente de nitrogeno (N,) a 45 °C hasta sequedad. Reconstituir el extracto con 2
mL de fase mdvil constituida por formiato de amonio (HCOONH,4) 20 mM pH = 6.5 y
metanol (CHsOH) en una proporcion de 70:30 v/v. Inyectar un volumen de 90 ulL en el

equipo para su analisis por CLAE-EM. El diagrama siguiente muestra este proceso:
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Comentario [GRR21]: La
composicion en solutos de la orina
(1200mL) es de glucosa <0.02g,
aminoacidos 0.5g, amoniaco 0.8g,
urea 25g, creatinina 1.5g, acido
urico 0.7g, H" pH 5-8, Na'" 3, K*
1.7, Ca* 0.2, Mg®* 0.15, CI 6.3,
Fosfato 1.2, Sulfato 1.4y
Bicarbonato 0-3.




5 mL de orina en un tubo de
vidrio de 150 X 20 mm

'

20 pL de estandar interno
(O-H-LAMPA a 4000 pg/mL)

'

250 mg de cloruro de sodio
(NaCl)

'

0.1 mL de hidréxido de
amonio concentrado
(NH,OH)

'

5 mL de una mezcla de
cloruro de metileno
:isopropanol (85:15 v/v)

'

Agitar 30 s en vortex

'

Agitar en plataforma giratoria
30 min a 60 ciclos/min

'

Centrifugar a 2500 rpm por
15 min

'

Separar la capa organica y

evaporar a sequedad bajo

coorriente de nitrégeno (N,)
a45°C

¢

Reconstituir el extracto con 2
mL de Fase Movil e inyectar
90 uL en el CLAE
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Equipo y condiciones de analisis.

El analisis se realiza en un CLAE equipado con una columna analitica C18 de 150 mm X
4.6 mm con un tamafo de particula de 3.5 pm., acoplado a un EM de cuadrupolo
equipado con una interfase de ionizacién a presion atmosférica. El control del
instrumento y proceso de la sefal es realizado por el software disponible. Como fase
movil se utilizara una mezcla de formiato de amonio(HCOONH4)/ 20 mM pH = 6.5y
metanol (CHsOH) en una proporciéon de 70:30 v/v; con una velocidad de flujo de 0.8
mL/min durante 10min. La ionizacion quimica a presion atmosférica se lograra mediante
el empleo de nitrégeno (N,) como gas complementario y de colisién a una presion de 60
psi. La temperatura del vaporizador y del capilar se mantendra a 450 °C y 350° C,
respectivamente. La descarga empleada en la aguja corona serd de 4.0 pA. Los
fragmentos que se esperan se seleccionaran a 140 V para m/z de 237, 130 V para m/z
de 338 y 100 V para m/z de 356. Con las condiciones descritas se espera obtener un
tiempo de retencion aproximado para O-H-LSD de 7.828 min. y para O-H-LAMPA de
8.591 min.

Las principales ventajas que presenta la aplicacion del método propuesto, mediante la
utilizacion de tecnologia por cromatografia de liquidos de alta eficiencia y espectrometria
de masas son: la confirmacion del uso de LSD, a partir del analisis de 2-oxo-3-hidroxi-
LSD como analito blanco, de manera mas rapida y efectiva, mediante la aplicacion de un
método analitico en el cual el tiempo de preparacién de muestra, abarcando desde la
extraccion, la purificacién y la reconstitucion con fase mdvil para ser inyectada,
comprende solo una hora, mas 10 minutos requeridos en la corrida analitica. Ademas, la
eliminacion de la necesidad de la formacidn de un derivado reduce significativamente el
tiempo de preparacion de la muestra para su analisis, lo que permite una verificacion
rapida de O-H-LSD, en aquellas muestras que han sido previamente establecidas con un
presunto positivo mediante el empleo de un inmunoanalisis. Al emplear un

espectrofotdmetro de masas se puede asegurar con exactitud la identificacion de O-H-
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LSD mediante el tiempo de retencion y la proporcién de los iones producto. Es

importante considerar que los reactivos y disolventes empleados en la preparacion de la

muestra y fase movil son de uso comun en cualquier laboratorio, por lo que no abria

problemas en la obtencion de los mismos; asi mismo el reciente aumento de la

aplicacion de esta tecnologia en el andlisis de compuestos organicos a conducido a la

consiguiente reduccion de costos de los equipos.

4. Propuesta de procedimiento general de validacion del método analitico
para O-H-LSD en orina por CLAE-EM.

4.1. DIAGRAMA DE FLUJO.

INICIO

ESTABLECIMIENTO DE
PROTOCOLO DE VALIDACION

!

VALIDACION DEL SISTEMA DE MEDICION:
e LINEALIDAD
e PRECISION

:

VALIDACION DEL METODO DE MEDICION:
LINEALIDAD
PRECISION
o REPRODUCIBILIDAD
o REPETIBILIDAD
EXACTITUD
LIMITE DE DETECCION
LIMITE DE CUANTIFICACION
ESTABILIDAD DE LA MUESTRA DE ANALISIS

ROBUSTEZ
!

GENERACION DE REGISTRO
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4.2, DESARROLLO.

4.2.1.VALIDACION DEL SISTEMA DE MEDICION.

De inicio, proceder a llevar a cabo la calificacién de instalacion del instrumento de
medicion, considerando todos aquellos factores mecanicos, eléctricos y electrénicos que

pudieran afectar el desempefio del instrumento, a saber:

e Adecuacion de la instalacion eléctrica.

e Tuberias, conexiones, entradas de servicios.

o Celdas, detectores, potencia de lamparas.

e Estandares de calibraciéon adecuados.

e Adecuabilidad del sistema. Llevar a cabo pruebas de adecuabilidad
(funcionamiento exacto de componentes del equipo), de acuerdo con lo
consignado en la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos 72 edicion, las

guias de validacion FDA o las especificaciones del fabricante del instrumento.

4.2.2.LINEALIDAD DEL SISTEMA DE MEDICION.

Para determinar si la relaciéon entre concentracién y respuesta es lineal. Preparar curvas
patrén de O-H-LSD a las concentraciones de 50, 100, 200, 500, 1000, 1500 y 2500
ng/mL. Analizar todas las diluciones preparadas en un mismo dia por triplicado en las
condiciones senaladas. Una vez obtenidos resultados, llevar a cabo la correlacion de la
respuesta vs. la concentracion del analito. Obtener el coeficiente de determinacion,

pendiente y ordenada al origen de cada curva.
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Los criterios de aceptacion son: El coeficiente de determinacién debe ser mayor o igual
a 0.98, pendiente mayor a cero, ordenada al origen igual a cero y el coeficiente de

variacion para cada nivel de concentracion no debe se mayor al 2.0 %.

4.2.3.PRECISION DEL SISTEMA DE MEDICION.

Para determinar el grado de concordancia entre mediciones analiticas individuales
obtenidas bajo las mismas condiciones de medicion. Se analizan en un mismo dia por

quintuplicadas diluciones de O-H-LSD a la concentracion de 500 ng/mL.

El criterio de aceptacion es. El coeficiente de variacion para el nivel de concentraciéon no

debe se mayor al 2.0 %.

4.3. VALIDACION DEL METODO DE MEDICION.

4.3.1.LINEALIDAD DEL METODO DE MEDICION.

Es la relacion que se establece por medio de una recta, entre una propiedad medible
(cantidad recuperada) y el valor real de la propiedad (cantidad adicionada). Preparar
curvas patréon de O-H-LSD a las concentraciones de 400, 500, 1000, 2000, 4000 y 8000
pg/mL. Analizar todas las diluciones preparadas en tres dias diferentes por
quintuduplicado en las condiciones sefaladas. Una vez obtenidos resultados, llevar a
cabo la correlacion de la respuesta vs. la concentracién del analito. Obtener el

coeficiente de determinacién, pendiente y ordenada al origen de cada curva.
Los criterios de aceptacion son: El coeficiente de determinacién debe ser mayor o igual

a 0.98, pendiente mayor a cero, ordenada al origen igual a cero y el coeficiente de

variacion para cada nivel de concentracion no debe se mayor al 15.0 %.
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4.3.2. PRECISION DEL METODO DE MEDICION.

Es el grado de concordancia relativa entre resultados individuales de una muestra
homogénea del producto. La precision es también una medida del grado de
reproducibilidad y/o repetibilidad del método analitico bajo condiciones normales de

operacion.

4.3.3.REPETIBILIDAD.

Con el fin de determinar la repetibilidad del método de medicidon, comparar las
respuestas obtenidas en 5.3.1. a cada nivel de concentraciéon y calcular el valor de

coeficiente de variacion a cada nivel.

El criterio de aceptacion es. El valor de coeficiente de variacion no debe ser mayor a
15.0 %.

4.3.4. REPRODUCIBILIDAD.

Con el fin de determinar la reproducibilidad del método de mediciéon, comparar la
poblacién de respuestas obtenidas en 5.3.1. a cada nivel de concentracion con la
poblacion de respuestas obtenidas en cada nivel de concentracion al desarrollar 5.3.1.

en otro dia.
El criterio de aceptacion es. Las poblaciones de respuestas no deben ser diferentes y el

coeficiente de determinacidon para cada nivel de concentracion no debe ser mayor al
15.0 %..
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4.3.5. EXACTITUD DEL METODO DE MEDICION.

Para determinar si existe concordancia absoluta entre el porcentaje recuperado y el
porcentaje adicionado en este parametro se toman los resultados obtenidos en

repetibilidad y reproducibilidad.

El criterio de aceptacion es. Las concentraciones encontradas de la media para cada
nivel de concentracion deben estar dentro del + 15.0 % del valor nominal de

concentracion.

4.3.6.LIMITE DE CUANTIFICACION Y LIMITE DE DETECCION DEL
METODO DE MEDICION.

Con las soluciones preparadas en 5.3.1. y a partir de los cdlculos de exactitud y
repetibilidad, determinar la concentracién del analito donde todavia se mantiene la

linealidad, precisiéon y exactitud en la determinacion.

Si en todos los niveles de la curva se mantienen los parametros mencionados, tomar la
solucién de menor concentracion y llevar a cabo diluciones 1:1 en concentracion
decreciente, hasta obtener el valor de concentracion donde se pierda alguno de los
parametros. Dicha concentracion es el limite de deteccion. La concentracidon minima
donde se mantienen exactitud, linealidad y precisién es el limite de cuantificacion.

4.3.7.ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA.

4.3.7.1. ESTABILIDAD EN CONDICIONES DE MESA DE TRABAJO.
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Las muestras empleadas en 5.3.1. deben guardarse en la mesa de trabajo y ser

analizarlas de nuevo a la mitad y final del dia, es decir a los tiempos 0, 12 y 24 horas.

Determinar si existe diferencia estadisticamente significativa en las respuestas obtenidas
a partir de estas muestras en relacion con su tiempo de permanencia en condiciones de
trabajo. El coeficiente de variacion no debe ser mayor al 15.0 % vy el valor de la media

debe caer dentro del = 15.0 % del valor nominal para cada nivel.

4.3.7.2. ESTABILIDAD EN REFRIGERACION.

Preparar las muestras indicadas en el punto 5.3.1. y analizarlas. Guardar dichas

muestras en refrigeracion durante 15 dias y analizar las muestras al quinceavo dia.

Determinar si existe diferencia estadisticamente significativa en las respuestas obtenidas
a partir de estas muestras en refrigeracion. El coeficiente de variacién no debe ser
mayor al 15.0 % y el valor de la media debe caer dentro del £ 15.0 % del valor hominal

para cada nivel.

4.3.7.3. ESTABILIDAD EN CICLOS DE CONGELACION-
DESCONGELACION.

Preparar las muestras indicadas en 5.3.1. y guardar dichas muestras en congelacion.

Descongelar totalmente los dias 6 y 12; y analizar las muestras cada dia.

Determinar si existe diferencia estadisticamente significativa en las respuestas al
someter las muestras en matriz bioldgica a ciclos de congelacidon-descongelacion. El
coeficiente de variacion no debe ser mayor al 15.0 % y el valor de la media debe caer

dentro del £ 15.0 % del valor nominal para cada nivel.
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4.3.8. ROBUSTEZ.

Preparar las soluciones a las concentraciones de 500, 2000 y 8000 ng/mL. Analizar las

muestras por triplicado considerando cambios en los factores analiticos. Por ejemplo:

e Cambio de = 2.5 % en la proporcién de metanol en la fase mavil.

e Cambio de = 0.1 mL/min en velocidad de flujo de la fase mdvil.
El criterio de aceptacion es. El coeficiente de variacién no debe ser mayor al 15.0 % vy el

valor de la media debe caer dentro del £ 15.0 % del valor nominal para cada nivel de

concentracion.
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6. CONCLUSIONES.

Los métodos desarrollados para la cuantificacion de drogas en fluidos bioldgicos, son de
gran importancia para establecer un dictamen acertado sobre el uso de las mismas, ya
que a un que se dispone de pruebas rapidas de realizar y de bajo costo, estas sélo
proporcionan un positivo presuntiva del uso de la droga, puesto que estas técnicas
presenta el inconveniente de exhibir falsos positivos en la presencia de otras drogas o
compuestos relacionados estructuralmente, asi como la necesidad de que el analito a
determinar se encuentre en concentraciones relativamente altas, que en muchas
ocasiones no se encuentran dependiendo de la matriz bioldgica empleada, por lo que se
debe contar con métodos confirmatorios que permitiran determinar y cuantificar con
precision y exactitud la droga de abuso empleada. Por esta razén se propuso un método
para cuantificar el 2-oxo-3-hidroxi-LSD en orina, él metabolito de la droga alucindgena
conocida mundialmente como LSD, por cromatografia de liquidos de lata eficiencia

acoplado a espectrometria de masas.

El haber elegido la técnica por cromatografia de liquidos de alta eficiencia para el
desarrollo y validacion del método se deben a las caracteristicas fisicoquimicas que
posee el 2-oxo-3-hidroxi-LSD, ya que es una molécula polar que permite facilmente su
analisis por esta técnica que acoplada a la espectrometria de masas, permite detectar
cantidades considerablemente pequefas en orina, con la exactitud y precisién necesaria
para un analisis quimico en quimica legal, ya que los resultados obtenidos daran la
pauta en dictaminar que algun persona sea culpable de algun delito, de la muerte de
terceros o de la misma persona debido al consumo de la droga de abuso; en base a la
sensibilidad, resolucion, selectividad y rango de masas que se puede manejar con el
espectrémetro de masas. Para reducir las perdidas que se tengan del analito durante la
extraccion se selecciono la adicidon de un estandar interno a un volumen y concentracion
igual en todas las muestras, con lo que dichas perdidas quedaran compensadas con una
pérdida igual al estandar ya que los resultados se expresan como la relacion del area del
analito entre el area del estandar interno. Como un estandar debe cumplir con ciertas

caracteristicas como ser quimicamente similar a la sustancia de interés, estable y no



interferir con los picos de interés. En nuestro caso se eligié el 2-oxo-3-hidroxi-
metilpropilamida del acido lisérgico(O-H-LAMPA) como estandar interno, el cual

proporciond buenos resultados.

En relacién al procedimiento de extraccion y condiciones de analisis se eligieron las mas
adecuadas para tener un tiempo de retencion aproximado para O-H-LSD de 7.828 min.
y para O-H-LAMPA de 8.591 min. Ademas, se propone un protocolo de validacion parra
el método desarrollado que cumple con los parametros minimos sugeridos. Por lo tanto
el método analitico puede ser implementado y usado de manera confiable en el analisis
de muestras de orina con la finalidad de concluir el uso del LSD, por la determinacién y

cuantificacion de su metabolito O-H-LSD.
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CLAE-EM
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CLAE-EM

CLAE-EM-tandem

Cromatograma

Droga

7. GLOSARIO

Factor de separacion

Acetonitrilo

Son un grupo de compuestos débilmente alcalinos que contienen
nitrdgeno, y son en su mayoria de origen vegetal; poseen una
complejidad molecular moderada que produce varios efectos
fisioldgicos en el cuerpo

unidades atomicas de masa

Ocurre cuando la actividad selectiva de un farmaco se bloquea por
accion de otros agentes que bloquean los receptores. Se considera
que tales agentes bloqueadores especificos tienen una gran
afinidad por el receptor, pero tienen poca o ninguna actividad
intrinseca

Se refiere a que la respuesta a una dosis particular del agonista
quedara reducida o bloqueada por un antagonista, una mayor
dosis del agonista podria superar tal bloqueo, y ser eficaz
Cromatografia de liquidos de alta eficiencia acoplado a
espectrometria de masas

Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia con Detector de
Fluorescencia

Cromatografia de Gases Acoplado a Espectrometria de Masas
Cromatografia de Gases Acoplado a Espectrometria de masas en
tandem

Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia Acoplado a
Espectrometria de Masas

Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia Acoplado a
Espectrometria de masas en tandem

Es un grafico u otra representacion de la respuesta del detector,
concentracion del efluente u otra cantidad usada como una medida
de la concentracion del efluente, versus el volumen del efluente o
tiempo

Sustancia que produce cambios fisioldgicos y psicoldgicos en el

organismo y que es utilizada sin un fin terapéutico



Estereoisomeros

Espectros de masas

Farmaco

Farmacodependencia

Ig

Isétopo

LSD

Metabolismo

Orina

Son moléculas que tienen la misma férmula empirica, pero
presentan una disposicién distinta de los atomos en el espacio. Los
estereoisdmeros se diferencian en sus propiedades fisicas y
quimicas y gracias a ello se pueden separar. La isomeria dptica es
un tipo importante de estereocisomeria (enantidmeros) y se
produce cuando un compuesto contiene un centro de asimetria
Grafico que muestra la abundancia relativa de los iones producidos
en el eje de las ordenadas, mientras que en el eje de las abscisas
se expresa la relacion m/z, m en unidades atdémicas de masa,
dividida por el niUmero de cargas que lleva el i6n z que llegan al
detector en un espectrémetro de masa

Sustancia quimica empleado en el tratamiento o prevencion de
enfermedades

Se refiere a la necesidad de recibir en forma periddica o continua
un agente quimico denominado droga

Inmunoglobulina 'y existen <cinco diferentes clases de
inmunoglobulinas: IgG, IgM, IgA, IgE e IgD producidas y
segregadas por los linfocitos B de los mamiferos en respuesta a la
presencia de un antigeno en el organismo

Una de las dos o mas variedades de un atomo que tienen el mismo
nimero atdmico, constituyendo por tanto el mismo elemento, pero
que difieren en su nUmero masico. Puesto que el nimero atédmico
es equivalente al nimero de protones en el nicleo, y el nimero
masico es la suma total de protones y neutrones en el nlcleo, los
isétopos del mismo elemento sdlo difieren entre ellos en el nimero
de neutrones que contienen

Dietilamida del acido lisérgico

Conjunto de reacciones quimicas que tienen lugar dentro de las
células de los organismos vivos, las cuales transforman energia,
conservan su identidad y se reproducen

Liquido excretado por los rifiones a través de las vias urinarias, con
el cual se eliminan sustancias innecesarias para el organismo.
Desempefia un papel importante en la regulacién del balance de

liquidos y electrolitos y del equilibrio entre acidos y bases. En las
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Psicoactiva

nor-LSD

2-0x0-LSD

O-H-LSD
13-OH-LSD-glucurdnico
14-OH-LSD-glucurdnico
O-H-LAMPA

tr
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personas sanas es clara y de color ambarino con un pH de 5 a 8.
La cantidad de orina producida diariamente es de 1 a 1,5 litros,
valor que aumenta si se ingieren muchos liquidos y disminuye en
caso de sudoracion intensa

Organizacion Mundial de la Salud

Una droga es llamada psicoactiva o psicotrdpica porque inducen
cambios en la “psique”, es decir, en las funciones nerviosas
consideradas como superiores como la conducta. En general las
drogas psicoactivas pueden agruparse en 1) estimulantes, 2) con
efectos combinados euforizantes, depresores y de cambios en la
percepcion sensorial y 3) alucindgenas

nor-desmetil-dietilamida del acido lisérgico

2-oxo-dietilamida del acido lisérgico

2-ox0-3-hidroxi-dietilamida del acido lisérgico

13-hidroxi-dietilamida del acido lisérgico-glucurdnico
14-hidroxi-dietilamida del acido lisérgico-glucurdnico
2-ox0-3-hidroxi-Metilpropilamida del acido lisérgico

Tiempo de retencion

Tiempo muerto

Tiempo de retencion ajustado

Velocidad lineal

Ancho a la base

Ancho a la mitad de la altura

NUmero de platos tedricos

Constante de distribucion, razéon de distribucién o coeficiente de
distribucién

Factor de capacidad

Factor de selectividad

Resolucion

Radioinmunoanalisis

Limite de deteccién

Limite de cuantificacion
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