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Analisis de cocaina en
diferentes muestras por
cromatografia de gases
con detector de ionizacion
de llama (CG-FID)

Analysis of cocaine in
different samples by gas
chromatography flame
ionization detector (GC-
FID)

Analise de cocaina em
diferentes amostras por
cromatografia gasosa com
detector de ionizacao de
chama (GC-FID)

Resumen

Abstract

Resumo

En este estudio se realizd la validacion de

los métodos establecidos por la UNODC
para la cuantificacion y extraccion de
benzometilecgonina (cocaina) presente en las
hojas de Erythhroxylum coca, en té de coca 'y
en clorhidrato de cocaina. El primer método
de extraccion, recomendado por la UNODC,
es una extraccion solido-liquido (ESL), sin
embargo, los resultados obtenidos indican
que esta no es lo suficientemente eficiente
para lograr una sefial de analito distinguible
de la relacidn sefial a ruido (S/N) para las
muestras de hojas de Erythhroxylum coca'y
té de coca. El segundo método propuesto

es la extraccion soxhlet, los resultados
indican que esta resulta mas eficiente para
aislar y cuantificar el analito de interés

por cromatografia de gases acoplada a un
detector de ionizacion por llama (CG-FID).
Después de someter las muestras al proceso
de extraccion soxhlet y cuantificacion por
CG-FID se encontr6 que la hoja de té posee
7,66x10*> mg de cocaina/kg de muestra,

las hojas de coca 17,15 mg de cocaina/

kg de muestra y el clorhidrato de cocaina
7,15x10° mg de cocaina/kg de muestra. El
método de analisis escogido se caracteriza
por arrojar bajos limites de deteccion (0,169
mg/L) y por poseer parametros estadisticos y
cromatograficos ideales.

In this study validate the methods established
by the UNODC for quantification and
extraction benzometilecgonina (cocaine)

in the leaves of Erythhroxylum coca, coca

tea and cocaine hydrochloride. The first
extraction method recommended by the
UNODC is a solid-liquid extraction (ESL),
however, the results indicate that this is not
efficient enough to achieve analyte signal
distinguishable from the signal to noise ratio
(S/N) for samples Erythhroxylum coca leaves
and coca tea. The second proposed method
is soxhlet extraction, the results indicate that
this is more efficient to isolate and quantify
the analyte of interest by gas chromatography
coupled to a flame ionization detector (GC-
FID). After submitting the samples to the
soxhlet extraction process and quantification
by GC-FID it found that tea leaf has 7.66x10?
mg of cocaine/kg sample, coca leaves 17.15
mg of cocaine/kg sample and cocaine
hydrochloride concentration corresponded
to 7.15x10° mg of cocaine/kg sample. The
chosen analysis method is characterized

by low detection limits shed (1.69 mg/L)

and possessing ideal chromatographic and
statistical parameters.

Neste estudo validaram-se os

métodos estabelecidos pelo UNODC

para a quantificagdo e extragao de
benzometilecgonina (cocaina) nas folhas

de Erythhroxylum coca; em ché de coca e
cloridrato de cocaina. O primeiro método

de extragido recomendado por UNODC

¢ uma extragao solido-liquido (ESL), no
entanto, os resultados indicam que esta

néo ¢ suficientemente eficaz para atingir

um sinal de analito distinguivel da relagdo
sinal-ruido (S/N) para amostras de folhas
Erythhroxylum coca e cha de coca. O segundo
método proposto é uma extragdo soxhlet, os
resultados indicam que este é mais eficiente
para isolar e quantificar o analito de interesse
por cromatografia gasosa acoplada a um
detector de ionizacio de chama (GC-FID).
Depois de enviar as amostras para o processo
de extragao soxhlet e quantificagdo por
GC-FID descobriu-se que as folhas de cha
tém 7,66x10” mg de cocaina/kg de amostra,
as folhas de coca 17,15 mg de cocaina/

kg de amostra e o cloridrato de cocaina
7,15x10° mg de cocaina/kg de amostra. O
método de analise escolhido é caracterizado
por ter baixos limites de detecgdo (1,69
mg/L) e possuir pardmetros estatisticos e
cromatograficos ideais.

Palabras claves: Erythroxylum coca,
cromatografia de gases con detector

de ionizacion de llama (CG/FID),
benzoilmetilecgonina (cocaina) y extraccion
soxhlet.

Keywords: Erythroxylum coca, gas
chromatography with flame ionization
detector (GC/FID), benzoilmetilecgonina
(cocaine), soxhlet extraction.
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Introduccion

La Erythroxylum coca ha sido utilizada desde tiempos antiguos en don-
de los nativos las mascaban como parte de sus rituales. Sin embargo, no
fue hasta 1859 cuando el quimico Alemdn Albert Niemann realizé la
extraccion de benzoilmetilencgonina (cocaina) a partir de las hojas de
Erythoxylum coca. Esta se empez0 a utilizar como medicamento en 1880,
pero su uso se prohibié en 1922 tras observar sus efectos estimulantes y
adictogénicos sobre el sistema nervioso (1). Su uso prolongado represen-
ta un alto riesgo debido al bloqueo en los receptores de dopamina (2,3),
creando una adiccion y estimulacion en el sistema nervioso central.

En este estudio se desarrollé una metodologia de analisis (4) de ben-
zoilmetilecgonina (cocaina) en distintas matrices (té de coca, hojas de
Erythroxylum coca secas y clorhidrato de cocaina), con la finalidad de
cuantificar la cantidad de alcaloide presente en cada una de ellas. Este es-
tudio resulta relevante pues la cocaina es extraida en su mayoria de las
hojas de Erythroxylum coca (5). El proceso de cuantificacién requiere de
una mayor exigencia y calidad para determinar con precisién y exactitud
la cantidad del alcaloide presente por hectarea de coca cultivada en el pais.

El sistema integrado de Monitoreo de Cultivos Ilicitos (SIMCI) ha
realizado la determinacién de benzoilmetilecgonina en Erythroxylum
coca, usando las imagenes satelitales del Landsat 8 OLIL. De esta manera se
cuantifico la cantidad aproximada de cocaina por hectérea producida en
el pais en el periodo de 2001 a 2013 (5). Ademds, la UNODC cuantifico la
cocaina presente en hojas de coca seca y pulverizada de tres variedades de
Erythroxylum coca (6). Estos resultados (Tabla 1), expresados como por-
centaje en peso, se utilizaron para verificar los resultados de este estudio.

Materiales y métodos

Material vegetal

Las muestras que se usaron en este trabajo son: clorhidrato de cocaina,
hojas de Erythroxylum coca y té de coca comercial (Figura 1); las dos

Tabla 1. Cantidad de cocaina presente normalmente en tres variedades de Erythroxylum coca

primeras fueron suministradas por la Fiscalia General de la Nacién, y
la tercera fue conseguida en un mercado local. Se emple6 etanol como
agente de extraccion. (Con un n=3 para cada método de extraccion).

Preparacion de muestras y extractos

El clorhidrato de cocaina se prepar mediante su disolucién en etanol
con el estandar interno de tetracosano (C,,) a 100 mg/L. Las muestras de
hoja de Erythroxylum cocay el té de coca se prepararon de acuerdo a los
procedimientos descritos por la UNODC (4), este método consiste en
un calentamiento de la muestra a 40 °C por 12 h, seguido de un proceso
de molienda. Luego se pesan 0,5 g de muestra y se afladen 10 mL de
etanol con tetracosano (C,,) (100 mg/L).

Ademas se realiz6 un analisis de las muestras para mejorar el proce-
so de extraccion de los analitos presentes por extraccion solido liquido
tipo soxhlet en un equipo Biichi Extraction System B-811. El procedi-
miento de lavado ciclico con disolvente mejord la extraccion y se obtuvo
una sefial del analito por encima del limite de deteccion. Para el analisis
se tomaron 0,1 g de muestra y 60 mL de etanol. La mezcal resultante se
sometié a tres ciclos de lavado de aproximadamente 30 minutos; esta
metodologia permitié aumentar la solubilidad de los analito en etanol.
Posteriormente las soluciones fueron filtradas con una membrana de
PVDF (Polifluoruro de vinilideno) de 0,45 pm. Finalmente se analiza-
ron las muestras bajo los siguientes rangos de concentracion, corres-
pondientes a: clorhidrato de cocaina entre 200 a 800 mg/L; té de coca
entre 20 a 100 mg/L y hoja de coca entre 100 a 1000 pug/L.

Analisis cromatografico

El andlisis cuantitativo y cualitativo del analito (cocaina t,=13,50 0,25
min) se realiz6 por medio de estandar de cocaina-HCI (Lipomed COC-
156-HC), realizando una curva de calibracion con estandar interno (n-
tetracosano C24 t,=11,50 0,25 min) y una posterior inyeccion por la
técnica de cromatografica de gases acoplada a un detector de ionizacién
de llama (GC-FID). La solucién de partida se trat6 con florisil para eli-
minar los pigmentos coloreados y con sulfato de sodio anhidro para

Variedad Erythroxylum coca

Contenido normal de cocaina en la hoja seca

Coca Var. Ipadu
Novo Var. Novogranatense
Novo Var. Truxillense

0,11-0,41% p/p
0,17-0,76% p/p
0,42-1,02% p/p

Figura 1. Muestras a analizar.
Izquierda. Clorhidrato de cocaina. Centro. Té de coca. Derecha. Hoja de coca
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eliminar el agua. Se inyect6 1 pL de muestra en un equipo Shimadzu
referencia QP-2010 plus. Las condiciones fueron las siguientes: se utilizé
una columna DB-1 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm) con He como gas de
arrastre y gas auxiliar a un flujo de 1,4 mL/min y 28,6 mL/min respecti-
vamente. La temperatura del inyector fue de 280 °C. El flujo del Split fue
de 7,0 mL/min y su relacion de 1:5. El flujo de purga del septum de 3,0
mL/min. El detector se utilizé con flujos de 30,0 mL/min de hidrégeno
y 300,0 mL/min de aire a una temperatura de 280 °C. Finalmente el pro-
grama de temperatura del horno fue de 180 °C (Durante 3 min) seguido
de una rampa a 10 °C/min hasta 280 °C (Durante 25 min) con un tiem-
po de equilibrio de 0,5 min para un tiempo total de corrida de 38 min.

Resultados y discusion

Cuantificacion de cocaina en diferentes matrices

Se estudiaron un total de dieciocho muestras entre clorhidrato de cocai-
na, té de coca y hoja de coca de una sola variedad. La concentracién de
benzoilmetilecgonina (cocaina) se calculé por medio de interpolacion
en la curva de calibracion con estandar interno a partir de las muestras
de clorhidrato de cocaina mostrando valores de 7,15x10° mg de cocai-
na/kg de muestra (71,47% p/p), en el té de coca se encontré una mayor
dispersion en los valores obtenidos, ademads, dado que el resultado varié
en cada una de las réplicas se obtuvo un valor promedio de 7,66x10* mg
de cocaina/kg de muestra (0,077% p/p). La cuantificacién del analito
en la hojas secas represent6 un desafio en la medida en la que su con-
centracion era inferior a 2,0 mg de cocaina/kg de muestra, de ahi que la

metodologia de extraccion establecida por UNODC no fue exhaustiva
para este andlisis. Para la cuantificaciéon de las muestras se generaron
tres rectas de calibracion correspondientes (Figura 2A-C), las cuales son
lineales en el rango de concentracion trabajado (Tabla 2).

Validacion del método

Los pardmetros cromatograficos (resolucién (R:>1,5), factor de reten-
cion (k">0,5), factor de separacion o selectividad (k o o >1,0) y nimero
de platos tedricos (N>60000) (Tabla 2) y las caracteristicas analiticas de
desempeno (rango de linealidad, coeficiente de regresion (R?), limite
de deteccion (LOD), limite de cuantificacién (LOQ), precisién (RSD)
y porcentaje de recuperacién) indican que el método utilizado tiene ca-
pacidades de desempeiio suficientes para la cuantificacién de cocaina en
las diferentes matrices estudiadas (7).

Los pardametros cromatograficos indican que para cada tipo de ma-
triz se cumplen los criterios de aceptacion, esto sugiere que la metodo-
logia es util para separar y resolver los analitos presentes en las distintas
matrices estudiadas con una buena separacion y resolucion. Los limites
de deteccion cuantificacion son bajos y cumplen con las exigencias del
analisis. Ademas, se evaluo la eficacia del proceso de extracciéon por me-
dio de la cuantificacion de la concentracion real de los puntos de la cur-
va de calibracién, la desviacion estandar relativa (%RDS) y el porcentaje
de recuperacién (%R) sobre estandares a bajas, medias y altas concen-
traciones de la curva de calibracion (Ecuacion [1]). En esta ecuacion, X,
es el valor verdadero y X el promedio de tres mediciones (Tabla 3).

"/R—X 100 [1
0—7)( []

t

Figura 2. Curvas de calibracién correspondientes a las diferentes matrices de estudio para la respectiva cuantificacién de cocaina. ((24 : Estandar interno de n-Tetracosano)
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Tabla 2. Pardmetros cromatograficos establecidos para la validacion del método

Pardmetros cromatograficos: [1] R? — Resolucidn, [2] LOD — Limite de deteccion, [3] LOQ — Limite de cuantificacion. [4] Rs — Resolucidn, [5] y [6] k - Factor de retencidn, [7] a — Factor de

separacion, y [8] N — Nimero de platos tedricos. "LOD y LOQ en pg/L.

N° Parametro Clorhidrato de cocaina Té Coca Hoja Coca

1 R? 0,99 0,97 0,98

2 LOD (mg/L) 0,97 0,17 1,69

3 LOQ (mg/L) 3,23 0,57 5,66

4 R 14,43 10,63 12,70

5 k" deC_24 3,78 4,18 3,41

6 k’ de Cocaina 3,13 3,54 8,44

7 koa 1,21 1,18 2,47

8 N 99191 73713 64783

Tabla 3. Pardmetros estadisticos establecidos para la exactitud y precision del método.
Clorhidrato de cocaina Té de coca
[ppm] [Cocaina], % RDS %R [ppm] [Cocaina], % RDS % R

200 192,49 6,97 96,25 20 22,37 2,638 111,84
400 394,15 2,92 98,54 40 33,25 0,33 83,12
500 479,96 5,53 95,99 60 66,07 1,04 110,11
600 635,79 8,32 105,97 80 78,78 1,87 98,42
800 778,62 5,44 99,63 100 99,63 0,62 97,33

Conclusiones

La metodologia de extraccion con solvente (método UNODC) no resulté
eficiente porque no fue posible discriminar la sefial del analito del ruido
instrumental. Esto se debe a que el método de extraccion es poco exhaus-
tivo y al poco contenido de la benzometilecgonina en las muestras. Como
resultado se recomienda utilizar métodos de preparacion de muestras
como la extraccion soxhlet utilizada y métodos miniaturizados asistidos
por ultrasonido (8). La metodologia de extraccion soxhlet aumentd el fac-
tor de concentracion del analito de interés. Esto permitié su cuantifica-
cién en las distintas matrices estudiadas (hoja de coca, 17,15 mg de cocai-
na/kg de muestra y té de coca 7,66x10> mg de cocaina/kg de muestra). El
método de extraccion soxhlet cumpli6 con los criterios cromatograficos y
estadisticos que otorgaron una buena confiabilidad, precision y exactitud;
obteniendo intervalos entre 2,9 %RSD a 6,9 %RSD de desviacién estindar
relativa (%RSD) y un porcentaje de recuperacion (%R) entre 95 %R a 98
%R para el estandar utilizado en las rectas de calibracion.
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