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1. INTRODUCCION:

La cocaina es el principal alcaloide que se obtiene de la planta Eritroxilum coca. Aunque
generalizado, el uso de las hojas en algunos paises de la region Andina, hoy dia la
cocaina esta asociada casi exclusivamente con el abuso del alcaloide. Los efectos
estimulantes de la cocaina, asi como sus propiedades anestésicas y vasoconstrictoras
han sido objeto de numerosos estudios por parte de médicos y toxicologos.

La cocaina es ademas la sustancia psicoactiva de mas amplia gama de posibilidades de
consumo: puede ser inhalada, fumada, inyectada, bebida en infusiones, aplicada en las
mucosas y también puede mezclarse con otras drogas. La misma se metaboliza
rapidamente y la benzoilecgonina, que es su principal metabolito, es considerado como
marcador del consumo de la misma; no obstante, se han reportado adicionalmente otros
18 metabolitos, de los cuales los mas importantes son la Metil Ester de Ecgonina (EME),
Ecgonina (EG), Norcocaina (NORCOC) y el Cocaetileno (COCET). Este ultimo resultado
del consumo simultaneo con etanol.

La drogadiccion en el mundo es un problema contemporaneo que afecta
aproximadamente a 243 millones de personas. Un 5% de la poblacién mundial de entre 15
y 64 anos de edad, han consumido una sustancia ilicita durante el 2014. En México, la
drogadiccion ha alcanzado cifras altas de consumo en comparacion con algunos afos
atras. Hay alrededor de 20.000 jovenes entre 10-24 afios que son procesados por algun
delito. De los mismos, el 50% se cometieron bajo el efecto de alguna droga. Este nicho de
poblacion es el que mas incurre en el consumo de sustancias ilicitas, como la marihuana,
cocaina (cuyo consumo se ha elevado principalmente en mujeres durante los ultimos
anos) heroina y farmacos. Por esto, se ha convertido en un problema apremiante para la
salud publica.

En la mayoria de los casos, los asaltos, homicidios, suicidios y prostitucion son
consumados por personas que se encuentran bajo el efecto de las drogas. Por lo tanto, se
convierte en un factor que promueve la delincuencia en el pais. México, durante los
ultimos 30 afos, ha estado sometido por el rigor del narcotrafico, que ha sido el motor
fundamental en el aumento del consumo de drogas.

El uso de estas sustancias ha desatado en nuestra sociedad un ambiente plagado de
violencia y corrupcion, en el que los mas afectados son los jovenes. Por ello, se genera en
los padres de familia una mayor preocupacién y necesidad de control sobre sus hijos con
el fin de evitar que resulten involucrados en este tipo de problematica.

La determinacion de la cocaina y sus principales metabolitos en fluidos biologicos se lleva
a cabo, en la mayoria de los laboratorios, a través de inmunoensayos realizados de
manera directa en sangre u orina o mediante la aplicacion de un procedimiento de
extraccion liquido—liquido (ELL) o de extraccion en fase solida (SPE), seguido de la
ejecucion de una técnica cromatografica, por ejemplo: la Cromatografia en Capa Delgada,
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC) y Cromatografia de Gases (CG). La
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (CG/MS), dada su elevada



especificidad y sensibilidad, es la técnica mediante la cual se obtiene la mas adecuada
eficiencia para este tipo de estudio.

Desde el punto de vista analitico, en el estudio toxicolégico se debe contar con métodos
analiticos selectivos para la evaluacién cualitativa de las sustancias téxicas que
conduzcan a una correcta interpretaciéon forense, teniendo en cuenta que, ademas de
esto, se deben buscar resultados confiables que sean obtenidos a la luz de rigurosos
controles de calidad. Por consiguiente resulta necesario validar cualquier método
desarrollado, con el fin de demostrar que es congruente con el propdésito para el cual fue
disefiado y asegurar su aplicacion rutinaria.

Los parametros que se evaluan en un método analitico cuantitativo son los siguientes:
precision, especificidad, selectividad, limite de deteccion y robustez. También, para la
validacién, se evalua la idoneidad del sistema que, para métodos cromatograficos, incluye
el factor de selectividad, determinacién, estabilidad del tiempo de retencién de cada uno
de los metabolitos, la resolucidn, el factor de capacidad y el numero de platos teoricos. El
analisis de estos parametros permiten determinar la capacidad del sistema cromatografico
para obtener resultados reproducibles cada vez que el método sea aplicado.



2. MARCO TEORICO
2.1. Fenémeno de la drogadiccion

El abuso de substancias psicotrépicas, constituye uno de los problemas de salud publica
de nuestra época, que se presenta tanto a nivel nacional como internacional. Este
fendmeno de salud afecta, sin distincidon de generd, incidiendo principalmente en nifios }/
adolescentes, de cualquier estrato social y de todas las regiones de nuestro pais ("2°2".
Los estudios epidemioldgicos, tanto nacionales como mundiales nos demuestran que este
fendbmeno es cambiante y se presenta con mayor frecuencia en jovenes. Se observa
ademas un aumento en el uso de drogas (legales e ilegales) en la mujer. "

México ha estado en la vanguardia en el estudio epidemioldgico de las adicciones ya que
desde 1980, se han realizado cinco encuestas nacionales, en 1988, 1993, 1998, 2002 y
2008. En las tres primeras registraban datos urbanos y en las dos ultimas se agregaron
datos del medio rural. Con estos estudios se ha logrado tener datos sobre la evolucién del
problema tanto en el medio urbano y rural, a nivel regional y estatal.

Estos estudios epidemioldgicos se han llevado a cabo con una periodicidad de
aproximadamente seis anos, por ello la Sexta Encuesta Nacional de Adicciones (2011),
constituye un parteaguas en esta serie y sefala el interés para tener informacion
actualizada sobre este fenomeno, y asi conocer la actitud de la poblacién ante este
problema.®?

2.2. Panorama Epidemiolégico del Consumo de Sustancias:

México cuenta con una amplia experiencia en investigaciones epidemiolégicas vy
cualitativas acerca del consumo de drogas. Desde la década de los setentas se han
llevado a cabo estudios con una misma metodologia, utilizando técnicas de recoleccion y
analisis uniformes por cada tipo de poblacion estudiada, que permiten conocer el
panorama global del fenbmeno del consumo de drogas en distintos escenarios tales como
el hogar, las escuelas y los centros de tratamiento. "%

2.2.1. Panorama internacional:

A nivel internacional, se cuenta con diversas fuentes de informacion sobre el consumo de
drogas. Dentro de las mas relevantes se encuentran los observatorios continentales,
donde América cuenta con la Comisidén Interamericana para el Control del Abuso de
Drogas (CICAD) (2008), y cada afo se presenta el Reporte Anual de la Oficina de las
Naciones Unidas Contra la Droga y el Delito (ONUDD).

El reporte indica que América del Norte donde se situa México junto con Canada y
Estados Unidos sigue siendo el mayor mercado mundial de drogas, a pesar de que ha
disminuido en términos econdmicos, en comparaciéon con una o dos décadas anteriores.
En ella, se ha desarrollado un modelo de consumo diversificado en el que no surge un
solo tipo de droga dominante. La mariguana, los opiaceos y la cocaina son igualmente
representados y constituyen partes similares en la demanda total de atencion por consumo
de drogas.



2.3. Prevalencia anual de consumo de drogas en distintos paises de América y su
comparacion con México 2008 (Figura 1).("

A nivel internacional, refiriéndose al continente americano, (ver figura 1) se tiene registro
que Argentina es el pais con mas altos indices de consumo de cocaina, seguido por Chile
y Estados Unidos, este ultimo ha desarrollado un modelo de consumo diversificado en el
que existe también consumo de otros tipos de drogas.

Prevalencia anuval de consumo de cocaina.

Poblacion 15-64 anos

Argentina 2006 e a8
Chile 2008 I 24
Estados Unidos 2009 e 2
Uruguay 2006 [N =«
Canadd 2009 [ 1
Panama 2003 D - :
Jamaica 2006 [ 1t
Boliviazoo; B o8
Colombia2c08 I o8
Nicaragua 2006 N o
Perl 2006 _ 0.5
México2008 [N o..
Venezvela 2005 — 03
Ecuador 2007 - 03
Republica Dominicana 2008 BN 03
Bahamas 2008 W 0.2

Figura 1



2.3.1. Prevalencia de consumo de drogas en distintos paises de Europa y su
comparacién con México 2008-2011 (Figura 2): ("

En cuanto a el panorama Europeo y su comparacién con México se puede observar que
Escocia es el pais con un mayor indice en el consumo de, asi al analizar los datos
presentes en la figura 2 podemos observar que el consumo anual relativo a paises de la
Comunidad Europea indican claramente que México se encuentra entre los paises de
menor consumo.

Prevalencia anual de consumo de cocaina.

Poblacion 15-64 anos

Escociazoog ML 38
Espanazoio i 2.8
Inglaterray Gales 2010 N 25
Italia 2008 I 222
Ménaco 2007 M 29
Irlanda 2007 S 17
Dinamarca 2008 N 1.4
Chipre 2008 NS 1.2
Islandia 2007 B o9
Alemania 2009 BN o5
Bélgica 2008 NN o9
Austria 2008 TN o9
Repoblica Checa 2008 NN o7
Estonia 2008 W o6
Portugal zo07 W o6
Francia 2005 N o6
Serbia 2008 NN o5
Suecia 2008 NN o5
Meéxico 2008 N o

Lituania 2008 B 0.2

%

103

Figura 2

2.4. Tendencias del consumo de drogas en 2011 (Figura 5):

La Encuesta Nacional de Adicciones, llevada a cabo de manera periddica, tiene la
finalidad de medir la evolucion del consumo de sustancias y otras problematicas de salud
mental. La mariguana continda siendo la sustancia de preferencia de los usuarios. En
tanto, en la cocaina se observé un incremento del 1.4%, en 2002, a 2.4% en el 2008 (Ver
Figura 3) (Secretaria de Salud, 2009). (1920



Por otro lado La informacion proveniente del SRID (Ortiz, Martinez & Meza, 2010), que se
realiza sélo en la Ciudad de México'", la cocaina ocupa el tercer lugar de consumo en la
prevalencia. El grupo mas afectado es el de los 15 a 19 afios de edad (45.9%). (1202%

Gréfica 1. Tendencias del Consumo de Drogas en el Ultimo Afio, Poblacién Total de 12 a 65 afios.

6.0 | Total Hombres Mujeres
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Fuente: Encusstas Macionales de Adciones 3002, 2008 y 2011

Figura 3



3. COCAINA

La cocaina es un estimulante extremadamente adictivo que afecta directamente al
cerebro. La cocaina ha sido llamada la droga de los afios ochenta y noventa por su gran
popularidad y uso extendido en esas décadas. Sin embargo, no es una droga nueva. En
realidad, la cocaina es una de las drogas que se conoce desde hace mas tiempo. Las
hojas de la coca, de donde se obtiene la cocaina, se han ingerido por miles de afos,
mientras que la sustancia quimica pura, el clorhidrato de cocaina, se ha consumido por
mas de 100 afos. A principios del siglo XX, por ejemplo, la cocaina purificada se convirtio
en el principio activo basico que se empleaba en la mayoria de los tonicos y elixires
creados para tratar una gran variedad de enfermedades.

La cocaina pura era extraida originalmente de la hoja del arbusto de la coca del género
Erythroxylum, (Figura 6) que crecia principalmente en Peru y Bolivia. En la década de los
noventa, y después de varios esfuerzos para reducir el cultivo en esos paises, Colombia
se convirtid en el pais con mayor cultivo de coca. Hoy en dia, la cocaina es una droga
clasificada bajo la Lista Il (“Schedule II") de la Ley sobre |
Sustancias Controladas, lo que significa que se considera
que tiene un gran potencial para ser abusada, pero que
puede ser administrada por un doctor para usos médicos
legitimos, por ejemplo, como anestesia local en ciertos
tipos de cirugias de los ojos, oidos y garganta. 19

La cocaina usualmente se vende en la calle en forma de
un polvo blanco, fino y cristalino que se conoce en
espafiol como “coca”, “nieve”, “dama blanca” o “talco”.
Algunos de sus nombres en inglés son “coke”, “C”,
“‘Snow”, “flake” y “blow”. Los traficantes generalmente
mezclan la cocaina con otras sustancias inertes, tales
como la maicena, el talco o el azucar; o con ciertas drogas
activas como la procaina (una anestesia local de
composicidn quimica parecida) u otros estimulantes, como
las anfetaminas. Algunos consumidores combinan la
cocaina con la heroina en lo que suelen llamar un

“speedball” (en espafol también se conoce como

0.12) Figura 4

“revuelto”, “rebujo”, “francés” o “café con leche”).
Hay dos formas quimicas de la cocaina que suelen consumirse: la sal de clorhidrato (que
es soluble en agua) y los cristales de cocaina o base, conocida en inglés como “freebase”
(que no son solubles en agua). La sal de clorhidrato, o la forma en polvo de la cocaina, se
consume de forma inyectada o inhalada (“snorting”). Los cristales de cocaina o freebase
han sido procesados con amoniaco o bicarbonato sédico y agua y luego calentados para
eliminar el clorhidrato y producir una sustancia que se puede fumar. El término “crack”, el
nombre de la calle para los cristales o base de cocaina, se refiere al sonido crujiente que
se oye al fumar esta mezcla. '®

3.1. Propiedades quimicas y fisicas:

El clorhidrato de cocaina y sulfato de cocaina, son los dos productos mas puros en el
proceso de refinacion de la coca (Figura 7). Las sales de cocaina son termo resistentes,




poco volatiles y su punto de fusién se alcanza a los 190°C ©). Es una base débil (pKa= 8.6)

La cocaina contiene cuatro atomos de centros estereogénicos, las cocainas derivadas de

la forma trans, se distinguen por la letra griega a las cuales son d-cocaina o isococaina y

las cocainas que tienen configuracion cis, son las I-cocainas; una mezcla de ambos

isbmeros en proporciones iguales genera la llamada cocaina racémica que no tiene
actividad dptica . ('®

%) CH
HsC. 0/ ? Los centros estereogénicos en la molécula de I-
N cocaina que es la mas importante y tiene actividad
0 bioldgica. Los centros estereogénicos que contienen
las moléculas de cocaina compiten entre si y se
o contrarresta, por tanto la actividad oOptica de la

cocaina asi como de todos los alcaloides se ve

condicionada por la presencia del atomo de nitrégeno en su

Figura5 estructura, es decir la cocaina presenta actividad optica por el

nitrogeno mas que por los centros estereogénicos pero

tampoco se debe ignorar que estos producen algun efecto, en la
desviacion de la luz polarizada por la cocaina.('®'?

3.2. Ruta metabdlica de la cocaina:

La cocaina es bien absorbida por la mayoria de las vias de administracion. Las sales de
cocaina son termolabiles y difundes bien cuando estan solubles en agua, es decir, la
hidrosolubilidad de las sales de cocaina permite que sean facilmente absorbibles por las
mucosas nasales (“sniffin”), pero no permite que sean fumadas, una linea tipica de
cocaina para aspiracion nasal contiene entre 20-30 mg. Las sales de cocaina también
pueden ser absorbidas por via parenteral ). Una vez absorbida la cocaina pasa
rapidamente a la sangre y se distribuye por todo el organismo, teniendo especial afinidad
por receptores en el cerebro. Debido a su alta liposolubilidad atraviesa la barrera
hematoencefalica y la barrera feto placentaria. La cocaina tiene un volumen de distribucion
de 2 I/k. La biotransformacion del principio activo se inicia rapidamente en la sangre misma
debido al pH del medio acuoso y se ve favorecida por la accion de la colinesterasa y
posteriormente se completa en el higado donde es hidrolizada por colisnesterasas
produciendo sus dos metabolitos principales la benzoilecgonina (BEG) y la
ecgoninametilester (EME). 15-30 minutos después de la administracion aparece la
benzoilecgonina (BEG), el principal metabolito del cual se pensaba que era
farmacolégicamente inactivo (Figura 8?. La BEG puede detectarse en plasma hasta 24
horas después de su administracion. %

Ni la cocaina ni sus metabolitos se unen a proteinas plasmaticas, la vida media de sus
metabolitos oscila entre 4-6 horas y es mas larga que la de la cocaina libre que es de
aproximadamente 60 minutos . La cantidad encontrada en sangre corresponde fielmente
a la cantidad a la que estan expuestos los receptores. En personas con sobredosis, la
sustancia muestra concentraciones diferenciales importantes en cerebro y sangre,
llegando a encontrarse en el primero hasta 10 veces la concentracion en la sangre,



tomada al mismo tiempo. Su eliminacion se efectua por via renal principalmente como
metabolitos, los cuales pueden ser detectados hasta seis horas después del consumo y
con una pequefia cantidad en forma libre. ?®

Metabolismo de la cocaina:
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Cocairal!

Hidrolisis 90% Oxidacién 10%
Pseudocolinesterasas Sistema monooxigenasa cit
plasmaticas P-450*
Esterasas hepaticas Sistema FAD monooxigenasa*
J
[ | [ [
Bemulefguim(z Ecgogist:grmetil Norcocaina Berzolnorecgonira
e

N-hidroxinorcocaina

Ecgonina

Marcocaima nitrdrido*®

16n norcacaina

ritrosoria*®

Figura 6: Metabolismos oxidativo y no oxidativo de la cocaina, en reacciones y diagrama. (1) Del 1
al 5% de la cocaina se excreta en orina sin metabolizar. (2) Metabolitos excretados en orina. (3)
Metabolitos reactivos. (4) La FAD monooxigenasa actia también en la conversion de Norcocaina a N-
hidroxinorcocaina. *Sistemas enzimaticos inducidos en presencia de fenobarbital.

3.3. Mecanismo de accion y efectos:

La cocaina administrada intranasalmente produce un incremento de la presion arterial,
tanto diastolica como sistolica. Una dosis intranasal entre 20-30 mg de cocaina produce
efectos eufdricos y estimulantes hasta unos 30 minutos. Esta asociada con numerosas
complicaciones agudas y cronicas, sindromes coronarios, infarto de miocardio y
problemas respiratorios. Ademas de alteraciones psiquiatricas y neurologicas, desérdenes
del humor y psicosis.

El uso de cocaina también se ha asociado con el incremento en el riesgo de VIH, hepatitis
B y C, y violencia. Desde hace unos ainos, la adiccion a la cocaina constituye el problema
sanitario mas grave en el mundo occidental en el campo de las toxicomanias.



La cocaina es un estimulante que conduce a la rapida acumulacion de catecolaminas y
serotonina en el cerebro mediante el bloqueo de la recaptacién de serotonina, dopamina y
noradrenalina principalmente en el sistema mesocorticolimbico, por lo tanto la
disponibilidad de estas monoaminas aumenta significativamente (Figura 9).

Los estudios acerca de la accion de la cocaina con modelos animales nos indican que
estan relacionadas estructuras cerebrales implicadas con las funciones reforzantes, como
son el area tegmental ventral (ATV), el nucleo accumbens (NAc), la amigdala y el cortex
prefrontal (PFC).

Los estudios realizados con humanos son consistentes con los observados en estos
modelos experimentales, y muestran activacion de las funciones subcorticales y corticales
en regiones del refuerzo y aversion durante la exposicion a la droga, asociandose los

efectos reforzadores de la cocaina con incrementos en los niveles de dopamina cerebral.
(19)

Transportador de dopamina
bloqueado por cocaina

»

Neurona de
transmision

Receptor de
la dopamina

Cocaina

Neurona de recepcién

Figura 7. Mecanismo de accidn de la cocaina. La cocaina bloquea el proceso de reciclaje
provocando una acumulacion de dopamina en la sinapsis.
Este aumento de dopamina se asocia con los efectos placenteros provocados por la cocaina
Fuente: Tomada del National Institute of Drug Abuse (NIDA) Estados Unidos



3.4. Principales metabolitos de la cocaina:

Cuadro 1
Metabolitos Efectos
Benzoilecgonina No produce cambios en la presion arterial,
vasoconstrictor.
Cocaetileno Produce aumento significativo en la presion
Alcohol-cocaina arterial, se encuentra rapida y principalmente
en higado, pulmén
y riidn. Unos minutos mas tarde, este
metabolito es detectado en otros tejidos como
el cerebro, el Corazoén o el bazo
Norcocaina No produce efectos significativos sobre el
corazon. aumenta la presion, pero no la
frecuencia poca duracién
Eter metilico de ecgonina No produce cambios en la presion arterial.

Produce vasodilatacion cerebral. Tiende a ser
opuesta a la cocaina

@
3.5. Benzoilecgonina:

Es un analgésico topico y el principal metabolito de la cocaina. La benzoilecgonina es el
compuesto ensayado en la mayoria de los analisis de orina para la identificacion de
cocaina. Es el correspondiente acido carboxilico de la cocaina, su éster metilico. Se forma
en el higado por el metabolismo de la cocaina, catalizada por carboxilesterasas y
posteriormente se excreta en la orina. Se puede encontrar en la orina durante mucho mas
tiempo que la propia cocaina que generalmente desaparece en el plazo de 5 dias.
Pequefias cantidades pueden ser rastreadas a ciertos medicamentos OTC (over the
counter), después de haber sido metabolizada en el higado. (3"

Q CHs

H3C—N O ESTRUCTURA QUIMICA DE LA
BENZOILECGONINA
O



4. Métodos analiticos para la identificacion de anabolitos de cocaina:

Cromatografia en capa delgada (TLC): La TLC es una técnica utilizada habitualmente
para la separacion e identificacion de drogas fabricadas ilicitamente. Se trata de una
técnica econdmica, rapida, sensible (solo se requieren cantidades inferiores al miligramo
de la sustancia objeto de analisis), flexible en la seleccion de las fases estacionaria y movil
y aplicable a una amplia variedad de sustancias, en forma de sal o de base, desde los
materiales mas polares a los no polares. (%%

Espectrometria de masas para cromatografia de gases (GC-MS):La GC-MS es una de
las técnicas mas frecuentemente utilizadas para la identificacion de muestras de drogas
con fines forenses. Como técnica combinada, auna el poder de discriminacion y la
sensibilidad de un cromatégrafo de gases (GC) con la especificidad para la muestra
analizada que aporta una técnica espectroscopica. Puede proporcionar datos espectrales
altamente especificos de las distintas sustancias presentes en una mezcla compleja sin
necesidad de aislarlos previamente. °

Cromatografia de gases (GC) con deteccion de ionizacién de llama (GC-FID): El
instrumento GC preferido para trabajos analiticos de rutina es el cromatografo de gases
con columna capilar de pequefio calibre, en el que se utilizan columnas con un diametro
interno de entre 0,2 E?/ 0,32 mm. Los sistemas de GC estan equipados actualmente con
columnas capilares. &7

Cromatografia en fase liquida de alto rendimiento (HPLC): Ademas de la GC, la HPLC
es otra importante técnica de separacion utilizada con frecuencia en el analisis de drogas
con fines forenses. Por la facilidad de preparacion de las muestras y la mejor
reproducibilidad y capacidad de deteccion, para el analisis de cocaina se recomienda la
cromatografia de fase inversa. La columna mas universal y versatil es la columna adherida
de octadecil silice (C18). Antes de adoptar una decision definitiva sobre la eleccion de la
columna deben tenerse en cuenta la longitud, el diametro, el tamafo de la particula, el
tamano del poro y la carga de carbono. Todos los métodos deben validarse y/o verificarse
antes de pasar a formar parte de los procedimientos rutinarios. ©1%

Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR): La identidad de una
sustancia puede confirmarse mediante la FTIR. Puede conseguirse la identificacion
inequivoca de la cocaina a partir de cada espectro unico. En el caso del material
pulverizado, considerado razonablemente puro a partir de un analisis cromatografico
previo, el espectro infrarrojo del polvo puede introducirse directamente en un disco de KBr
para su comparacion con los de base libre o sales de clorhidrato. ("?%

Espectrofotometria ultravioleta (UV): La cocaina en medio acuoso acido muestra los
siguientes picos de absorcién: 233 nm {A (1% 1 ¢cm)=430}, 275 nm. &"



4.1 Validacion:

Existen muchas definiciones aceptables sobre validacién en base a diferentes autores o
instituciones, pero todas con el mismo contexto de interés, algunas provenientes de

Normas Mexicanas (NMX),

Normas Oficiales Mexicanas (NOM), Organizacion

Internacional de Estandarizacion (ISO), Instituto Argentino de Normalizacion y Certificacion

(IRAM), las cuales son:

NOM-059-STPS-1998:
Es la evidencia
documentada que
proporciona un alto
grado de confinza de
que un proceso
especifico, método o
sistema produce
consistentemente un
resultado que cumpla
con el criterio de
aceptacion

redeterminado.

IRAM 32: Validacion
es la confirmacién
mediante el
suministro de
evidencia objetiva de
que de han cumplido
los requisitos para
una utilizacién o
aplicacion especifica
prevista.

NMX-EC-17025-
IMNC-2006: La
validacion es la
confirmacién por
exameny la
provision de
evidencia objetiva de
que se cumplen los
requisitos
particulares para un
uso especifico
propuesto.

Validacion

EURACHEM 1998: La
validacion es el proceso
de establecer las
caracteristicas de
desempefio y las
limitaciones de un
método y la
identificacion de las
influencias que pueden
cambiar esas
caracteristicas, y en que
medida.

IUPAC: Capacidad de
un metodo para
cuantificar
exactamente un
analito en presencia
de interferencias.

1S0 9000:2000: La
validacion es la
confirmacién y
provision de evidencia
objetiva de que se
cumplen los requisitos
para un uso o aplicacién

prevista.

Cuadro 2



4.2. Cuando y como debe validarse:

Un método debe validarse cuando sea necesario verificar que sus parametros de
desemperfio son adecuados para el uso en un problema analitico especifico, aunque todos
los métodos deberian ser validados sin importar que este o no en los puntos establecidos
en el cuadro 4, debido a que todo método debe proporcionar un resultado veridico.

Cuando es desarrollado un nuevo método
para un problema especifico.

Cuando un método normalizado es revisado
para incorporar mejoras o extenderlo a un
nuevo problema, por ejemplo: cambio de

matriz.
- Cuando el control de calidad indica que un
o Q méodo ya establecido esta cambiando con el
o) 99 tiempo
= 25 "
Nqv ©
: < "G Cuando un método es usado en un
"U == laboratorio diferente, con instrumentacion
O gy y analistas diferentes.
G >

Para demostrar la equivalencia entre dos
métodos.

Cuando cambia alguna de sus condiciones,
por ejemplo: cambio en la técnica de
extraccion, cambio de equipo, cambio de
disolvente.

Cuadro 3

Si el método cumple con las causas de validacion, entonces es claro que se puede y debe
validar, segun las exigencias y necesidades del método en cuestion.



¢ Qué debo validar?

1

I |

Validacion Parcial Validacion Total

Métodos No Normalizados:
( Métodos desarrollados por el
laboratorio modificados, de revistas
cientificas etc.)

Parametros a validar Parametros a validar

Recuperacion

Limites de deteccién Selectividad

Limite de cuantificacion Repetibilidad

Intervalo lineal de trabajo Reproducibilidad
Reproducibilidad Limite de deteccion
Repetibilidad Limite de cuantificacion
Sesgo Intervalo lineal y de trabajo
Incertidumbre Sensibilidad

Robustez

Recuperacion
Incertidumbre

Sesgo

Métodos Normalizados:
(ASTM, EPA, SM, AOAC, NMX,
NOM, FDA, etc.)

Cuadro 4

Segun el tipo de método ya sea normalizado o no normalizado seran los parametros a
considerar para el desarrollo de la validacion. Segun el cuadro 4 en el caso de los
métodos normalizados cuando se presenta alguna modificacion como tipo de matriz,
extension del rango o sistemas de deteccion, se considerara como método no normalizado
para la validacién, debido a que al modificar alguno de estos parametros en el método
normalizado se pueden modificar la selectividad, limites de deteccion y cuantificacion,
linealidad, precision y selectividad por lo que es necesario validar todos los parametros.



4.3. Parametros:

La validacién de un método analitico cuantitativo como el realizaremos en el presente
proyecto, incluye los siguientes parametros:

Selectividad y especificidad: Se considera selectividad como la habilidad de un método
para diferenciar uno o varios analitos en presencia de otros componentes que se
sospecha puedan estar presentes en la muestra. Las sustancias potencialmente
interferentes en una matriz biolégica incluyen componentes endogenos de la matriz,
metabolitos, productos de degradacion, impurezas etc. El método se considera selectivo si
ninguno de los blancos u otras sustancias analizadas presenta el mismo tiempo de
retencion de los analitos de interés.

La especificidad esta definida como la habilidad que tiene el método para medir de forma
inequivoca los analitos de interés en presencia de otros componentes que pudiesen estar
presente en la muestra. )

Limite de detecciéon: Es la minima concentracion o la minima masa de un analito que se
puede detectar y que proporciona una sefal igual a la sefal del blanco (ySB) mas tres
veces la desviacién estandar del blanco SB. ©¥

Precisién: Es la concordancia mutua entre datos que se han obtenido de la misma forma,
e indica la medida del error aleatorio de un analisis. Se divide en repetibilidad y precision
intermedia. ®*

Repetibilidad: Se refiere a la concordancia de los resultados recolectados por el mismo
investigador, los mismos reactivos, laboratorio e instrumento en un corto periodo de
tiempo, se evalua determinando el coeficiente de variacion (CV) o desviacion estandar
relativa (RSD). %

CV o RSD = (s/x) * 100
S: desviacion estandar X: media aritmética.

Reproducibilidad: Coincidencia en los resultados entre laboratorios o la coincidencia de
los resultados obtenidos por dos analistas diferentes que llevan a cabo el mismo método
(como en un estudio colaborativo). %

Limite de cuantificacion: La menor cantidad de analito en una muestra que puede
determinarse con precision y exactitud aceptables bajo las condiciones del experimento
establecidas. ¥

Robustez: Se refiere a la validez de aplicacion del método en las condiciones dadas,
aé como su reproducibilidad en dichas condiciones. Se dice que un método es robusto,
cuando los datos de variabilidad estan dentro de los limites establecidos por parametros
como selectividad y precision. %



Intervalo: El intervalo de un método analitico es la amplitud entre los niveles superior e
inferior del analito (incluidos estos niveles) que se demostré que se determiné con un nivel
adecuado de precision, exactitud y linealidad, utilizando el método segun se describe en el
protocolo. %)

Linealidad: La linealidad de un método analitico es su capacidad para obtener resultados
de prueba que sean proporcionales ya sea directamente, o por medio de una
transformacién matematica bien definida, a la concentracion de analito en muestras en un
intervalo dado. ¥

Sensibilidad: Es la pendiente de la curva de calibracion, es decir, el cambio en la
respuesta del instrumento que corresponde a un cambio en la concentracion del
compuesto. Cuando se ha establecido que la respuesta es lineal con respecto a la
concentracion (o sea, dentro del intervalo lineal del método), la sensibilidad es un
parametro util para calcular y usar en formulas de cuantificacion. La sensibilidad algunas
veces se usa para referirse al limite de deteccidbn pero este uso no se acepta
generalmente (Figura 8). ¢*
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Figura 8: Evaluacion de la
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Recuperacion: Debido a que usualmente no se conoce la cantidad de un analito en
particular que esta presente en una porcion de prueba, es dificil asegurar que tan exitoso
ha sido el método para extraer el analito matriz. Una forma de determinar la eficiencia de
la extraccion es agregar a una matriz porciones prueba con el analito a varias
concentraciones. %)

Incertidumbre: Parametro asociado con el resultado de una medicion, que caracteriza la
dispersiéon de los valores que pudieran ser atribuidos razonablemente al mesurando. El
mesurado: Magnitud sujeta a medida. Se refiere a la concentracion del analito o a la
propiedad que se determina. ®*

Sesgo: Es la veracidad de la determinacion, lo que anteriormente se conocia como
exactitud de las determinaciones y, graficamente, el sesgo o el error sistematico es la
diferencia existente entre el valor “verdadero” y el valor medio de un numero de
determinaciones que son medidas experimentalmente. )



Error sistematico

Son errores que que
afectan los resultados en
una direccién, ya sea |
positiva- o negativamente,
por lo que causan que los
resultados sean elevados

Valor correcto \M

o verdadero

o bajos

Los errores sitematicos

son una medida de e s s Y
INEXACTITUD - - = =

- >

Error sistematico
Figura 9: Definicion de error sistematico
4.4. Criterio de Horwitz:

Horwitz y Alber comentan que el coeficiente de variacion (CV) de Howirtz ha sido
propuesto como un valor de referencia para evaluar el desempefio en pruebas
interlaboratorio. Cabe destacar que las autoridades regulatorias de la Union Europea lo
han incorporado como criterio de aceptacion para métodos de analisis con fines
regulatorios.®?

También existen publicaciones recientes de la Asociacidon Nacional de Autoridades de
Prueba (NATA) y la Comision del Codex Alimentarius que reconoce a la ecuacion de
Howirtz como un constitug/ente relevante de la estimacion de la incertidumbre de métodos
de quimica analitica. 4

En 1980 Horwitz et. al. Exponen que el comportamiento de la dispersion de los resultados
en pruebas interlaboratorio puede presentarse en un grafico del CV expresado en potencia
de 2 contra la concentracién medida expresada en potencia de 10; segun se muestra en la
figura 10 y que por su forma fue conocido como la trompeta de horwitz donde el CV es
igual al coeficiente de variacion expresado en %; C es igual al nivel de concentracion del
analito expresado en valores adimensionales de masa. Los valores representativos de la
figura 10 se muestran en el cuadro 5.

Concentracion de CV de Horwitz

analito

10% 2.8%

1% 4.0%

0.1% 5.6%

0.01% 8.0%

1ppm 16%

1ppb 45%

Cuadro5: CV de Horwitz para diferentes
concentraciones
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CONCENTRACION

4.5. Importancia de la validacion de un método para el analisis de muestras en
condiciones postmortem y su aplicacion en el ambito forense:

La validacién de un método para el analisis de muestras en condiciones postmortem, toma
importancia a raiz de la implementacion del nuevo Sistema Penal Acusatorio (2015) ya
que; el valor de los resultados analiticos toxicoldgicos encontrados en el laboratorio sirven
de apoyo para establecer posibles causas de muerte. Por estas razones, es muy
importante garantizar que estos resultados sean confiables y legalmente defendibles en
juicio oral.®® El resultado del dictamen pericial que se le esta entregando a la autoridad
competente es mas completo y con una mayor credibilidad lo que conlleva a estar cada
vez mas relacionado con la utilizacién de sistemas de gestion que permitan asegurar una
monitorizacion del control de calidad sobre el trabajo desarrollado, mejorando la prestacion
de los servicios forenses debido a la reduccion de tiempos de repuesta. ")

Logrando asi que la metodologia sea facilmente aplicada en la institucion por las
bondades anteriores y el manejo previo que posee el equipo de GC/MS.

Es importante resaltar que el analisis cromatografico depende de una cuidadosa toma y
preparacion de muestras, es decir, lograr la separacion del agente toxico con suficiente
pureza y cantidad para permitir que sea caracterizado y cuantificado. ('?

En el caso de la cocaina, al ser absorbida pasa a la sangre y se distribuye en todos los
érganos, metabolizandose especialmente en el higado ®®. Su eliminacion se efectta por
via renal con varios metabolitos de la ecgonina y con una pequefia cantidad de cocaina
libre "®. Por lo anterior se sabe que la muestra idonea seria orina, pero al tener
condiciones postmortem es muy poco probable contar con este tipo de matriz, por ello se
toma la sangre de la zona craneal, como unica muestra, la cual es recolectada por un
perito al momento de realizar la necropsia, dicha matriz es colocada en un transfer y se
procede a su traslado a laboratorio de quimica por cadena de custodia para su
procesamiento, y emisién de resultados. #2220



5. Cromatografia:

La cromatografia comprende un conjunto de técnicas que tienen como finalidad la
separacion de mezclas basandose en la diferente capacidad de interaccién de cada
componente en otra sustancia. De forma general, consiste en pasar una fase movil (una
muestra constituida por una mezcla que contiene el compuesto deseado en el disolvente)
a través de una fase estacionaria fija solida. La fase estacionaria retrasa el paso de los
componentes de la muestra, de forma que los componentes la atraviesan a diferentes
velocidades y se separan en el tiempo. Cada uno de los componentes de la mezcla
presenta un tiempo caracteristico de paso por el sistema, denominado tiempo de
retencion. Cuando el tiempo de retencion del compuesto deseado difiere del de los otros

(c;gryog))onentes de la mezcla, éste se puede separar mediante la separacién cromatografica.

5.1. Fundamento teorico:

La separacion de los diferentes componentes de una mezcla que se encuentran en un
liquido o gas es el resultado de las diferentes interacciones de los solutos a medida que se
desplazan alrededor o sobre una sustancia liquida o solida (la fase estacionaria). Las
diversas técnicas para la separacion de mezclas complejas se fundamentan en la
diversidad de afinidades de las substancias por un medio movil gas o liquido y un medio
absorbente estacionario (papel, gelatina, altimina o silice) a través del cual circulan. %%

5.2. Detectores:

El detector es la parte del cromatografo que se encarga de determinar cuando ha salido el
analito por el final de la columna.

Las caracteristicas de un detector ideal son:

* Sensibilidad, es necesario que pueda determinar con precision cuando sale analito
y cuando sale sélo el gas
portador. Tienen sensibilidades
entre 10-8 y 10-15 g/s de
analito.

* Respuesta lineal al analito con
un rango de varios 6rdenes de
magnitud.

 Tiempo de respuesta corto,
independiente del caudal de
salida.

* Intervalo de temperatura de
trabajo amplio, por ejemplo
desde temperatura ambiente
hasta unos 350-400 °C,
temperaturas tipicas trabajo. Figura 11. Detector




» Estabilidad y reproducibilidad, es decir, a cantidades iguales de analito debe dar
salidas de sefal iguales.

* Alta fiabilidad y manejo sencillo, o a prueba de operadores inexpertos.

* Respuesta semejante para todos los analitos, o

* Respuesta selectiva y altamente predecible para un reducido numero de analitos.

Algunos tipos de detectores:

* Detector de ionizacion de llama (FID, Flame lonization Detector).

* Detector de conductividad térmica (TCD, Thermical Conductivity Detector).
* Detector termoionico (TID, Thermolonic Detector).

* Detector de captura de electrones (ECD, Electron-Capture Detector).

* Detector de emision atomica (AED, Atomic Emission Detector).

Otros detectores minoritarios son el detector fotométrico de llama (PFD), empleado en
compuestos como pesticidas e hidrocarburos que contengan fésforo o azufre. En este
detector se hace pasar el gas eluido por una llama hidrogeno/oxigeno donde parte del
fosforo se convierte en una especie HPO, la cual emite a A = 510 y 526 nm, y
simultaneamente el azufre se convierte en S2, con emisidon a A = 394 nm. Dicha radiacion
emitida se detecta con un fotdbmetro adecuado. Se han podido detectar otros elementos,
como algunos halégenos, nitrégeno, estafio, germanio y otros.

En el detector de fotoionizacion (PID), el gas eluido al final de la columna se somete a una
radiacion ultravioleta con energias entre 8,3 y 11,7 eV, correspondiente a una A = 106-149
nm. Mediante la aplicacion de un potencial a la celda de ionizacibn se genera una
corriente de iones, la cual es amplificada y registrada.®'®

5.3. Cromatografia de gases:

La cromatografia de gases fue la técnica cromatografica desarrollada hace no mucho
tiempo, se empled inicialmente para compuestos volatiles que no se descompusieran al
calentarse, pero ahora se ha extendido incluso a polimeros que al calentarse producen
mondmeros volatiles. ©

Su rapidez y buena resolucion se han aplicado al analisis de mezclas complejas de
hidrocarburos, pesticidas en suelo y productos vegetales, drogas en sangre, disolventes
de uso industrial y sustancias toxicas derivadas de los pesticidas, que se consideran
contaminantes ambientales, aromas, saborizantes, fragancias y en las ciencias forenses.

Para una exitosa aplicacion de la técnica cromatografica se requiere una cuidadosa
seleccidn de las columnas cromatograficas empleadas. Se podria generalizar diciendo que
las columnas y detectores en cromatografia de gases son muy especificos y se cuenta con
la ventaja de emplear volumenes muy pequefios por lo mismo. Sin embargo se debe
recordar que las columnas capilares en cromatografia de gases tiene mayor numero de
platos tedricos por lo que la separacion es mas eficiente.



En este tipo de cromatografia, la muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza de una
columna cromatografica, esto implica que la muestra debe ser volatil y térmicamente
estable.

La elucion se produce por el flujo de un gas inerte, como He, N2, H, aunque de acuerdo
con el tipo de detector es necesario emplear gases especificos.

La columna se encuentra dentro de un horno con programacién de temperatura. La
velocidad de migracion de cada componente (y en consecuencia su tiempo de retencion
en la columna) sera funcion de su distribucion entre las fases.

Cada soluto presente en la muestra tiene una diferente afinidad hacia la fase estacionaria,
lo que permite su separacion: los componentes fuertemente retenidos por esta fase se
moveran lentamente, mientras que los débilmente retenidos lo haran rapidamente. Un
factor clave en este equilibrio es la presion de vapor de los compuestos (en general, a
mayor presion de vapor, menor tiempo de retencion en la columna). Como consecuencia
de esta diferencia de movilidad, los diversos componentes de la muestra se separan en
bandas que pueden analizarse tanto cualitativa como cuantitativamente mediante el
empleo de los detectores seleccionados.

Existen tres técnicas basicas de inyeccion de muestras (liquidas o gaseosas) en columnas
capilares: split, split-less y on column. Las dos primeras consisten en inyectar y vaporizar
la muestra en una camara de vaporizacion. El sistema split desvia la mayor parte de la
muestra fuera del sistema cromatografico y envia sélo una pequefia fraccion a la columna.
El método split-less dirige toda la muestra a la columna, por lo que resulta mas adecuado
para el analisis de trazas o de componentes muy volatiles. La inyeccion on- column se
lleva a cabo en frio, eliminando la etapa de vaporizacion que podria producir la
descomposicidn de los compuestos termolabiles. 4529

5.4. Espectrometria de masas:

La espectrometria de masas, es una técnica de analisis cualitativo, de amplia utilizacion
para la determinacion de estructuras organicas, por si sola o en combinacion con otras
técnicas de espectrofotometria.

Ante todo, se debe establecer que la espectrometria de masas, tiene muy poco en comun
con las técnicas clasicas de espectrofotometria, ya que, en sentido estricto, no es
propiamente un método espectroscépico (desde el punto de vista clasico, un espectro es
una informacion bidimensional que representa un parametro relacionado con la emision o
absorcion de una radiacion con la energia de dicha radiacion); en la espectrometria de
masas, no se utiliza ningun tipo de radiacién, por lo que basicamente, no puede ser
considerada como una técnica espectroscopica.

Otra diferencia esencial que presenta la espectrometria de masas con las espectroscopias
clasicas, es que en estos ultimos métodos, los procesos que se originan son puramente
fisicos, no destructivos, de forma que la muestra utilizada para la obtencion del espectro
no se modifica quimicamente y se puede volver a recuperar; en contraste, en la



espectrometria de masas, durante la obtencion del espectro tienen lugar procesos
quimicos, con lo que la muestra utilizada se destruye y no puede recuperarse; este hecho
no es un inconveniente grave, ya que la cantidad de muestra necesaria para la obtencion
de un espectro de masas, es pequefisima (del orden del ug).

La espectrometria de masas esta basada en la obtencidén de iones a partir de moléculas
organicas en fase gaseosa; una vez obtenidos estos iones, se separan de acuerdo con su
masa y su carga, y finalmente se detectan por medio de un dispositivo adecuado.

Un espectro de masas sera, en consecuencia, una informacién bidimensional que
representa un parametro relacionado con la abundancia de los diferentes tipos de iones en
funcién de la relacién masa/carga de cada uno de ellos.

Como ya se ha mencionado, los procesos que tienen lugar en un espectrometro de
masas, son de naturaleza quimica; en consecuencia, la presencia y abundancia en el
espectro de determina dos tipos de iones, identificables a partir de su masa, sea
funcion de la estructura quimica de cada compuesto; la informacion ofrecida por un
espectro de masas es, de alguna forma, comparable a la obtenida mediante una gran
cantidad de reacciones de las utilizadas para la determinacion de estructuras por via
quimica, por lo que la espectrometria de masas puede ofrecer una enorme cantidad de
informacion sobre un compuesto determinado. ?**°)

5.5. Acoplamiento, cromatografia de gases-espectrometria de masas (Figura1):

La cromatografia de gases es una técnica separativa que tiene la cualidad de conseguir la
separacion de mezclas muy complejas. Pero una vez separados, detectados, e incluso
cuantificados todos los componentes individuales de una muestra problema, el unico dato
de que disponemos para la identificacion de cada uno de ellos es el tiempo de retencién
de los correspondientes picos cromatograficos. Este dato no es suficiente para una
identificacion inequivoca, sobre todo cuando se analizan muestras con un numero elevado
de componentes, como es frecuente en cromatografia de gases capilar.

Por otra parte, la espectrometria de masas puede identificar de manera casi inequivoca
cualquier sustancia pura, pero normalmente no permite identificar los componentes
individuales de una mezcla sin separar previamente sus componentes, debido a la
extrema complejidad del espectro obtenido por superposicion de los espectros particulares
de cada componente.

Por lo tanto, la asociacién de las dos técnicas, GC (“Gas Chromatography”) y MS (“Mass
Spectrometry”) da lugar a una técnica combinada GC-MS que permite la separacion e
identificacion de mezclas complejas.

La utilizacion de la cromatografia de gases acoplada a un espectrémetro de masas
requiere sistemas especiales de conexién. En principio, se trata de dos técnicas que
trabajan en fase gaseosa y necesitan una muy pequefia cantidad de muestra para su
analisis, por lo que son muy compatibles. El unico obstaculo considerablemente a la hora
de realizar su acoplamiento es que el efluente que emerge de la columna cromatografica



sale a presion atmosférica y debe introducirse en el interior del espectrometro de masas
que trabaja a alto vacio. Actualmente, el acoplamiento directo resulta facil cuando se
utiliza la cromatografia de gases capilar, que es el caso mas habitual.

En resumen, una mezcla de compuestos inyectada en el cromatdgrafo de gases se separa
en la columna cromatografica obteniendo la elucion sucesiva de los componentes
individuales aislados que pasan inmediatamente al espectrometro de masas. Cada uno de
estos componentes se registra en forma de pico cromatografico y se identifica mediante su
respectivo espectro de masas.

En este proceso, el espectrometro de masas, ademas de proporcionar los espectros,
actua como detector cromatografico al registrar la corriente ionica total generada en la
fuente ionica, cuya representacion grafica constituye el cromatograma o “TIC” (total ion
current). En efecto, la corriente ibnica generada por todos los iones da lugar a un pico
gaussiano de area proporcional
a la concentracion del \ ‘
compuesto detectado. B "
e o
En el caso de mezclas @ &
complejas, el cromatograma Q@
obtenido puede presentar li
muchos picos, algunos de ellos pa—
muy proximos, resultando dificil
la identificacién rapida y fiable
de algun compuesto de interés.
Cuando se desea explicitamente
localizar la presencia de uno o
varios compuestos
determinados, de  espectro
conocido, con la mayor rapidez
0 con la maxima sensibilidad
posible se recurre a la técnica
de deteccion SIR (“selected ion
recording”). En esta modalidad de trabajo se detectan solamente
algunas masas de interés, en lugar de trabajar con el total de los
iones (TIC). De esta forma, se aumenta la selectividad del método, reduciéndose las
interferencias.

Figura 12

5.6. Extraccion:

La extraccidon es un procedimiento de separacion de una sustancia que puede disolverse
en dos disolventes no miscibles entre si, con distinto grado de solubilidad y que estan en
contacto a través de una interface. La relacion de las concentraciones de dicha sustancia
en cada uno de los disolventes, a una temperatura determinada, es constante. Esta
constante se denomina coeficiente de reparto y puede expresarse como:
. [sustancial
K =

[sustancials



donde [sustancia]; es la concentracion de la sustancia que se pretende extraer, en el
primer disolvente y, analogamente [sustancia]. la concentracion de la misma sustancia en
el otro disolvente.

Si se tiene una sustancia soluble en un disolvente, pero mas soluble en un segundo
disolvente no miscible con el anterior, puede extraerse del primero, anadiéndole el
segundo, agitando la mezcla, y separando las dos fases.

La extraccion es la técnica mas empleada para separar un producto organico de una
mezcla o de una fuente natural, también puede definirse como la separacion de un
componente de una mezcla por medio de un disolvente.

Este método permite separar el producto que se desea y dejar en la mezcla los productos
secundarios o bien extrae los productos secundarios y dejar el principal. Para lo cual hay
que tener en cuenta la regla de solubilidad que dice “Lo semejante disuelve a los
semejante”, es decir que los solutos polares solo pueden disolverse en disolventes polares
y los no polares en disolventes no polares.

5.6.1. Tipos de extraccion:

Extraccion Liquido-Liquido:

Extraccién Liquido — Liquido Simple

Consiste en la transferencia de una sustancia de una fase a otra, llevandose a cabo entre
dos liquidos inmiscibles. Las dos fases liquidas de una extraccion son la Fase Acuosay la
Fase Organica.

Extraccion liquido-liquido continua

La extraccion liquido-liquido simple, que es el procedimiento de extraccion mas utilizado
en el laboratorio quimico, se suele utilizar siempre que el reparto del compuesto a extraer
en el disolvente de extraccion es suficientemente favorable. Cuando eso no es asi, y la
solubilidad del compuesto a extraer en los disolventes de extraccion habituales no es muy
elevada se suele utilizar otro procedimiento que implica una extraccion continua de la fase
inicial (normalmente una fase acuosa) con porciones nuevas del disolvente organico de
extraccion. Para evitar utilizar grandes volumenes de disolvente de extraccion, el proceso
se hace en un sistema cerrado en el que el disolvente de extraccion se calienta en un
matraz y los vapores del disolvente se hacen condensar en un refrigerante colocado sobre
un tubo o camara de extraccién que contiene la disolucién acuosa a extraer. El disolvente
condensado caliente se hace pasar a través de la disolucion acuosa, para llegar
finalmente, con parte del producto extraido, al matraz inicial, donde el disolvente organico
se vuelve a vaporizar, repitiendo un nuevo ciclo de extraccion, mientras que el producto
extraido, no volatil, se va concentrando en el matraz.

Extraccion solido-liquido

Extraccién sélido-liquido discontinua
La separacién de una mezcla de compuestos solidos también se puede llevar a cabo
aprovechando diferencias de solubilidad de los mismos en un determinado disolvente. En



el caso favorable de una mezcla de sdlidos en la cual uno de los compuestos es soluble
en un determinado disolvente (normalmente un disolvente organico), mientras que los
otros son insolubles, podemos hacer una extraccion consistente en anadir este disolvente
a la mezcla contenida en un vaso de precipitados, un matraz o una capsula de porcelana,
en frio o en caliente, agitar o triturar con ayuda de una varilla de vidrio y separar por
filtracion la disolucion que contiene el producto extraido y la fraccion insoluble que
contiene las impurezas. Si, al contrario, lo que se pretende es disolver las impurezas de la
mezcla sélida, dejando el producto deseado como fraccién insoluble, el proceso, en lugar
de extraccion, se denomina lavado.

Extraccion sélido-liquido continua

La extraccidon solido-liquido suele ser mucho mas eficiente cuando se hace de manera
continua con el disolvente de extraccidon caliente en un sistema cerrado, utilizando una
metodologia similar a la comentada para la extraccion liquido-liquido continua, basada en
la maceracion con disolvente organico, previamente vaporizado en un matraz y
condensado en un refrigerante, de la mezcla sélida a extraer contenida dentro de un
cartucho o bolsa de celulosa que se coloca en la camara de extraccion. El paso del
disolvente organico con parte del producto extraido al matraz inicial, permite que el mismo
disolvente organico vuelva a ser vaporizado, repitiendo un nuevo ciclo de extraccion,
mientras que el producto extraido, no volatil, se va concentrando en el matraz.

5.7. Extraccién en fase sélida (¢v29®).

La extraccion en Fase Sodlida (SPE) es una potente y simple técnica de limpieza de
muestras que es, al mismo tiempo, rapida y econdémica. Una columna SPE consiste en un
lecho de adsorbente de particulas gruesas mantenido entre dos discos porosos en un tubo
desechable. SPE permite la pre concentracion de la muestra con un riesgo minimo de
pérdida o contaminacion de la misma. El componente de interés resulta retenido en una
fase solida mientras que los contaminantes de la matriz se eluyen.

La Extraccion en Fase Solida (SPE) sigue siendo el procedimiento de preparacion de
muestras de crecimiento mas rapido. Es la técnica mas usual en el tratamiento y
concentracion de muestras antes de su andlisis por HPLC, HPLC/MS, GC o GCMS. (")
Esquema del Procedimiento General en SPE (Cuadro)
La activacion del adsorbente y de los grupos (MeOH|
funcionales se consigue al pasar un volumen £ | 2
de solvente 0 mezcla de solventes apropiado a
través de la columna. Los discos fritados de la
columna se solvatan convenientemente. Para

1. Etapa de . . s
Acon dicioFr:amiento activar adsorbentes hidrofébicos se usa 1
generalmente metanol o acetonitrilo, mientras -
que para los hidrofilicos se usa hexano o | ¢ |Activacion &

cloruro de metileno. Se recomienda usar de 2
a 4 volumenes de lecho. 101




2. Etapa de Carga
de Muestra

3. Etapa de Lavado

4. Etapa de Secado

5. Etapa de
Elucion

Aplicar la muestra en la parte superior del
lecho de adsorbente. Los contaminantes de
matriz pueden pasar por la columna sin ser
retenidos, y otros componentes de la matriz
pueden retenerse mas o menos fuertemente
en la superficie del adsorbente. Para obtener
la maxima eficacia se debe controlar el caudal
de la muestra. Si se desea incrementar el
caudal de una muestra viscosa se pueden
usar adsorbentes de 90 o 140 mm. La
capacidad de intercambio y la selectividad no
se ven afectadas (conviene analizar la fraccion
no retenida para comprobar que todos los
compuestos de interés han sido retenidos).

El lavado permite la eliminacién de cualquier
resto de compuestos que puedan interferir
manteniendo los analitos en el lecho de
adsorbente. Se pueden usar disolventes o
mezcla de solventes de diferente tipo para
mejorar la eficacia del lavado.

Las trazas de solvente se eliminan haciendo
circular aire a través de la columna durante 2 a
10 minutos. Esta etapa mejora el rendimiento
de extraccion.

Se pasa un solvente adecuado por la columna
para eliminar la interaccion analito-solvente y
eluir el 100% de los compuestos de interés. El
solvente adecuado ha de tener la maxima
interaccién con el analito y una interaccion
minima con las demas impurezas, dejandolas
en el lecho de adsorbente. El volumen de
elucion ha de ser el menor posible para
mantener alto el factor de concentracion.

(Los adsorbentes con particulas pequenas
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6. Etapa de
Concentracion

Definicion de
Volumen de Lecho

Adsorbentes
Hidrofébicos

Adsorbentes
Hidrofilicos

de 30 a 50 mm requieren un menor volumen
de elucién que los adsorbentes con
particulas mayores entre 90 y 140mm).

Los compuestos de interés se concentran
evaporando una parte del disolvente. Es
necesario secar el eluato con sulfato de sodio
para eliminar posibles trazas de agua. La
muestra concentrada ya esta lista para el
analisis.

El Volumen de Lecho se define como la
cantidad minima de solvente necesaria para
humedecer una cantidad definida de
adsorbente en la columna. Depende de la
naturaleza del adsorbente y es
aproximadamente de 120 mL para 100mg o
500 mL para 500mg de SiO2 de 60 A.

(Si la masa de adsorbente es demasiado
grande frente al volumen de solvente se
puede causar una eluciéon incompleta. Se
puede causar una retencién incompleta de
los compuestos de interés en el caso
contrario)

Seleccioén del Adsorbente (Cuadro?)
En fase reversa, los grupos funcionales no polares del
adsorbente actuan segun las fuerzas de Van der Waals. Las
cadenas alquilicas y aromaticas son grupos funcionales que
muestran afinidad con compuestos de polaridad media y baja.

Los grupos silanoles libres del adsorbente favorecen las
interacciones polares.

Se recomienda el uso de la selectividad fenilo (polimeros tipo
poliestireno divinilbenceno) para compuestos aromaticos, como
es el caso de muchos productos de uso farmacéutico.

Las fases normales permiten una limpieza eficiente de
moléculas con grupos polares. Los grupos funcionales ciano
(CN) pueden usarse tanto en fase normal para extraer
compuestos polares como en fase reversa para la extraccion de
compuestos de polaridad media.



Adsorbentes de
Intercambio

Adsorbentes
Mixtos

Los grupos funcionales DIOL pueden mejorar la extraccion de
compuestos polares frente a SiO,.

Los adsorbentes amino (NH2) pueden usarse tanto como
intercambiadores de aniones deébiles (para acidos fuertes), o
como adsorbente polar que puede interactuar con OH, NH,
SH...

La retencion de intercambio i6nico se basa en la interaccion
ionica. Este adsorbente crea una fuerte atraccion con los grupos
funcionales opuestos de los compuestos de la muestra que
depende esencialmente del PH del contra-i6bn y de la fuerza
iénica.

Las fases de intercambio anionico fuerte (SAX) contienen una
fuerte amina cuaternaria. Se usan para la extraccion de acidos
débiles con una o mas cargas negativas.

Las fases de intercambio cationico fuerte (SCX) contienen un
grupo sulfénico y se usan para la extraccion de compuestos
débilmente basicos con una o mas cargas positivas.

Las fase de intercambio anionico débil (DEAE, NH2) contienen
un grupo dietilamino o amino. Se usan para la extraccion de
acidos fuertes con una o mas cargas negativas.

Las fase de intercambio cationico débil (WCX) contienen un
grupo carboxilico y se usan para la extraccion de compuestos
fuertemente basicos con una o mas cargas positivas.

Los adsorbentes mixtos muestran la maxima selectividad. Las
cadenas de intercambio idnico e hidrofébicas quimicamente
ligadas a la silice ofrecen una selectividad unica. Esta técnica
se usa para la extraccibn de compuestos basicos,
especialmente drogas y metabolitos, en fluidos bioldgicos. Los
compuestos que tengan funcionalidad acida o basica son
retenidos por la funcion de intercambio. Una etapa de lavado
con un pH adecuado permite eliminar las impurezas ionizables.
Una etapa de lavado con solvente organico elimina las
impurezas retenidas por interaccién hidrofébica.



6. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

Debido a la implementacion del nuevo Sistema Penal Acusatorio, la exigencia en lo
referente a la calidad de las pruebas realizadas por las instituciones que cumplan
funciones de investigacion ha aumentado. Por ello la validacion de los métodos empleados
para realizar dichas pruebas es vital.

Es importante mencionar que la cuantificacion de metabolitos de cocaina o de cualquier
otra droga para identificar el uso constante de alguna sustancia en personas involucradas
en la comision de un delito plantea una serie de desafios cuando no se dispone de orina,
cabello u otra matiz biolégica y la sangre se convierte en el principal fluido para identificar
esta droga. Si se adjunta el hecho de trabajar con sangre bajo condiciones postmortem, el
problema es aun mayor. Por lo anterior, contar con analisis confiables que permitan
evidenciar el consumo de estas sustancias y sirvan de apoyo en la lucha contra esta
problematica es indispensable.



7. OBJETIVOS:

7.1. Objetivo general

Validar un método para la determinacion postmortem de benzoilecgonina en sangre
empleando microextraccion en fase sdlida para su posterior identificacion por
cromatografo de gases y espectrometria de masas.

7.2. Objetivos especificos

* Establecer las condiciones O6ptimas de separacidon cromatografica para la
identificacion de la benzoilecgonina.

* Establecer las condiciones oOptimas para la extraccion en fase sélida de la
benzoilecgonina.

* Determinar el limite de deteccion, el limite de cuantificacion, linealidad vy
sensibilidad.

Determinar precision y recuperacion.

8. Hipétesis:

Es posible la identificacion en sangre postmortem de la benzoilecgonina, principal
metabolito de la cocaina y cuyas propiedades quimicas hacen viable su separacion por
fase sdlida, mediante cromotagrofia de gases acoplado a espectrometria de masas.



9. METODOLOGIA
El presente proyecto se realizé en dos etapas consistentes en:

. Validaciéon del método:
[I. Evaluacion del método

9.1. Especificaciones de la validacién del método:

En el caso de la validacion no se cuenta con poblacion objetivo, poblacion de estudio,
criterios de inclusién o exclusion ya que esta parte se realz6 unica y exclusivamente con
un estandar de benzoilecgonina certificado. (¢ 2"¢x°7)

9.2. Evaluacion del método:

Esta parte se realiz6 después de la validacion de método la cual se puede observar en el

punto 12 pero se cita aqui ya que estas son las especificaciones necesarias para realizar
dicha evaluacion del método desarrollado y validado.

9.2.1. Poblacién objetivo:

* Muestras de sangre obtenidas de cadaveres que ingresaron al instituto de ciencias
forenses (INCIFO) en un lapso comprendido de (fecha)

9.2.2. Poblacion de estudio:

* Occisos femeninos y masculinos

9.2.3. Criterios de inclusion:
* Occisos con muestras positivas para cocaina

* Matriz biolégica, sangre

9.2.4. Criterios de exclusién:
* Occisos con muestras negativas para cocaina

* Otro tipo de matriz biolégica



Cuadro 8

10. METODQLOGiA PARA LA VALIDACION Y
EVALUACION DEL METODO

i Toma de muestra

Procesamiento de
| la muestra en el

Se toma al momento
de la realizacién de la
necropsia en el area
craneal

Dicha muestra llega al
laboratorio de quimica
a través de un transfer
por cadena de
custodia

Al llegar al laboratorio la
muestra se somete a un
screening por una
reaccion enzima-
sustrato para
seleccionar las
muestras
“preliminarmente
positivas para cocaina”

laboratorio

c

s 22
1

c
§ o9
oo &3
o)
Toc S o
O S o=+
- O X O
O = 0 o = i
ERES =9 Procesamiento
32580 ' del estandar
CERES
S3o8%
- =%t
O=10 0 =
3 c E El estandar se somete a
s 8 8 extraccion en fase soélida (para
> o comprobar que el cartucho en

efecto no atrapa el metabolito
en cuestion)

La sangre se
desproteiniza con
metanol y se somete al
procedimiento de
extraccion en fase
sélida.

Para procesar en el
cromatégrafo de gases
y espectrometro de
masas.

Validacion del
método analitico

Sistema:
e Linealidad
* Precision
Método:
e Linealidad
e Exactitud
* Precision

* Repetibilidad
» Estabilidad




10.1. Procedimiento de extraccion en fase sélida que se llevo a cabo para la

evaluacion del método:

Muestra:
* 2 mlde sangre
* 4 ml de metanol
* Centrifugar 5 min. a 1000 rpm

Cartucho:

* 2 ml de metanol
2 ml de buffer de fosfatos pH:6

Agregar la muestra:
Sobrenadante

6 ml de agua des ionizada
3 ml de acido acético 1M

e Secar por 5 min. sin vacio

6 ml de metanol

Desproteinizar muestra

Acondicionamiento/activacion

Carga de muestra

Lavado

Secado

Elucion

Cambiar tubo de centrifuga por tubo de vidrio

2 ml de DIA

Etapa de concentracion

* Llevar a sequedad con nitrégeno a 40°C con ayuda de una bafo calefactor para

tubos.

* Agregar 40 ul de derivatizante TMS

* |ncubar a 60°C



10.2. Procedimiento de extraccion en fase sélida que se llevo a cabo para la
validacién del método:

Muestra:
* Estandar certificado

Cartucho:

* 2 ml de metanol Acondicionamiento/activacion
2 ml de buffer de fosfatos pH 6

Agregar la muestra: Carga de muestra

6 ml de agua desionizada

Lavado
* 3 ml de acido acético 1M v
e Secar por 5 min. sin vacio Secado
* 6 ml de metanol .
Eluciéon

Cambiar tubo de centrifuga por tubo de vidrio

2 ml de DIA

Etapa de concentracion

* Llevar a sequedad con nitrégeno a 40°C con ayuda de una bafo calefactor para
tubos.

* Agregar 40 pl de derivatizante TMS

* Incubar a 60°C



10.3. EQUIPO Y MATERIAL

10.3.1. Equipo:

Cromatografo de gases. Agilent Technologies® 6890N Network GC System
Detector de Masas (Cuadrupolo) Agilent 5973 MSD Columna disponible
DB5-MS (30MX0.25MMXO.25um) Inyector: Split/splitless, Purga y trampa
(Teledyne Tekmar®) con software para data analisis e instrumento.
Centrifuga Aparatos Cientificos Solbat® analoga para 12 tubos.

Bomba de vacio EASY/ VAG® con valvulas.

Vortex 3 000 rpm Labnet® vx100 Touch

Barfo calefactor para tubos de ensaye LAB-LINE®

Dispensador de Nitrogeno

Estufa de laboratorio UltraClean®

Manifold J.T. Baker®

10.3.2. Material:

Pipetas graduadas Kimax®:
*4 de 5 ml
*2 de 10 ml
Micropipetas Science Med®:
*1 de 10-100 pl
*1 de 100-1000 pl
*1 de 1000-5000 pl
Tubos para centrifuga Axygen® de 12 ml
Cartuchos para extraccion en fase sélida Varian® Blond Elut Certify
Viales Agilent® de 2 ml
Tapones con septa Agilent®
Septas Agilent®
Insertos para viales Agilient®

10.3.3. Disoluciones:

Buffer de fosfatos pH 6
Acido acético 1M
DIA: Diclorometano, isopropanol, amoniaco

10.3.4. Reactivos:

Acido acético glacial Merck® Grado Reactivo

Metanol J.T. Baker® Grado cromatografico

Diclorometano E.M. Science® Grado cromatografico
Amoniaco Merck® Grado reactivo

Isopropanol Merck® Grado reactivo

Agua desionizada Reasol® Grado reactivo

Fosfato de potasio Merck® Grado reactivo

Hidréxido de Sodio Merck® Grado Reactivo

Nitrogeno Infra®

Derivatizante-TMS (Trimethylchlorosilane, BSTFA) Supelco®



10.3.5. Muestra:
* Sangre Total
* Estandar de benzoilecgonina 10 ug / pl

10.4. Elaboracién de disoluciones:

Buffer de fosfatos pH 6:
* 13.6 g de fosfato de Potasio
* 1L de agua desionizada
» .56 g de Hidroxido de Sodio

Acido acético 1M:
* 5.71 ml para 100 ml de agua desionizada

DIA:
* 8 ml de diclorometano
* 2 ml de isopropanol
* 0.2 ml de amoniaco

Sangre desproteinizada:
* 2 mlde sangre
* 4 ml de metanol



12. RESULTADOS DE LA VALIDACION



A continuacion se muestras y describen los resultados obtenidos en los parametros
siguientes del método evaluado:

11.1. Recuperacion: Se analizaron 10 muestras de control a 3 concentraciones conocidas
y se determina el porciento de recuperacion a fin de evaluar la exactitud del método.

Concentracion 1: 0.400 ppm

No. Concentracion Concentracién %R
Tedrica ppm Obtenida ppm

1 0.400 0.400 100.00
2 0.400 0.400 100.00
3 0.400 0.400 100.00
4 0.400 0.401 100.25
5 0.400 0.399 99.75
6 0.400 0.400 100.00
7 0.400 0.399 99.75
8 0.400 0.401 100.25
9 0.400 0.401 100.25
10 0.400 0.400 100.00

Promedio: 100.03

Concentracion 2: 0.120 ppm

No. Concentracioén Concentracioén %R
Tebrica ppm Obtenida ppm

1 0.120 0.119 99.17
2 0.120 0.120 100.00
3 0.120 0.120 100.00
4 0.120 0.119 99.17
5 0.120 0.120 100.00
6 0.120 0.119 99.17
7 0.120 0.120 100.00
8 0.120 0.120 100.00
9 0.120 0.120 100.00
10 0.120 0.118 98.33

Promedio: 99.58

Concentracion 3: 0.030 ppm

No. Concentracioén Concentracioén %R
Tedrica ppm Obtenida ppm

1 0.030 0.035 116.67
2 0.030 0.030 100.00
3 0.030 0.035 116.67
4 0.030 0.038 126.67
5 0.030 0.037 123.33
6 0.030 0.036 120.00
7 0.030 0.028 93.33
8 0.030 0.030 100.00
9 0.030 0.035 116.67
10 0.030 0.035 116.67

Promedio: 113.00

Tabla 1

Tabla 2

Tabla 3



Criterio de aceptacion:

Concentracion Limites de recobro
100% 98-101%
10% 95-102%
1% 92-105%
0.03 pg/g (ppm) 90-118%
0.1 yg/g (ppm) 85-110%
0.4 pg/g (ppm) 75-118%

10 pg/g (ppm) 70-125% Tabla 4
CUMPLE

11.2. Limite de deteccion del método: Se analizaron 10 blancos fortificados y
cuantificaron.

Concentracion de blancos
No.

mg /L
1 0.010
2 0.009
3 0.008
4 0.007
5 0.006
6 0.005
7 0.004
8 0.003
9 0.002
10 0.001

Desviacion estandar: 0.0030

Xo= 0.0055

Xo= 0.006

L.D.M.= X +3*s

L.D.M.= 0.0146

Tabla 5
Criterio de aceptacion: El valor obtenido debe ser menor que el limite de

cuantificacion.
CUMPLE

11.3. Limite de cuantificacion del método
L.C.M.= Xpo+10*s
L.C.M.=0.0358

Criterio de aceptacion: El valor obtenido debe ser menor que el primer punto
de calibracion.
CUMPLE



11.4. Limite practico de cuantificaciéon del método: Se analizaron 10 estandares
preparados a una concentracion cercana al limite de cuantificacion del método

Z
°

S©®NoO U AN

Concentracion

100%

10%

1%

0.03 pg/g (ppm)
0.09 pg/g (ppm)
0.1 pg/g (ppm)
0.4 pg/g (ppm)
10 pg/g (ppm)

CUMPLE

Concentracion
Tedrica ppm
0.090
0.090
0.090
0.090
0.090
0.090
0.090
0.090
0.090
0.090

Criterio de aceptacion:

Limites de recobro

98-101%
95-102%
92-105%
90-118%
87-109%
85-110%
75-118%
70-125%

Concentracion
Obtenida ppm

%R
0.090 100.00
0.090 100.00
0.090 100.00
0.089 98.89
0.091 101.11
0.090 100.00
0.090 100.00
0.089 98.89
0.089 98.89
0.090 100.00

Promedio: 98.78

Desviacion estandar: 0.7027

Tabla 6

Tabla 7

11.4.1. Precision en el limite practico de cuantificacion o cantidad minima

cuantificable

Valor mas Valor mas
grande pequeno
obtenido obtenido
0.919 0.890
(Yir-Yio)?= 0.0000

[(Yi-Yi2)?/(20/%)]= 0.0000

Datos ]orovenientes
de [a serie de datos
del punto 12.4



Criterio de aceptacion: se debe cumplir con la siguiente ecuacion

[(Yi1-Yi2)(20,%)] £ X1y
Donde:

(Yi-Y)’=  Rango de los valores al cuadrado.

(o Desviacion estandar de la repetibilidad
X’1aw=  Valor de tablas

De tablas se toma el valor de X

X2(95%)(n_1)= 16.9190

a= 0.05
V= n-1
n= 10
V= 9
[(Yir-Yi2)*(20:)] € X*ap)
0.0000 = 16.9190
CUMPLE

11.5. Intervalo lineal: Se preparé6 una curva de calibracion con 6 niveles de
concentracion, cada punto se leyo tres veces, de igual modo se evaluaron los residuales.

Curva de Calibracion
Estandar Concentracion | Respuesta @ Respuesta @ Respuesta Promedio

No. mg/L del del del
instrumento | instrumento | instrumento
1 0.03 17076 25678 22167 21640.33333
2 0.04 30789 20985 20189 23987.66667
3 0.05 33897 35678 32037 33870.66667
4 0.06 29986 41556 41474 42005.33333
5 0.08 59687 58196 59872 59251.66667
6 0.1 76800 75908 78969 77225.66667
Tabla 8
100000 y = 825409x - 6694.3
S an
80000 R*=0.98977
60000
40000
20000
0
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12

Grafico 1



Criterio de aceptacion: Se toma en cuenta en cuenta el coeficiente de
correlacion considerar: r 2 0.99 o también de puede evaluar con ayuda del
calculo de residuales:

m= | 646063
= |4731.6
r~= 0.99589

Respuesta del ‘. ‘.
instrumento Co::;::;adca'on Conc;ntlll'f\cmn Residuales
(Promedio) 9
21640.33333 0.0262 0.03 0.0038
23987.66667 0.0298 0.04 0.0102
33870.66667 0.0451 0.05 0.0049
42005.33333 0.0561 0.06 0.0039
59251.66667 0.0844 0.08 -0.0044
77225.66667 0.1122 0.1 -0.0122

Tabla 9

0.0150

0.0100 g

0.0050 ® * ®

0.0000

-0.0050 0 0.02 0.04 0.06 04£8 0.1 0.12

-0.0100 °

-0.0150

Grafico 2

Criterio de aceptacion: El grafico de residuales debe mostrar datos
dispersos, en el caso de que haya tendencias o datos alineados significa que
no hay linealidad y se debe repetir este proceso.

CUMPLE

11.6. Intervalo de trabajo

Definido de acuerdo a la funcion de la aplicacion, el intervalo de trabajo para este método
es: 0.03 mg/L ----- 0.400 mg/L



11.7. Repetibilidad: Se analizaron 10 estandares a dos niveles bajo y alto, el mismo dia,
se consideraron periodos de tiempo cortos realizados por el mismo analista, realizando las
mediciones a partir de preparaciones independientes.

NIVEL 1 Concentracion Teodrica 0.05
mg_le

Z
°

Concentracion Obtenida
mg/L
0.0500

0.0400

0.0500

0.0400

0.0400

0.0500

0.0500

0.0500

0.0600

Sl N g alwN =

0.0500

Promedio: 0.05
o= 0.0063

Tabla 10
Se evaliia mediante X, seﬂzin lo establecido en la NM—C#5725-6—7M£7\/C-2006

Valor mas | Valor mas
grande pequeno
obtenido obtenido
0.0600 0.0400
(Yi-Yi2)%= 0.0004

[(Yi-Yi2)?/(204)]= 5.0000
Criterio de aceptacion: Se debe cumplir la siguiente ecuacion

[(Y|1 -Y|2)2/(20'r2)] < X2(1 -a)(v)

donde:
(Yu-Yi2)>=  rango de los valores al cuadrado
o= desviacion estandar de la repetibilidad

X2 1-ayw)= Valor de tablas



De tablas se toma el valor de X

X2(95%)(n_1)= 16.9190
a:
v= n-1
n= 10
v= 9
[(Y-Y12)2(26:%)] S X¥1.a0)
5.0000 <16.9190
CUMPLE
NIVEL 2 Concentracion Teorica 0.4
mgIL
No. Concentracion Obtenida
mg/L
1 0.4000
2 0.3990
3 0.4000
4 0.4010
5 0.3990
6 0.4010
7 0.4000
8 0.4000
9 0.4000
10 0.4000
Promedio: 0.40
o= 0.0007

Tabla 11

Se evaliia mediante X2, Seytln [o establecido en la N?WX-C?#5725-6—7:M£7\@-2006

Valor mas | Valor mas
grande pequeno
obtenido obtenido
0.4010 0.3990
(Yi-Yi2)%= 0.0000

[(Yi-Yi2)?/(202)]= 4.5000

Criterio de aceptacion: Se debe cumplir la siguiente ecuacién

[(Y|1 -Y|2)2/(20'r2)] < X2(1 -a)(v)




donde:

(Yu-Yi2)>=  rango de los valores al cuadrado
o= desviacion estandar de la repetibilidad
X2 1-ay )= Valor de tablas

De tablas se toma el valor de X

X2(95%)(n_1)= 16.9189776

a= 0.05
v= n-1
n= 10
v= 9
[(Yn-Yi2)*/(20%)] S X*1.a)0
4.5000 =16.9190
CUMPLE

Calculo de la desviacion estandar ponderada (sp):

n= 10
n-1= 9
sp= 0.0045

Evaluacion de la repetibilidad segun el criterio de Horwitz:

Criterio de aceptacion: %RSD,= %RSDgr *0.67
Donde:
%RSDgr= 12.8247294
%RSD; exp= sp/ media * 100

Criterio de aceptacion %RSD,= 8.5926

Calculo con los datos experimentales:

%RSDrexp= 2.0076

%RSDr exp < %RSD,
2.0076 < 8.5926
CUMPLE



11.8. Reproducibilidad: Se compararon los resultados obtenidos por dos analistas,
evaluando dos niveles diferentes a alta y baja concentracion.

Nivel 1 | Concentracion tedrica | 0.4

Analista 1: Xochiquetzal

pd
©

Concentracion obtenida
mg/L

0.401

0.400

0.400

0.400

0.399

0.400

0.400

0.400

0.401

Slo|lo(No|a|slwi =

0.398

Promedio: 0.400
o.= 0.0009

Tabla 12

Nivel 1 | Concentracion tedrica | 0.4

Analista 2: José Luis

pd
©

Concentracion obtenida
mg/L

0.400

0.400

0.400

0.400

0.399

0.399

0.401

0.401

0.399

olo|loNo g sw N =

0.400

Promedio: 0.400
o2=0.0007

Tabla 13

Promedio de la concentracion: 0.3999

OR= 0.0008

%RSD= 0.197066498

Tabla 14




Se evaltia mediante X2, Segzin lo establecido en la 17\/7\/1)(-C£7-ﬁ572 5-6—717‘/117\/6'-2006

Valor mas | Valor mas
grande pequeno
obtenido obtenido
0.4010 0.3980
(Yi-Yi2)%= 0.0000

[(Yu-Y)?/(20r2)]= 7.2458
Criterio de aceptacion: Se debe cumplir la siguiente ecuacion

[(Y|1-Y|2)2/(20'R2)] < X2(1-a)(v)

donde:

(Yu-Yi2)>=  rango de los valores al cuadrado

OR= desviacion estandar de la reproducibilidad
X2(1-a)(v)= Valor de tablas

De tablas se toma el valor de X

X2(95%)(n_1)= 30.1435

a= 0.05
v= n-1
n= 20
v= 19
[(Yn-Yi2)*/(20R%)] S X*1.a))
7.2458 < 30.1435
CUMPLE

Calculo de la desviacion estandar ponderada (sp):

n= 10
n-1= 9
sp= 0.0.000809664

Evaluacion de la repetibilidad segun el criterio de Horwitz:

Criterio de aceptacion: %RSDR exp < %RSDgr

Donde:
%RSDgr=  2(1-0510gC) C= concentracion expresada en fraccion de %
C=0.3999000

C=39.99 %RSDR exp= sp / media * 100



Criterio de aceptacion %RSDr= 1.1479

Calculo con los datos experimentales:

CUMPLE

%RSDR exp < O/ORSDR

0.2025 < 1.1479

Nivel 2

Concentracion teérica |

0.05

Analista 1: Xochiquetzal

pd
©

mg/L

Concentracion obtenida

0.050

0.050

0.049

0.049

0.049

0.050

0.050

0.050

0.051

olo|o|Nola| s/ =

0.050

Promedio: 0.050
o4= 0.0006

Tabla 15

Nivel 2

Concentracion tedrica |

0.05

Analista 2: José Luis

pd
©

mg/L

Concentracion obtenida

0.050

0.050

0.050

0.050

0.050

0.049

0.051

0.049

0.049

olo|o|No|lalsjw i =

0.049

Promedio: 0.050
o2=0.0007

Tabla 16




Promedio de la concentracion: 0.0498

OR= 0.0006

%RSD= 1.283751505

Tabla 17
Se evaliia mediante X2, Segzln lo establecido en la 7\/7\4X-C£7-ﬁ572 5-6—1717‘/117\@-2006

Valor mas | Valor mas
grande pequeno
obtenido obtenido
0.0510 0.0490
(Yi-Yi2)%= 0.0000

[(Yi-Yi)*/(20r%)]= 4.9032
Criterio de aceptacion: Se debe cumplir la siguiente ecuacion

[(Y|1-Y|2)2/(20'R2)] < X2(1-a)(v)

donde:

(Yu-Yi2)>=  rango de los valores al cuadrado

OR= desviacion estandar de la reproducibilidad
X2(1-a)(v)= Valor de tablas

De tablas se toma el valor de X

X2(95%)(n_1)= 30.1435

a= 0.05
v= n-1
n= 20
V= 19
[(Yu-Y2)*/(20%%)] £ X(1-a))
49032 < 30.1435
CUMPLE

Calculo de la desviacion estandar ponderada (sp):

n= 10
n-1= 9
sp= 0.0.000654047

Evaluacion de la repetibilidad segun el criterio de Horwitz:




Criterio de aceptacion: %RSDR exp < %RSDgr
Donde:

%RSDR= 2(1-0.5 logC)
C= concentracién expresada en fraccion de %.

C=0.04975
C=4.975 %RSDRr exp= sp / media * 100

Criterio de aceptacion %RSDr= 1.5709

Calculo con los datos experimentales:

%RSDgr exp < %RSDRr

1.3147 < 1.5709
CUMPLE

11.9. Sesgo

Concentracion teodrica Concentracion obtenida
mg/L

pd
©

0.400
0.400
0.400
0.401
0.399
0.400
0.399
0.401
0.401
0.400
Promedio: 0.4001
Sesgo= 0.000

Tabla 18

0.400

Sl o~ oMW

Dicho sesgo se evalua como:

I(y-u)! < 2/ 0r* = [(0&** (n-1))/n)

I(y-p)l= 0.00010



n= 10
OR= 0.0008 (desviacién estandar de la reproducibilidad)
o= 0.0007 (desviacion estandar de la repetibilidad)
< 2y or?*=[(Or** (n-1))/n)= 1
I(y-p)I < 2/ 0r* - [(0r** (n-1))/n)
0.00010 < 0.00089
CUMPLE
11.10. Incertidumbre

Ver estimaciéon de este parametro en: ANEXO 3

11.11.Sensibilidad

Es igual a la pendiente de la curva de calibracién a las condiciones del método.
11.12.Selectividad
Para la evaluacion de la selectividad, ver: ANEXO 1y ANEXO 4

11.13.Robustez

Para la evaluacioén de la robustez, ver: ANEXO 2



12. ANALISIS DE RESULTADOS:

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente proyecto para evaluar la
recuperacion del método se emplearon tres niveles de concentraciones diferentes a 0.400
ppm, 0.120 ppm, 0.030 ppm y se analizaron 10 muestras de cada concentracion, como se
observa en las tablas 1, 2 y 3 posteriormente se cuantifico la respuesta del equipo y se
procedié a sacar la media de cada concentracidn y para evaluar el parametro se calculé el
promedio de los tres niveles de concentracion antes descrito el cual es de 104.20 ppm con
la obtencién de este resultado se puede afirmar que se encuentra en el criterio de
aceptacion especificado para este parametro (ver tabla 4). Con lo anterior podemos indicar
que el método se ajusta a las condiciones necesarias para esta evaluacion, ya que se
demuestra que se extrae en un porcentaje de entre 90-100% el metabolito de interés.

En el proceso de realizacion de la validacion de el método se incluyo, la determinacion del
limite de deteccidn y cuantificacion (ver tabla 5 y apartado 12.3, respectivamente)
evaluando 10 muestras fortificadas a diferentes concentraciones (ver tabla 5) esto, para
saber la capacidad del equipo de detectar a la benzoilecgonina obteniendo un valor de
0.0146 mg/L y al ser menor que el limite de cuantificacion el cual se determin6 que es de
0.0358 mg/L cumple con el criterios de aceptacion, con respecto al limite de cuantificacion
para ser aceptado y afirmar que este cumple con las especificaciones del método este
valor debe ser menor o igual que le primer punto de la curva de calibracion el cual es e
0.03 mg/L.

Respecto a la evaluacion de la precision del método se analizaron 10 estandares a una
concentracion cercana al limite de cuantificacién, para poder determinar la precision del
meétodo en este limite, afirmando en relacion a lo que se puede observar en el punto
12.4.1, que la precision es muy alta.

En relacién a la evaluacion del parametro de la linealidad y la estimacion de la capacidad
del método para poder obtener datos que prueben la proporcionalidad entre estos se
preparé una curva de calibracion analizando 6 niveles de concentracion (0.03 mg/L, 0.04
mg/L, 0.05 mg/L, 0.06 mg/L, 0.06 mg/L, 0.08 mg/L, 0.1 mg/L) 3 veces cada uno para si
poder obtener la media de cada nivel de concentracion como se muestra en la tabla 8, en
donde se demostro que el método se comporta linealmente en un intervalo de
concentraciéon de 0.03 mg/L a 0.1 mg/L obteniendo una r* de 0.98977, esto se puede
observar en la grafica 1. Con ayuda de los resultados obtenidos de los 6 niveles de
concentracion antes citados, se calcularon los residuales para comprobar la dispersion en
los datos lo cual se puede observar en el grafico 2.

En cuanto a la tasacion del intervalo de trabajo se definié con ayuda y en funcion del
intervalo lineal. Obteniendo que dicho intervalo para el método es de 0.03ug/L-0.400pg/L
indicando con este resultado que estas son las concentraciones necesarias para que el
cromatografo de gases masa sea capaz de detectar y cuantificar a la benzoilecgonina.

Los resultados obtenidos para evaluar la repetibilidad se obtuvieron a partir del analisis de
10 estandares a dos niveles de concentracion uno alto y uno bajo (0.4 mg/L y 0.05 mg/L
respectivamente) los datos obtenidos se pueden cotejar en las tablas 10 y 11, el promedio



de estas cifras indican la inexistencia de errores, cabe destacar que la utilizacion de un
estandar en técnicas cromatograficas, es de gran importancia debido a que su adicion
permite garantizar una relacion inequivoca y constante con el analito de interés. Por esto,
se hace necesario evaluar la repetibilidad y la estabilidad del estandar, obteniendo como
resultado que dicho parametro cumple con los criterios de aceptacion especificados en la
NMX-CH-5725-6-IMNC-2006.

Los datos de reproducibilidad se obtuvieron con ayuda de dos analistas y dos niveles de
concentracion diferentes uno alto y uno bajo (0.4 mg/L y 0.05 mg/L) analizando 10
muestras de cada como se puede observar en las tablas 12, 13, 14,15, 16 y 17. Esto para
demostrar que el método es reproducible sin importar si se camia de analista o de dia de
experimentacion. Afirmando que los resultados obtenidos por los dos analistas diferentes
tienen una coincidencia muy elevada.

Para determinar la selectividad del método se tuvo que identificar el tiempo de retencion
del metabolito de interés es decir la benzoilecgonina, posteriormente se evalud los
contaminantes que se pueden tener en la matriz bioldégica que se emple6é determinando
que los principales son: Colesterol con un tiempo de retencién de 17.131, BSTFA con un
tiempo de retencién de 3.917, Acido Hexadecanoico con un tiempo de retencion de 5.248
y Acido Octadecanéico y un tiempo de retencion de 6.471 (Ver anexo 1). Se encontré de
igual modo que el tiempo de retencidn de la benzoilecgonina es en un intervalo de entre
12 y 13 minutos (Ver anexo 4) comprobando que no hay interferencias para la
identificacion del metabolito de interés. Lo cual coincide con valores obtenidos por otras
instituciones como las realizadas y obtenidas por el Instituto Nacional de Medicina Legal y
Ciencias Forenses de la Region Occidental.

Por los resultados obtenidos de los parametros, anteriormente discutidos y analizados.
Se puede afirmar que el método es capaz de proporcionar una confirmacion de la
identificacion de benzoilecgonina y su cuantificacion, con evidencias objetivas, las cuales
se puedan documentar y asegurar de que en efecto cumple estos requisitos particulares
para un uso especifico y exacto, sin la presencia de interferencias para la determinacion
de la benzoilecgonina, proporcionando un alto nivel de confianza de que este método
produce resultados que cumplan con criterios de aceptacion, los cuales se citan en la
NMX-CH-5725-6-IMNC-2006 la cual es una norma de exactitud, es decir se refiere a la
veracidad y precision de los resultados obtenidos de métodos.



13. CONCLUSIONES:

De acuerdo a los resultados obtenidos y analisis de los mismos en el presente proyecto
se llegd a las siguientes conclusiones.

Se estandariz6 y valido el método analitico para la determinacion de
Benzoilecgonina, bajo las siguientes condiciones:

Un tiempo de analisis de 20 minutos ya que el tiempo de retencién de la
benzoilecgonina se encuentra entre 12 y 13 minutos

Trampa de temperatura de 300 grados centigrados

Derivatizacion

El estudio de validacion cumple con los siguientes criterios:

Recuperacion VALORES

Limite de deteccion del método

Limite de cuantificacién del método

Limite practico de cuantificacion del método
Precision en el limite practico de cuantificacion del método
Linealidad

Intervalo de trabajo

Reproducibilidad

Sesgo

Incertidumbre

Sensibilidad

Selectividad

Robustez

Indicando asi que el método es robusto y lo suficientemente confiable para
generar resultados, de acuerdo a las exigencias conocidas.

Se determind que no existen diferencias significativas en el analisis de
Benzoilecgonina, sin importar si se cambia de analista y/o dia de realizacion del
analisis, demostrando la reproducibilidad del método a las condiciones
establecidas para el laboratorio de Quimica del Instituto de Ciencias Forenses.

El analisis obtenido, en relacién a las referencias adquiridas de los parametros
analizados, confirman de manera especifica que el método es capaz de detectar a
la benzoilecgonina, proporcionando un alto nivel de confianza en los resultados
emitidos, por el cromatégrafo de gases masa.
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Anexo 1:
Cromatograma y Tabla de Selectividad del método.

Contaminantes Tiempo de retencion
Colesterol 17.131
BSTFA 3.917
Acido Hexadecandico 5.248
Acido Octadecandico 6.471
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Anexo 2:
Robustez del sistema.

ya preparada

Variable Condicién
Tipo de matriz Sangre
Tipo de inyeccion Automatica
Temperatura de concentracion 40°C
Temperatura de incubacion 60°C
Tiempo de incubacion 30-40min.
Tiempo de degradgmon de una 28 dias
muestra (Refrigerada)
Temperatura de refrigeracion del o
g 6°C
estandar
Tiempo de degradacién de la muestra 8 dias




Anexo 3:
Incertidumbre

Urep=8§/Vn § = desviacion estandar de la reproducibilidad
n=No. De repeticiones

0,0008
W0

Urep =

0.0003 mg /L



Anexo 4:
Cromatograma de tiempo de retencién de la benzoilecgonina

File :D:\Tesis X\CurvaTMSl\Curvatmsl4 1.D

Operator : Xochiguetzal

Acqguired 3 5 Feb 2015 18:49 using AcqgMethod COCA MTO.M
Instrument : Instrument #1

Sample Name: Curva

Misc Info : Curva

Vial Number: 20

‘r\’bundance TIC: Curvatms14_1.D\DATA.MS
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Anexo 5:

Certificate of Analysis Blon Elut (cartucho para extraccion en fase soélida)

CERTIFICATE OF ANALYSIS

Product: BondEIut® Certify

Sorbent Lot#: 2929406

Raw Silica Lot#: 0015806

Base Silica Physical Properties

"Properties Specifications ~ Results [ Methods

Spgciﬁc Surface Area (m?/g) 460 - 520 503 | N2 BET

Average Paﬂicle Size (um) 47 - 60 553 Malvern 100 _—
Average Pore Diameter (A) 58 - 87 ] 67 | N2 BET

. X 4 e <20pm =31wm 2 80um <20pm =31pym =80wm |
rt o

Particle Size Distribution (%) <12 <15 <15 10 15 14 Malvern 100

Bonded Silica Properties

Properties ) Specifications Results Methods

Carbon Loading (%C) 7.80 - 11.00 8.67 CHNO-S Anaiysis

Hydrogen Loading (%H) 1.50 - 3.20 1.90 CHNO-S Analysis

Sulfur Loading (%S) 0.40 - 0.90 0.73 CHNO-S Analysis

Surface Coverage (umol/m?) 1.8 - 3.0 2.1 | Calculated based on %C
Turbidity (NTU) <10.0 3.7 | Turbidity Meter

Washable Residue (mg/g) =20 1.0 Methanol and Hexane gravimetric

Component Properties and Manufacturing Control

7l5fbggrties Specifications Results Methods
Tube Purity Proprietary Pass GC FID Test
Frit Purity Proprietary Pass GC F}D Test -
Bed Mass Consistency Proprietary Pass Weight Measurement
Flow Characteristics Proprietary Pass 2ml Ethyl Glycol 50 psi
HPLC Test Conditions Probes = 0\
= 1Al
Uragil - f 1|
Varian 9100/9010/9050 Acetophenone T 0 ) /5
| Toluene 100— \ [ “ 7\ Y
Column Dimension: 100 X 4.6 mm | Naphthalene [ \ A A
| Bi | 50— / / \ /
) , ipheny! I\ \ \ / \
Flow: 1mU/min _ / \J \ \ P
ot \U 4 N~ p L.
Detector: UV @254 nm 29 p— .
Mobile Phase: Methanol:Water (60:40) k25 ls0 75 10,0
Test Temperature: 25-30 °C Minutes

Every Varian product undergoes a series of carefully conducted analyses prior to acceptance and shipment to our customers. This
Certificate of Analysis provides the results of some of the critical performance tests used for the evaluation of each of our sorbent lots.

All of the manufacturing and testing processes used in the preparation and evaluation of this product are in accordance with an ISO
9001:2000 regulated Quality Management System. We are always interested in your comments regarding product and quality issues.
Feel free to contact us at 800-421-2825, menu 3, option 4.

VARIAN

Qualit

10/26/2006

nir

anager Approval Date

Varian Incorporated 25200 Commercentre Drive, Lake Forest, CA 92630 USA
Tel: 1-949-770-9381 Fax: 1-949-581-9118 www.varianinc.com



Anexo 6:

AUTOTUNE Cromatografo gases masa

5973N Autotune

Mon Jan 19 13:47:57 2015

C:\MSDCHEM\1\5973N\atune.u
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strument: Instrument #1

‘Mass 69.00 | Mass 219.00 Mass 502.00 ,
| Ab 410135 | Ab 128691  Ab 12256 Ilon Pol POS MassGain 278
| Pw50 0.61 Pw50 0.60 | Pw50 0.60 | ) ) MassOffs -1z
| | | | Emission 34.6 AmuGain 2564
| | | EIEnrgy 69.9 AmuOffs 145
| | Filament 1 wid219 =0k Q27
i DC Pol POS
| Repeller 34.81
| IonFcus 90.2 HEDEnab ON
| EntLens 12.0 EMVolts 1328
1 ‘ EntOffs 18.32 |
| |
| Samples 8
| PFTBA OPEN Averages 3
Stepsize (6 95 X 6)
1
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| | MS Source 230 Foreline 47
! MS Quad 150
‘ | ‘
: e I —" L |
66 71 216 2240 500 505
~ — - . |
Scan: 10.00 - 700.00 Samples: 8 Thresh: 100 Step: 0.10 |
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|
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}
204‘ ‘
] 1
O bk ol | I
100 200 300 400 500 600
Mass . Abund Rel Abund Iso Mass Iso Abund Iso Ratio
69.00 416384 100.00 70.00 4729 1.14 |
218.90 132096 S5 L2 219.90 5943 4.50 |
| 502..00 12419 2:598 503.00 1269 l0.22
Air/Water Check: H20~4.65% N2~1.56% 02~0.52% CO2~0.25% N2/H20~33.60%
Column Flow: Bisoirits: 0.994 Back: o] ml/min. Interface Temp: 290
Ramp Criteria:
Ion Focus Maximum 20 volts using ion 502 EM Gain 28083
Repeller Maximum 35 volts using ion 219;
MassGain Values @Samples: 281@3 288R@2 298@1 322@0 401@FS
TARGET MASS: 50 69 134 219 414 502 800
Amu Offset: 145.0 145.0 145.0 145.0 14:5. 0 145.0 1.4.5:..0
Entrance Lens Offset: 1:8:..3 1803 1813 1.8 « 3 18:3 18%3 184%:.3



Anexo 7: _
Certificate of Analysis standar Benzoylecgonine

Certificate of Analysis

Benzoylecgonine

i-iBenzoyloxy)-8-methyi-8

Catalog Number: B.0O04

Selution Lot: ECO41905-018

Expiration Date: September 2013

Solvent: Methanol "
Amouant per Ampule: imb ;

Storage:

Protect from ight, refrigerate,

Handling: We advise laboratories © use meas

diluting to the desired concentration

d volusnes of this standard solution before

Intended Use: For laboratory use only. This product is a quantizative stand
uality control, and other general applications requirtng acouss
b4 g 1 B

Prepared

Analyzed
- 2 - : 2 ~ 5
Component Purity’ Concentration Concentration’
V9% LO00 = 0.031 my/md G973 & G003 me mi

Sandurd Solution Comparability

difference

Standard

alution Hamogeneity

unthar

Cenire

fmgiini.p fram Targer | | Fosttion
ey 3t FOORIR05-01 8 0.974 2.8 Bariy
Provious Lot FUG 0548 3.5

Muddie

rod of our production snd anudysis svsterms with & 959, ¢

Bon curve. We suggest

W standard wath

ies that this standard meew or exceeds the specifications swted
determinations and gravimetric preparation using balances calibra

ed wih NIST traceable
{when available). Finally, homogeneity

wiplicate analy$is and comparisen to previous lots
s of the umpuled standard.

Vuithorized Signature:

L ar

reClor

iant Corporation 811 Paloma Dosve, Suite A, Round Rock. TX 78eaa oL e e e




seﬁlliant" B:004

Certificate of Analysis g

yfical Ruberance Standercs FEO12411-02
3 DSAAA- AL DIFEST caraany Revisien |
Page | of 6

150/(EC 17025

B CHZO_YIBCgOHine 150 9001:2008

S-meihyl-S-azabicyclof3 2. 1 Joctane-

3-rBenzayioxy) carboxylic acid

Cuatalog Number: B-004

Solution Lot FEOI2411

Eapiration Date: bruary 2016 5]
Solvent: Methanol _c
Volume per Ampule:  Not less than 1 mL &
Storage: Stare in freezer. See Stability Secuon.

Intended Use: For R&I3 znalviical purposes only. Not suitable for buman or animal consumption,
Regulatory: USDEA Exempt | Canadian TK# 61-08 Safety: Flammable. Poison

has heen established throegh real time stabihity studie
illed 10 vnsure a mumimum 1 ml volume (ill. We advise laboratones 1o use measured velumes of this standard solution

on D,
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cfore dilutiog to the desired concentration

Component Chromatographic Purity Certified Conceniration

gonine 99.7% 1.000 £+ 0.006 mg‘m)

rtaty of the entration s expressed as an expanded uncertainty in sccordance with ISO 17025 and Guide 34 at the approximace
ense terval using 4 coverage tactor of k= 2 and has been calculated by statstical unalysis of our production system und

" the purity facter, materzal density, and balance and weighing technique.

d for chromatographic purity, residual water, ual solvents and residual inorganics.

s SRCHTHInY

Sotution Standard Verification and Homaogeneity

Standard Verified Concentration (mgiml) %RSD - Homogeueity

Selation 1ot Number Actual Results Acceprance Crticria Actual Results Acceptance Crticria
1005 % 3% 0
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i
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./7\‘\
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Stahdard Solution Assay Parameters Calibration Curve
Aunalysis Method: UV vy Calibration Curve: Lincar Regression
Wavelengih: iZom Number of Points: 4
Sl Width: LOnm Linearity (r): 1000
Respuonses 208

Neat Marerial Dara

Compound Nane: Benzoviecgomne Chemical Formula:
Compuund Lot FCOTOT-011 CAS Number:
Maoleenlar Weight:

Neat Material Characterization Summary
e e - -

.1l I q,', 7 i Viethod

hy HPLC/PDA Analysis SPH0-0112

hromatographic §

secondary Chromutageaphie Purity by GC/FID Analysis SPLO-0T
SP10-01a8
USP <761, SP10-U116

denlity by GO

Consistent with Struetare

017

ojvent Anatvsia by GCFID Headspace AMIORT i
vsis by Kari Fischer Coulometry USP <Q21>, SP10-0103 0 73%
inorganic Uonrent by Microash Analysis Outsourced < 0.19%

9% 9RYg

Furity Factor

i

+ Primary pumty 5 calouluted as the average of two indep fv performed

prmity vatues f b withn 0 S04 of vach ather

ses utilizing two different methods, Accepance oriterta requires the

+ The pnmary chromatograpiuc panty value 18 used to calculate the Punity Factor,

& secondary chromat,

B phic punty method s uiilized as a control,
o Tanty Factor = 100wt cesidual solvent - wi residual water - wi% resdual morganics’ x Chromatographic Punty 100

¢ Punty facton does et include adiustment for chir! and-or isatopic purity




o fju! and Physical Dara
o

LGC/FID

E Fi2 B, {GCS080

pA

2008

1500

109G

0812704.0)

19.555

Column: DR-Ems. 30moy
an A0
o 286°C at 30 min

m=Colurm

‘mn

Temp Program:

I

Injector Temp:
Detector Temp:

Data File Name:
Operator:
Instrument: GU#6
Sample Name: FCOUOTO7-61
Method File: BHEM

SmmiD: 1 Gamt

B-G04

heid 18 min

GCEOTFO9I2704 Dy

Acqaired: September 12, 2

Peak 5 Ret Time Area

Height Area Y

4.16 11.63
438 093
1165 1.29

1193

r

- R R

Temp Program: 40°C {12 mun)d to 220
Carrier Gas: Helium

Flow Rate: 29 mbmin
Detector Temp:

injector:
Injector Temp:
HS Oven Temp:

£}

=

ace Sampler

Injection Volume; EOmL
Incubation Time: 10 minutes

Cat 40 mn 15 S

G e
a
101

104

Column: DB-ALCI 30mx (.53mm. 3

am lm

Data File Name: CHOHEMBEDATAGUSHI0TD091 7730 D

Operator: KRSKM)
Instrument:
Sample Name:
Acquired:

Peak

Vb e




57;‘emgg and Physicai Data {cont,)

8-004

FRO12411-02

R

Asion 1

Page 4 of 6

HELC
TADY A, Sig=235.4 Re=360.100 (LG 50G07\L0E17709. D) Column: Syneras Polar RP 4.6 x 250 mm
mal = Mobile Phase: 01(15% Phosphoric Acid::Acctomitnle (K0:.20)
E Flow Rate: 1 % mEmin
av : 238
vih Wavelength: 238 nm
4 Data File Name:  CHPCHEMUBDATALCSO90TLOPI7709 13
1 Operator: MAM
Instrument: LC#S
? Sample Name: OO0 767-01
Method File: RMBUO02-2-1 M
8 -
B Acquired: Sepember 14 2007 Y42 AM
o Peak # Ret Time Area Height Arts “
0 ! 608 1620 89 jasin 99 62
2 1166 6.28 0.50 .38
28 =
3
0 2 ) 3 g 10 m
"H NMR [nstrument: Brisker DRX 4041
Sulvent: Chlaroform-D
Refercace: TMS
3 3 . :
! 5
: |
| |
i |
[
|
! \
g
N ‘m LA rus a0
l o ez o vy
! ¥
| |
| | P LRk
- i " | 1 [ E
E ) \a £l ] . 4 2 o .vr-MV
T ST e R
Qi3 Falama Drive, Sk &, Scund Bock, T 78665 AOARE TR v § BT
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