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RESUMEN

El trabajo consisti6 en realizar la estandarizacion del método de la técnica
Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de masas (siglas en ingles
GC-MS) que consiste en el andlisis de muestras de cocaina, incautadas en el eje
cafetero realizado en el Cuerpo Técnico de Investigacion de la Fiscalia General de
la Nacion

Durante la realizacion del trabajo, se encontraron resultados correspondientes a la
estandarizacion en si, como limite de deteccion, limite de cuantificacion, linealidad,
precision, exactitud, etc. A parte de los resultados de estandarizacion, se
encontraron igualdades entre las concentraciones de los adulterantes en las
diferentes muestras incautadas.

Finalmente el trabajo aporta en la investigacion judicial, ya que al ser un método
estandarizado, es bien visto por la comunidad cientifica, dando iniciativa a la
investigaciéon en este campo, fortaleciendo el vinculo que existe entre la rama
judicial y la investigacion. Enmarcandolo en un contexto social, el trabajo ayuda a
la lucha contra el trafico de estupefacientes y permitiendo a las autoridades e
instituciones realizar mejor su trabajo.

En este proyecto se estandariz6 un método analitico presente en el laboratorio de
la Fiscalia General de la Nacién seccional Pereira, empleando la técnica de
Cromatografia de Gases acoplado a Espectrometria de Masas, para la
determinacioén y cuantificacion de cocaina y los principales adulterantes presentes
en la cocaina incautada en el eje cafetero

Palabras clave: Cocaina, estandarizacion de métodos, drogas, espectroscopia de
masas, adulterantes, cromatografia de gases.
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INTRODUCCION

Desde tiempos inmemorables, los alcaloides, se han usado empiricamente en el
tratamiento de enfermedades, tales como afecciones cardiacas y cerebrales, sin
saber que estos son peligrosos ya que la mayoria causan dependencia fisica y/o
psicoldgica. Desde el siglo XIX se vienen aislando diferentes tipos de alcaloides
que coincidieron mas o menos con la introduccién del proceso de extraccion de las
drogas provenientes de plantas exoticas. El farmacéutico francés Charles Derosne
aisl6 en 1803 el alcaloide denominado después narcotina, y el farmacéutico
Friedrich Sertliner investigd sobre el opio y aislé la morfina. A ello siguio
rapidamente el aislamiento de otros alcaloides como la estricnina, cafeina,
cocain[%, entre otros, este ultimo aislado por el quimico aleman Albert Niemann en
1859.

Aunqgue la cocaina fue usada como suplemento para las personas adictas a la
morfina ¥, algunas personas inescrupulosas lo usaron con fines delictivos, es por
eso que desde 1986 el gobierno nacional de la republica de Colombia, ha creado
la ley 30, prohibiendo el uso, consumo y transporte de estupefacientes y algunos
de sus insumos. Debido a esto, las personas que trafican este tipo de sustancias
se han ingeniado diferentes formas de “camuflar” la droga y asi burlar a las
autoridades. 1!

La necesidad de judicializar a las personas que quebrantan la ley y aportar
pruebas contundentes para la investigacion en los casos de trafico y porte de
estupefacientes ha generado en las autoridades la necesidad de adoptar técnicas
avanzadas para la identificacion y cuantificacién de alcaloides ™ una de estas
técnicas es la Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas ya
que proporciona alta sensibilidad, permite la identificacibn exacta de los
compuestos y la comparacion entre el espectro de masas dado por los analitos
con un espectro encontrado en la literatura °\. Por estas razones los laboratorios
de forenses de Colombia estdn empleando esta técnica para el analisis de
estupefacientes. [©
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JUSTIFICACION

Con la puesta en marcha del cédigo de procedimiento penal, siendo la ley 906 de
2004, esto conlleva a una exigencia mayor en lo referente a la calidad de pruebas
y ensayos realizados por las instituciones que cumplan funciones de investigacion.
Como respuesta a esto, los grupos de quimica y balistica del Laboratorio Regional
Cafetero del Cuerpo Técnico de Investigacion de la Fiscalia General de la Nacion
Seccional Pereira estan en proceso de validacion de sus métodos de analisis a fin
de aportar pruebas con validez cientifica que tengan peso en el proceso judicial.
Adicionalmente las instituciones estatales estan viviendo un proceso de
mejoramiento de la calidad en los resultados, en la cual ha tomado gran
importancia la acreditacion de pruebas y ensayos en los laboratorios de analisis
por medio de la Norma Técnica Colombiana ISO - IEC 17025 cuya finalidad es
demostrar que se opera un sistema de calidad técnicamente competente, en el
cual sus métodos analiticos proporcionan resultados fiables y adecuados para su
propésito o finalidad ya que muchas de las decisiones que se toman estan
basadas en la informacién que estos resultados suministran. La validacion de las
técnicas, junto a otras actividades englobadas en el control del aseguramiento de
la calidad, permite demostrar a los laboratorios que sus métodos analiticos
proporcionan resultados fiables.

Estas técnicas deben validarse o estandarizarse también para establecer por
medio de estudios en laboratorio, una base de datos que demuestren
cientificamente que un método analitico tiene las caracteristicas de desempefio
que son adecuadas para cumplir los requerimientos de las aplicaciones analiticas
pretendidas. Ademas implica la demostracion de la determinacion de las fuentes
de variabilidad y del error sistematico y al azar de un procedimiento, no solo en la
calibracion sino en el andlisis de muestras reales. La estandarizacion debe ser tan
exhaustiva como sea necesario para responder a las necesidades de la aplicacién
en cuestion. El laboratorio debe registrar los resultados obtenidos, el
procedimiento usado para la estandarizacion y una declaracién de que el método
se ajusta al uso propuesto.

Por otra parte los laboratorios encargados del analisis de estupefacientes en la
zona cafetera no han hecho estudios que permitan caracterizar la droga incautada
en la region, esto debido a que la ley no exige la cuantificacion de la droga, ya que
la pena dada por el delito de trafico o porte de estupefacientes se dicta por la
cantidad de droga incautada entiéendase esta como la totalidad de sustancia
decomisada, sin importar si estd mezclada con algun tipo de diluyente o
adulterante, sin embargo para fines de investigacion criminal, estos datos pueden
ser muy importantes para establecer si la adicion de adulterantes se hace al azar o
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en proporciones definidas y asi establecer vinculos de muestras a partir de dichos
resultados.

En este proyecto se estandarizo la técnica instrumental para el analisis de cocaina
(analisis cualitativo y cuantitativo de las muestras de cocaina y los diluyentes o
adulterantes principales presentes en estas, por Cromatografia de Gases
acoplado a Espectrometria de Masas) utilizada en el laboratorio de Quimica del
Cuerpo Técnico de Investigacion de la Fiscalia General de la Nacion Seccional
Pereira, a fin de obtener de resultados confiables, con limites de deteccion
correctamente establecidos, respaldados por una adecuada calibracion,
recoleccion y toma de muestras, que permitan generar resultados con evidencias
sélidas contundentes y veraces para la judicializacion de las personas
involucradas en el proceso, adicionalmente efectuar la caracterizacion de los
adulterantes presentes en las muestras de cocaina incautada para evaluar si la
cantidad de estos es proporcional, variada y si tienen alguna relacién entre si.
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OBJETIVOS

GENERAL
e Estandarizar un método por cromatografia de gases acoplado a

espectrometria de masas para el analisis de cocaina y caracterizar los
adulterantes presentes en la cocaina incautada en el eje cafetero.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Evaluar los pardmetros de estandarizacion del método analitico:
Repetibilidad, exactitud, linealidad, limite de cuantificaciéon y limite de
deteccion para el equipo Shimadzu GC-MS QP 2010. Plus

e Caracterizar los llamados adulterantes, presentes en la cocaina incautada
en el eje cafetero.

20



1 MARCO TEORICO
1.1 ANTECEDENTES

Desde los inicios de la identificacion de la cocaina, se han usado diversas
técnicas para la determinacion y visualizacidén de esta, algunas de las técnicas
ya han sido reemplazadas o son obsoletas, pero de no haber sido por estas
técnicas el andlisis de cocaina hubiera sido un tanto tedioso. Los primeros
analisis realizados fueron analisis no instrumentales, como lo fue la
cristalizacion de la cocaina hidroclérica, realizando precipitaciones con cloruro
de platino, cloruro de oro y yoduro de plomo. Seguido de esto se realizaron
ensayos de colorimetria, para la diferenciacion de la cocaina base de la
cocafna clorhidrato.!*®!

Siendo una técnica no instrumental la cromatografia de capa delgada (con sus
siglas en ingles TLC — Thin-Layer Chromatography) fue una de las técnicas
mas usadas durante las décadas de 1960’s hasta 1990’s siendo en esa época
la técnica no instrumental mas acertada y disponible para los cientificos, aun
en hoy en dia la técnica es usada para la cualificacién de cocaina. *®

Otro de los métodos de andlisis de cocaina usado antes de realizar ensayos
en equipos como lo son los cromatégrafos, RMN y demas, fueron los ensayos
de radioinmunologia, inmunoensayo de polarizaciébn por fluorescencia,
electrodos de ion selectivo, entre otros. (¢!

Luego de eso, la cromatografia de gases acoplada a diferentes técnicas o de
manera individual, y la cromatografia liquida de alta eficiencia son las técnicas
mas empleadas para el andlisis de estupefacientes en la actualidad, otros
métodos que utilizan para este fin son: cromatografia de capa delgada,
cromatografia capilar electrocinética, electroforesis capilar, espectroscopia
infrarroja. !

La Division de Estupefacientes de la Oficina de Naciones Unidas en Viena
reporta el uso de las siguientes técnicas para la deteccién y analisis de
sustancias puras: Cromatografia en capa delgada (TLC), Cromatografia gas —
liquido, Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), Espectroscopia
infrarroja (IR). ¥
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El método original fue proporcionado por las naciones unidas en 198614
derivandose desde ahi diversos estudios sobre la cocaina, como “Validation of
a method to detect cocaine and its metabolites in nails by gas
chromatography—mass spectrometry” y “Determination of cocaine and
cocaethylene in plasma by solid-phase microextraction and gas
chromatography—mass spectrometry”, siendo estos dos articulos una pequeia
muestra de los estudios realizados por parte de los cientificos.

Los laboratorios de quimica del Instituto Nacional de Medicina Legal y Ciencias
Forenses, Policia Nacional y la Fiscalia General de la Nacion, son las
instituciones del estado que se encargan del andlisis de estupefacientes en
nuestro pais, en sus métodos utilizan las técnicas mas usadas son
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas vy
espectrofotometria infrarroja.

1.2 DEFINICION DE ESTUPEFACIENTE

El articulo 2 de la Ley 30 de 1986 reglamentada por el Decreto reglamentario
3788 de 1986, se define como estupefaciente a la droga no prescrita
médicamente que actia sobre el sistema nervioso central produciendo
dependencia fisica o psicolégica y como droga a toda sustancia que
introducida en el organismo vivo modifica sus funciones fisiologicas.®

1.3 ANALITOS
Las principales caracteristicas de analitos usados en el trabajo, se mencionan

a continuacion, caracteristicas que son importantes para la investigacion y
para la elaboracién del método analitico.

1.3.1 COCAINA

1.3.1.1 Historia. En los comienzos del siglo XX, se decidi6é controlar el cultivo
de la coca, ya que al haberse aislado la cocaina, los efectos de ésta,
mas agresivos que los de las hojas de coca, empezaron a crear los
primeros problemas de drogadiccién. !
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1.3.1.2

El uso de la cocaina como droga estimulante tiene sus antecedentes en
la existencia de la practica de mascar coca entre los indigenas de la
region de los Andes, pero como droga adictiva propiamente dicha, la
cocaina empez6 a usarse en la década de 1880 por hombres de
empresa que la afadian a bebidas alcohdlicas y refrescos; un vivo
ejemplo es la Coca Cola (hasta 1904 en que fue “descocainizada”) que
se anunciaba como “ténico cerebral de mucho valor y cura para todas
las afecciones nerviosas: dolor de cabeza, neuralgia, histeria,
melancolia, etc.”?

En 1970, en la 4% edicibn de las “Bases farmacologicas de la
terapéutica” de Goodman & Gilman, J.H. Haffe afirmaba: “El abuso de la
cocaina es muy poco frecuente en los paises occidentales, si bien
mascar hojas de coca es todavia comun entre los indios peruanos de los
Andes”.

A pesar de esta afirmacion de J.H. Haffe en 1970 su consumo aumenté
de manera espectacular, y desde hace unos afios (1985-1990), la
drogodependencia cocainica constituye el problema sanitario mas grave

Fr} el mundo occidental en el campo de las toxicomanias
10

Caracteristicas .

Figura 1. Estructura bidimensional de la cocaina.

0O

CHs
0

En la figura anterior (Figura 1) se aprecia la estructura bidimensional de
la cocaina.
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1.3.1.3

Es un alcaloide proveniente del tropano, cristalino, que se obtiene de las
hojas de la planta Erythroxylum coca, esta es estimulante del sistema
nervioso central, supresor del apetito y anestésico local, En concreto, se
trata de un inhibidor de la noradrenalina-dopamina. sus Propiedades
quimicas son: Peso molecular 369.42 g/mol. Cristales blancos amorfos,
a temperatura ambiente 1g se disuelve en 1.5 ml de cloroformo, 31 ml
de alcohol, 1700 ml de agua y 100 ml de éter etilico.*?

Normatividad. En 1973 el Congreso de la Republica de Colombia dio
facultades al Presidente de la Republica para legislar sobre el tema de
las drogas. En 1974 el Decreto 1188 conocido como Estatuto Nacional
de Estupefacientes hizo la primera definicion de dosis personal diciendo
‘es la cantidad de farmaco o droga que ingerida de una sola vez
produce efectos “?. Posteriormente se dio vigecia a un nuevo Estatuto
Nacional de Estupefacientes, bajo la ley 30 de 1986, reglamentado por
el decreto 3788 de 1986 y el cual su articulaje se traslado a
regulaciones, penas y procedimientos vistos en la ley 599 de 2000, titulo
XIll:  Delitos contra la salud publica, capitulo 1I: Trafico de
estupefacientes y otras infracciones, desde el articulo 375 hasta el
articulo 385 sustentan la normatividad de este alcaloide. !

1.4 ADULTERANTES COMUNES

Los adulterantes més comunes son: Anestésicos (benzocaina, lidocaina,
procaina), Analgésicos (quinina), Otros estimulantes (cafeina, efedrina,
metanfetaminas) y finalmente Inertes en polvo (bicarbonato de sodio, inositol,
levamisol).

A continuacibn se mencionan las caracteristicas de los adulterantes
encontrados mas comdnmente

1.4.1 CAFEINA

1411

Caracteristicas.®'? La cafeina es un alcaloide de la familia
metilxantina, cuyos metabolitos incluye los compuestos teofilina y
teobromina, con estructura quimica similar y efectos similares (aunque
de menor intensidad a las mismas dosis). En estado puro es un polvo
blanco muy amargo. Su féormula quimica es CgHioN4O2, su nombre
sistematico es 1,3,7-trimetilxantina o 3,7-dihidro-1,3,7-trimetil-1H-purina-
2,6-dional.
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Figura 2. Estructura bidimensional de la Cafeina
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1.4.2 FENACETINA

1.4.2.1 Caracteristicas. La fenacetina es un sélido blanco o polvo cristalino,
normalmente presentado como cristales finos de color blanco, sustancia
inodora de formula molecular C1oH13No2 ', su peso molecular es 179.22
g/mol, a temperatura ambiente 1 gramo de fenacetina se disuelve en 15
mL de etanol, 14 mL de cloroformo, 90 mL de eter y 1310 mL de agua;
La sobredosis produce metahemoglobinemia y hemodlisis, por su
naturaleza oxidante, sobre todo si existe déficit de glucosa 6 fosfato
deshidrogenasa. También produce necrosis tubular renal. Su nombre
IUPAC es N-(4-Etoxyfenil) acetamida. 2

Figura 3. Estructura bidimensional de la fenacetina
H
NT
P @)
H,C~ O

CH;

Para el andlisis de los analitos mencionados anteriormente, existen diversos tipos
de técnicas analiticas, en este trabajo se estudian los analitos mediante la técnica
de Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas, la cual es una
de las mas recomendadas para este fin. A continuacion se presentan las
principales caracteristicas de las técnicas acopladas y por separado.
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1.5 CROMATOGRAFIA DE GASES (CG)

En muy poco tiempo la cromatografia de gases se ha convertido en la técnica
principal para la separacion y analisis de compuestos volatiles. Ha sido usada
para analizar gases, liquidos y solidos (este ultimo usualmente se disuelven en
solventes volatiles). Tanto material organico como inorganico pueden ser
analizados, y el peso molecular puede estar en un rango de 2 hasta 1.000
Daltons.

Los cromatdgrafos de gases son los instrumentos de analisis mas usados en el
mundo. Las columnas capilares eficientes proporcionan alta resolucion por
ejemplo en el estudio del café, donde mas de 450 componentes en el aroma
del café son diferenciables entre si. Detectores sensibles como el detector de
ionizacién de llama el cual puede cuantificar hasta concentraciones de 50
partes por billon de componentes organicos con una desviacién estandar
relativa de 5%. La cromatografia es un método fisico de separacion basado en
la distribucion de la muestra en dos fases. Una fase es el lecho estacionario de
extensa superficie empacada apretadamente dentro de una columna. Esta es
la fase estacionaria y puede ser un sélido o una delgada pelicula liquida que
recubre al sélido Y. La otra fase consiste en un gas o un liquido que pasa
sobre la fase estacionaria y alrededor de la misma. Esta fase se denomina
fase mévil, En el caso de la cromatografia de gases, la fase mévil es un gas
inerte, su separacién se basa en las diferencias en los puntos de ebullicién y la
temperatura de la columna. En la cromatografia de gases, la fase movil se
denomina gas transportador, ya que es un gas inerte cuya finalidad es
transportar las moléculas de la muestra a través de la columna.

Los liquidos organicos de alto punto de ebullicion constituyen la fase
estacionaria de la CG de fase liquida. La fase liquida se extiende como una
pelicula delgada sobre un solido inerte llamado soporte solido. La base para la
separacion es la particion de la muestra dentro o fuera de esta pelicula liquida.
Si se puede encontrar una fase liquida que tenga solubilidad selectiva para dos
compuestos, entonces estos dos pueden separarse mediante cromatografia de
gases. La CG de fase liquida es la forma mas selectiva de la cromatografia y la
gue se presta a mayores usos mililitros En la cromatografia de gases se
emplea el procedimiento de elusion; la muestra se afiade a la columna y el gas
puro que actua de portador fluye continuamente. Esta técnica tiene la ventaja
de que los picos de la muestra estan rodeados por un gas transportador puro y
cuando se concluye el andlisis, la columna queda lista para otra muestra. %!
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1.5.1 Ventajas. ! Las principales ventajas de la cromatografia de gases son:
alta resolucion, velocidad en el andlisis reflejado por el tiempo de analisis,
sensibilidad, sencillez y resultados cuantitativos. Alta Resolucion: La CG
puede generar miles de platos tedricos en unos pocos minutos. Los
isébmeros con puntos de ebullicibn muy préximos que no pueden separarse
por destilacion se separan facilmente mediante la cromatografia de gases.
Ademas la CG se presta a usos mas variados que la mejor columna de
destilacion, ya que las columnas cromatograficas puede sustituirse
facilmente. Esto permite la separacién selectiva debido a solubilidades
diferentes, aun cuando los puntos de ebullicidbn estén muy cercanos. Como
hay numerosas columnas, se puede escoger entre ellas, lo que confiere
variedad a la gama de muestras que pueden manejarse.?!!

Tiempo de analisis: Normalmente, el analisis por CG tarda unos minutos;
muchas separaciones Uutiles se completan en 10 minutos. Con altas
presiones se han terminado analisis completos en apenas unos segundos.
Sin embargo, en la mayoria de los analisis de laboratorio este ahorro en
tiempo no reduce apreciablemente el tiempo total involucrado en la toma de
la muestra, el andlisis cromatografico y el calculo de los resultados. En
consecuencia no se ha destacado mucho la rapidez de estos andlisis. Basta
seflalar que la CG permite lograr rapidamente buenos datos analiticos.
Sensibilidad: Una de las razones principales por las que se usa
ampliamente la CG en los analisis es la sensibilidad conseguida. El detector
de conductividad térmica puede facilmente medir microgramos. El detector
de ionizaciéon de llama faciimente mide nano gramos (10° g), y los
detectores mas selectivos como el de captura de electrones y el detector
fotométrico de llama alcanzan los pico gramos (10%g). 2

Debido a esta sensibilidad, la CG es un método preferido para el analisis de
trazas, particularmente plaguicidas, herbicidas y contaminantes organicos
en el aire y del agua. Otra ventaja de esta extrema sensibilidad es la
pequefiez de la muestra requerida. Para completar un andlisis bastan unos
micro litros. Sencillez Tanto las técnicas como el instrumental de la
cromatografia de gas son relativamente sencillos y faciles de comprender.
Con solo unos pocos dias de trabajo de laboratorio los estudiantes son
capaces de obtener datos analiticos significativos. Resultados
Cuantitativos: Una ventaja importante de la CG es que permite obtener muy
buenos resultados cuantitativos. Sin embargo, la exactitud es funcion de
muchos factores. Se puede obtener buena exactitud en una amplia gama
de concentraciones de la muestra, desde miligramos hasta nano gramos. %!

27



A continuacion se presenta el detector con mayor afinidad con la cromatografia de
gases, usado en diferentes tipos de analisis cientificos, tanto en investigacion
como en control de calidad, particularmente andlisis forense.

1.6 ESPECTROMETRIA DE MASAS (EM)

De todas las herramientas analiticas de que dispone un cientifico, la
espectrometria de masas es quizas la de mayor aplicacion, en el sentido de
gue esta técnica es capaz de proporcionar informacion acerca de: la
composicién elemental de las muestras; ? la estructura de las moléculas
inorganicas, organicas y biolégicas; de la composicion cualitativa y cuantitativa
de mezclas complejas y de las relaciones isotopicas de atomos en las
muestras. #°)

Como muchas reacciones quimicas usadas para analisis, el proposito basico
de la espectrometria de masas es convertirla muestra en productos que son
indicativos de la molécula original. Los productos formados son bastante
extrafios: iones positivos gaseosos, cuya masa y abundancias relativas son
mostrados en el espectro de masa. >

1.6.1 Impacto Electrénico (IE). ¥ Para este método de ionizacidn, el “reactivo”
que produce los productos idnicos es un haz de electrones enérgicos. Estos
son calentados en un filamento incandescente, y viajan a través de la
camara de iones hasta un anodo (trampa de iones) en el lado opuesto. El
flup de moléculas vaporizadas de la muestra a una presién de
aproximadamente 107 Pa (10 torr) que entra a la fuente interact(ia con el
flujo de iones para formar una variedad de productos, incluyendo los iones
positivos. Con la IE se pueden introducir muestras de moléculas largas
usando la técnica de haz de particulas

En la figura que se muestra a continuacion (figura 4) se muestra una
camara de ionizacion que hace parte del sistema del espectrometro de
masas.
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1.6.2

1.6.3

Figura 4. Fuente de ionizacion.

lonizacién Quimica (IQ). ** El gas reactivo entra a la cdmara de ionizacién
aumentando la presion en la camara de ionizaciéon a ~ 70 Pa (0,50 torr), se
puede asegurar que la muestra sufrird cientos de colisiones antes de
escapar. El bombardeo de electrones de metano o cualquier otro gas a tal
presién en una camara de ionizacion cerrada produce una abundancia de
iones "reactivos" como CHs'. Estos reaccionaran con las moléculas de la
muestra adicionada a través de reacciones ion-molécula; algunas son
“suaves” produciendo iones estables que representan las moléculas de la
muestra sin disociar. ?®) Con la ionizacién quimica diferentes tipos de
moléculas pueden ser ionizadas selectivamente con iones positivos o
negativos especificos. Ambos tipos de iones son utilizados para indicar el
peso molecular, porque estan a menudo presentes en espectros de IQ de
compuestos que no muestran ion molecular en el espectro de IE. Para I1Q el
gas reactivo R es introducido a la fuente de iones a una concentracion en
exceso (~10*1) ®! comparado con la muestra, y es ionizado por
bombardeo de electrones o descarga eléctrica. Los iones R inicialmente
formados pueden reaccionar con otras moléculas de R para formar iones
reactivos los cuales atacan las moléculas de la muestra.

Mediante las técnicas de ionizacibn se producen diferentes tipos de
especies quimicas, entre ellas el lon molecular, que es aquel resultado de
la ionizacion de la muestra.

lon Molecular. ?¥ El i6n molecular, M* provee la mas importante

informacion en el espectro de masa. Desafortunadamente, para algunos
tipos de compuestos el ibn molecular no es lo suficientemente estable para
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ser encontrado con apreciable abundancia en el espectro de IE. Para estos
casos la espectrometria de masas proporciona la técnica de ionizacion
quimica ®. Los siguientes son requerimientos necesarios pero no
suficientes para el ibn molecular en un espectro de masas: Debe ser el i6n
con mayor masa en el espectro; debe ser una especie radical, que
contenga un electron desapareado; debe ser capaz de producir los iones
importantes en la regidbn de masas alta del espectro por pérdidas de
especies neutras légicas °. A continuacién se presenta la reaccién global
que da como resultado la produccién del ion molecular a partir de la
molécula.

Figura 5. Reaccion global para producir el ion molecular.

70 eV + _
M — M- + e
Maolecula lon molecular Electran.

Sin embargo, el uso de un espectrometro de masas como detector en
cromatografia de gases se desarrolld durante la década de 1950 por
Roland Gohlke y McLafferty Fred.

1.7 CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADO A ESPECTROMETRIA DE
MASAS (CG - EM)

Algunos fabricantes de instrumentos ofrecen equipos de cromatografia de
gases que pueden acoplarse directamente con distintos tipos de
espectrémetros de masas de barrido rapido. !

La CG es la principal técnica analitica para la separacion de compuestos
volatiles, por su rapido analisis, resolucién, facil operacién y excelentes
resultados cuantitativos. Desafortunadamente la CG no puede confirmar la
identidad o estructura de cada pico. Los tiempos de retencibn son
caracteristicos de cada compuesto pero no son tnicos. ?®

Tanto el sistema cromatografico como el espectroscopico estan calentados
(200 - 300°C), ambos trabajan con compuestos en estado gaseoso y ambos

30



requieren pequefios tamafios de muestra (micro o nano gramos). CG y EM son
muy compatibles. El Unico problema es que la presién atmosférica en la salida
del CG debe ser reducida a un vacio de 1 a 10° torr para la entrada al EM W.
Las moléculas del analito deben ser primero ionizadas para ser atraidas (o
repelidas) por un apropiado campo magnético o eléctrico. Existen numerosas
técnicas de ionizacion, pero impacto electronico (IE) es el mas antiguo, comun
y simple. La fuente de ionizacién es calentada y bajo vacio la mayoria de las
muestras son facilmente vaporizadas e ionizadas' %% ?°!

Los electrones de alta energia golpean las moléculas neutras del analito,
causando la ionizacién (usualmente pierde un electrén) y fragmentacion. B

Comunmente esta técnica produce menos fragmentaciones y espectros mas
simples. El pico mayor que resulta es (M + 1), siendo M el peso molecular.
Para llevar a cabo la ionizacién quimica, la cantidad de iones es habitualmente
diferente de la usada para impacto electronico, la presion de operacion es
mayor y la temperatura es mas baja. ")

Después de la ionizacion, las particulas cargadas son repelidas y atraidas por
lentes cargados en el analizador de masa. Aqui las especies ibnicas son
separadas por su razbn masa-carga por cualquiera de los dos campos
magnético o eléctrico ml. Los analizadores de masa tipicos para CG/EM son
cuadrupolos o trampa de iones. El primero consiste en cuatro varas
hiperbodlicas perpendiculares a cada una. Tiene la ventaja de ser sencillo,
pequefio, de costo moderado y rapido analisis lo que lo hace ideal & los
sistemas CG/EM. 28

El de trampa de iones es también simple en disefio y de analisis rapidos para
CG/EM. El espectro generado, difiere a menudo del espectro clasico creado en
uno de cuadrupolo y algunos iones sufren disociaciébn o colisiones i6n-
molécula adentro de la trampa de iones. B% 34

El espectro de masa es simplemente un plano de la abundancia de los iones
en funcion del (m/z) Bajo condiciones controladas, las razones de abundancia
y (m/z) especifico que presentan las especies son U(nicos para cada
compuesto. Estos pueden ser utilizados para determinar el peso molecular y la
estructura quimica de cada compuesto. 31
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CG-EM combina las ventajas de ambas técnicas: el alto poder de resolucion y
la velocidad de analisis de CG, mientras la EM provee tanto identificacion
positiva como analisis cuantitativos por debajo del nivel de las ppb. Por otro
lado los instrumentos de CG-EM representan una inversion importante de
capital, son mas complicados de operar que un CG . 1331

La presentacion de datos puede ser de dos maneras; o0 como un total andlisis
(scan, TIC-Total lon Current) o como un numero pequefio individual de iones
(SIM-Selected lon Monitoring) caracteristicos de un compuesto. Un
cromatograma de i6n total (TIC) es usado para identificar compuestos
desconocidos. Un rango especifico de masas es escaneado. Todos los picos
son reportados asi que los espectros de masa pueden ser recuperados del
computador y ser usados para identificar cada pico. La computadora compara
rapidamente cada espectro de masa desconocido con cerca de 450.000
espectros de referencia. La adquisicion de datos necesario para examinar
todos los iones en el rango seleccionado es lento, la sensibilidad es limitada, y
usualmente no es éptima. %31

En SIM solo un pequefio numero de iones (habitualmente 6) son
monitoreados. Aqui la adquisicion de datos es mas rapida durante el tiempo de
vida del pico, por lo tanto la cuantificacion es mejor y la sensibilidad aumenta
considerablemente. SIM no puede usarse para analisis cualitativo (no todas las
masas son escaneadas), pero es el mejor modo para el andlisis de
compuestos designados, a menudo por debajo del nivel de los ppb. %34

1.8 COLUMNA CROMATOGRAFICA.

Es el lugar donde ocurre la separacion. Se dice que es el "corazon" de un
cromatdgrafo. Los materiales con los cuales generalmente se pueden elaborar
las columnas son: cobre, aluminio, acero inoxidable, vidrio 6 teflon. El relleno
puede ser un solido, 6 un liquido recubriendo un sélido.

Las columnas basicamente se dividen en dos partes, el soporte cromatografico
y la fase estacionaria.

1.8.1 Soporte cromatografico. La funcién basica del soporte es la de
"mantener” (sostener, retener) la fase estacionaria. ldealmente deberia ser
un material inerte que "mantiene" la fase estacionaria sobre su superficie
como una pelicula delgada. La mayoria de los soportes cromatograficos
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1.8.2

estd hecha de diatomita. Quimicamente es casi todo silice, con algunas
impurezas. También se conoce como Tierras Diatomaceas ¢ Kiselguhr
(palabra alemana). Domina el campo de los soportes debido a su

estructura, superficie y disponibilidad.

Fase estacionaria. Al hablar de fase estacionaria liquida entramos en
contacto con dos palabras 6 términos: Polaridad y Selectividad.

Las fases liquidas podemos clasificarlas segun sus polaridades
cromatograficas, nos valemos de unas constantes que determinan dicha
polaridad. Existen dos sistemas:

* Constante de Rohrchneider
* Constante de McReynolds

Existen muchas discusiones sobre este tema para poder definir y describir
el parametro polaridad en cromatografia, podemos decir que la polaridad de
una fase estacionaria liquida se refiere a las interacciones intermoleculares
que involucra dipolos permanentes. Selectividad es definida como las
diferentes atracciones intermoleculares.

La estructura de la fase estacionaria usada durante la elaboracion del
trabajo es la que se puede observar en la figura 6.

Figura 6. Estructura resumida del dimetilpolisiloxano.

i
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1.9 ESTANDARIZACION DE METODOS ANALITICOS

Estandarizar un método de analisis consiste en verificar y documentar, que
este conduzca con un alto grado de seguridad, a la obtencion de resultados
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precisos y exactos dentro de las especificaciones y los atributos de calidad
previamente establecidos.

La estandarizacion de un método analitico es un proceso riguroso que
dependiendo de la técnica analitica a la que pertenezca el método, la matriz, el
analito, la cantidad de parametros de la estandarizacion, y de la logistica
empleada para su desarrollo, puede requerir de un tiempo mas o menos
considerable (en algunos casos puede superar los seis meses).

El andlisis se considera hoy en dia un proceso mediante el cual obtenemos
informacion. Se realizan millones de andlisis cada dia en el mundo en los
ambitos mas variados: analisis de productos manufacturados, naturales,
analisis medioambientales, clinicos, forenses, quimicos y fisicos. En todos
ellos se requiere una confianza en los resultados obtenidos. La
estandarizacion de las metodologias analiticas, junto con otras actividades
englobadas en la gran area del aseguramiento de la calidad permite conseguir
calidad, otorgando la confianza necesaria a la vez que confieren un grado
elevado de comparabilidad entre los resultados de los analisis quimicos.

Desde la vertiente econdémica, los costos asociados al proceso analitico suelen
ser elevados y surgen costos adicionales ligados a las decisiones que se
toman sobre la base de los resultados obtenidos. No se puede dar el lujo, por
ejemplo, de que se devuelvan un lote de producto expedido en funciéon de unos
resultados analiticos que errbneamente expresaban conformidad a la
normatividad vigente. Una correcta estandarizaciéon del método deberia haber
detectado la presencia de error en los resultados emitidos.

1.9.1 Linealidad. El término Linealidad aplicado a un método analitico, se refiere
al tramo de concentraciones de analito en el que la respuesta es funcién
lineal de la concentracidon; la representacion grafica de este tramo
(Concentraciones frente a respuestas) debe exhibir una buena adherencia
de los puntos experimentales a la recta de regresion para que el método
analitico en cuestidén sea aceptable. En muchos textos se hace referencia al
mismo tramo de concentraciones con la denominacion Intervalo de
concentracion. 3°3¢!

Debe evaluarse la linealidad en un intervalo de concentraciones que

comprenda la zona de trabajo y es habitual adoptar un intervalo del 80 al
120 % o del 50 al 150 % de la concentracién que se espera hallar. &7
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19.2

En determinado procedimientos analiticos se debe acortar este intervalo
para conseguir una linealidad aceptable. Otros métodos requieren la
transformacion de los datos experimentales a sus logaritmos para
conseguirla.

Limite de deteccion (LD). Se define el Limite de Deteccion como la menor
cantidad o menor concentracion de analito que puede ponerse en
evidencia; para un determinado analito, varia segun el método analitico que
se utilice y en la literatura especializada se encuentran diversas definiciones
de LD, aplicables en funcién de la técnica analitica considerada. °3¢

Ademas del LD basado en la evaluacion visual y del basado en el ruido de
fondo o relacion sefial/ruido del instrumento de medida, que no requieren el
concurso de célculos estadisticos, se consideran varios LD, obtenidos todos
por célculo a partir de las desviaciones tipo de las respuestas analiticas. La
guia CPMP/ICH/281/95 considera los siguientes:

. LD basado en la relacion sefial/ruido, aplicable a aquellos
procedimientos analiticos en los que el aparato de medida presenta un
ruido de fondo o linea de base. Su determinacién se efectla comparando
las sefiales obtenidas a partir de muestras conteniendo bajas
concentraciones, conocidas, de analito con preparaciones sin analito
(blancos) y estableciendo la concentracion minima a la cual el analito puede
ser detectado de una manera fehaciente. Se considera generalmente
aceptable una relacién sefial/ruido comprendida entre 3/1. 17

. LD basado en la desviaciéon tipo de las respuestas del blanco. La
estimacion de esta desviacion tipo se efectda midiendo la magnitud de las
respuestas analiticas de un niumero apropiado de muestras blanco. [37]

. LD basado en la desviacion tipo residual de la regresion, efectuada

con muestras conteniendo concentraciones de analito en el rango del LD.
[37]

. LD basado en la desviacion tipo del término independiente de la
citada recta de regresion. &7
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Limite de Cuantificacion (LC). EI LC es la minima concentracion de
analito que se puede determinar con un nivel aceptable de precision
(repetibilidad) y exactitud. Varias convenciones lo definen como la
concentracion de analito correspondiente al valor del blanco mas 5, 6 6 10
desviaciones estandar de la media de blancos. 53¢

En los textos especializados se define también un Limite de Cuantificacion
(LC) como la menor cantidad de analito que puede cuantificarse con
seguridad por el método que se considera. Valores tipicos del LC son, para
el calculo basado en la relacién sefial/ruido, una relacion de 10 a 1 y para
los calculados a partir de desviaciones tipo, el LC es de 3.3 veces el LD (o
el resultado de multiplicar por 10 la desviacion tipo considerada). 252!

Precision. Las dos medidas mas comunes de la precision, que
generalmente se define en términos de la desviacion estandar o el
coeficiente de variacidon (desviacion estandar relativa) son la repetibilidad y
la reproducibilidad. La repetibilidad, que es la precisibn mas pequefia
esperada, d a una idea de la variabilidad que se espera cuando un método
es aplicado por un solo analista en un equipo durante un periodo corto
(andlisis por duplicado). En el otro extremo, la reproducibilidad, que
representa la variabilidad que se obtiene cuando una muestra es analizada
por varios laboratorios tiene un valor mas amplio. La precisién intermedia y
mas (til en casos especificos se obtiene cuando se evalia la
reproducibilidad entre analistas en un mismo laboratorio- *°3¢

La repetibilidad y la reproducibilidad generalmente dependen de la
concentracion del analito y por lo tanto se deben determinar para diferentes
concentraciones, estableciendo, cuando sea relevante, la relacién entre la
concentracion y el coeficiente de variacion. 53¢

Para la estandarizacién y/o validacién de un método analitico por GC-MS existen 3
tipos de métodos comunes para la calibracion: estandar externo, normalizacion de
area y estandar interno; este ultimo usado en el trabajo para la estandarizacion del
meétodo, a continuacion se presentan las caracteristicas que tiene este método de
calibracion.

1.10

ESTANDAR INTERNO

Tanto en la cromatografia de gases como en otras técnicas con el mismo
principio y/o afines, se sugiere el uso de un estandar interno. El método del
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Estandar interno consiste en adicionar un compuesto estandarizado al cual se
le conocen todas las caracteristicas, a la muestra analizada y medir la relacion
de las areas de los picos de la muestra y del estandar, este método se emplea
para superar las variaciones en la inyeccion de la muestra, la variaciébn con
respecto al ruido y otros factores que afectan la medicion por parte del equipo.
El estandar interno debe cumplir con las siguientes caracteristicas: ©

Debe ser estable bajo condiciones cromatograficas
Debe ser inerte a todos los componentes de la muestra y de la columna.

No debe interferir con los analitos, es decir debe estar separado de
todos los picos de la muestra.

Debe ser soluble en la muestra.

Debe tener un tiempo de retencién comparable a los componentes de la
muestra.

Para el analisis de estupefacientes las sustancias que se emplean como
estandar interno son colesterol o el tetracosano (también conocido como el

triacontano)

(18]

1.10.1 Caracteristicas. Tetracosano, es un alcano de hidrocarburos con la
férmula estructural Co4Hso. Al igual que otros alcanos, su hombre se deriva
del griego para el numero de atomos de carbono, 24, en la molécula. Tiene
14.490.245 isébmeros constitucionales. [©

n -Tetracosano, se encuentra en el mineral llamado evenkita en la Region
evenki en Siberia, la Evenkita se encuentra en forma de escamas incoloras
y se dice que presentan fluorescencia de color amarillo-naranja. ™!

En la literatura se recomienda el tetracosano, ya que posee las siguientes

caracteristicas principales |

12,19].

No co-eluye con ninguno de los adulterantes de la cocaina, por lo

tanto no se presentan superposiciones entre estos.

Es un hidrocarburo relativamente mas estable que las drogas o

compuestos quimicos similares a la cocaina.
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. No proviene de ninguna de las fuentes a las cuales si lo hacen los
adulterantes y la droga.

. No reacciona con los demés analitos y finalmente posee un factor de
dilucion en el solvente a usar
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2 SECCION EXPERIMENTAL

2.1 REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPOS

2.1.1 Reactivos. los reactivos usados en la estandarizacion de este método y
posterior cuantificacion de los principales adulterantes y por supuesto de la
cocaina misma fueron proporcionados y recibidos por el laboratorio de
quimica del Cuerpo Técnico de Investigacion, muestras reales catalogadas
como elementos material probatorios y evidencias fisicas. Por ello el
estandar de cocaina es un estdndar primario, pero los estandares de
fenacetina y cafeina son estandares secundarios proporcionados por el
mismo laboratorio. Los reactivos adicionales como los son el tetracosano y
el etanol son reactivos de calidad analitica, puesto que para tener un grado
de HPLC se necesita una inversion monetaria bastante alta, para efectos
practicos y disminucién del presupuesto se decidié usar los mencionados a
continuacion.

2.1.1.1 Cocaina. ' A continuacién se presenta una breve descripcion del
estandar usado en este trabajo:

Fabricante: SIGMA

Codigo: C-5776

Lote: 036K1662

Pureza: 99% (Garantizada >97,5%)

Adicional a esto en los anexos (anexo 1) se presenta el certificado de
pureza del fabricante.

2.1.1.2 Cafeina. Seguido estan las principales caracteristicas del estandar
secundario de cafeina usado:

Tipo de estandar: Secundario
Pureza: 93%

2.1.1.3 Fenacetina. Al igual que la cafeina, la fenacetina usada en el trabajo es
una fenacetina estandar secundaria ya que para la compra de
estandares primarios es necesario hacer un proceso de licitacién lo que
hubiera complicado aun mas la finalizacion del trabajo. A continuacion
se presenta la pureza de la fenacetina.
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Tipo de estandar: Secundario

Pureza: 95%

Tetracosano. ¥ Este reactivo fue proporcionado desde el Laboratorio
de Quimica del Cuerpo Técnico de Investigacion y a continuacion se
presentan las principales caracteristicas.

Fabricante: ACROS Organics
Cddigo: 138040250

Lote: A0259991

Pureza: 99%

Adicional a lo anterior se presenta en los anexos (anexo 2) el certificado
por parte del fabricante.

Etanol. B% El etanol usado para los andlisis fue proporcionado por el
laboratorio.

Fabricante: Merck
Cédigo: ------
Lote: -----

Pureza: 95%

En el anexo 2.5 de este trabajo se encuentra el certificado de pureza del
fabricante.

2.1.2 Materiales. *? Los materiales usados para este trabajo seran mencionados
a continuacion, con sus principales caracteristicas, fabricantes y sus
incertidumbres.

Balones aforados de 50.0ml BRAND
Certificado ISO 9001

Volumen nominal 50.0 mL
Incertidumbre: £0.05 (20 °C)

Balones aforados de 10.0ml BRAND
Certificado ISO 9001

Volumen nominal 10.0 mL
Incertidumbre: £0.01 (20 °C)

Balones aforados de 5.0ml BRAND
Certificado 1SO 9001
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Volumen nominal 5.0 mL
Incertidumbre: £0.005 (20 °C)

Balones aforados de 2.0ml BRAND
Certificado ISO 9001

Volumen nominal 2.0 mL
Incertidumbre: £0.0025 (20 °C)

2.1.3 Equipos. Estos fueron calibrados previamente y cada uno de ellos tienen
su certificado de calibracion proveniente de su fabricante o la empresa que
realiza este tipo de mantenimientos, a continuacidbn se mencionan y se
realiza una breve descripcion de cada uno de los equipos usados en el
proceso de realizacién de este trabajo.

2.1.3.1 Balanza Analitica. " La balanza usada es una balanza analitica

marca KERN, de origen aleman y con referencia 100-5AM, la cual se
autoajusta cada 15 minutos. Su peso minimo y certero es de 0,1 mg y
su tolerancia maxima de peso es de 100 mg. Para una mayor
confiabilidad en los datos la balanza se calibro con anterioridad; en los
anexos se encuentra la orden de calibracién, a continuacion se puede
ver una imagen de la balanza utilizada en el proceso (ver figura 7)

Figura 7. Balanza analitica marca KERN ref. 100-5AM

&

2.1.3.2 Sonicador. El sonicador fue usado para asegurar que todos los solidos
usados en el proceso, se diluyeran por completo ya que para algunos de
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2.1.3.3

los solidos no es inmediata la solvatacion y es necesario mezclar o
como en este caso, sonicar unos minutos. El sonicador usado fue un
VGT con referencia 375 H, con rejilla separadora y regulador de
temperatura, con una temperatura maxima de 60°C y un temporizador
para el ultrasonido. A continuacion se presenta una imagen del
sonicador. (ver figura 8)

Figura 8. Sonicador VGT 375 H

Cromatégrafo de Gases acoplado a Espectrometro de Masas.

Este cromatdgrafo es el GC-MS - QP2010plus tiene la mayor
sensibilidad de cualquier sistema GC/MS proporcionando velocidades
de adquisicibn mayores a otras técnicas analiticas. Tiene un inyector
automatico que hace mucho mas efectivo el analisis, ya que la
incertidumbre con la que inyecta la cantidad solicitada es muy bajo. Su
puerto de inyeccidbn hace que las muestras liquidas se evaporen
inmediatamente, ya que la temperatura maxima del puerto es de 300 °C,
la temperatura del horno se puede elevar hasta que la columna lo
permita, luego en el detector de masas, el alto vacio llega casi a cero,
haciendo que el trayecto de las especies quimicas detectables sea
mucho mas rapido, ayudado por el cuadrupolo que hace mas selectiva
la técnica. La columna usada es una columna Agilent J&W HP-1 MS,
con longitud de 30 metros, diametro de pelicula de 0.25 mm y didametro
externo de 0.50 mm. La fase estacionaria es 100% de dimetilpolisilxano,
el ID de la columna es 19091S-633Ul, la estructura se puede visualizar
en la figura 6.
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Figura 9. Imagen del equipo GC-MS QP 2010plus

En los anexos (anexo 4) se puede ver el certificado de calibraciéon del
equipo, tanto del equipo de inyeccion automatico, como del
cromatdgrafo y el espectrometro de masas.

2.2 METODOLOGIA

La metodologia usada en este trabajo fue basada en la metodologia que usé la
Ingeniera Gloria Angélica Rios Rodriguez en su tesis de grado[6],
adicionandole algunos ensayos puesto que para el proceso de las muestras
reales y las conclusiones fue necesario indagar un poco mas sobre el proceso
estadistico que tiene este tipo de trabajos. A continuacion se muestra un
diagrama de flujo global, donde se puede observar el proceso que se llevo a
cabo desde la calibracion y ajuste de los equipos, hasta el analisis y resultados
de las muestras reales.
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2.2.1 Diagrama de flujo.

Figura 10. Diagrama de flujo
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2.2.2

2.2.3

224

2.2.5

Andlisis preliminar. Para la realizacion de este andlisis se tomaron
muestras de la cocaina incautada durante los meses de Junio, Julio y
Agosto del afio 2010, provenientes de las distintas ciudades del eje
cafetero; ya que no se tenia una idea clara de cuales eran los principales
adulterantes (o como se conoce en el argot popular “rebajantes”) presentes
en la cocaina. Con este andlisis preliminar se buscé encaminar la
estandarizacion del método ya que al conocerse los adulterantes se podria
proceder con la preparacion de las curvas de calibracion y su respectiva
estandarizacion.

Curvas de calibraciéon. Las curvas de calibracion se realizan para buscar
la relacion lineal entre un caracter medible y la variable a determinar, para
este caso la concentracion y la intensidad de la sefial detectada por el
equipo que en este caso es el cromatografo de gases acoplado al
espectrometro de masas.

Determinacion de parametros de estandarizacién. Los parametros que
se determinaron fueron: Limite de Cuantificacion, Limite de Deteccion,
precision y exactitud. Existen otra variedad de parametros que se pueden
emplear para la validacion de un método analitico, pero en este caso se
tomaron los pardmetros antes mencionados, sugeridos por la IUPAC para
la estandarizacion de métodos analiticos, los cuales son iguales a los
sugeridos para la validacion de métodos analiticos, con la salvedad de no
evaluar la robustez y la incertidumbre.®

Muestras reales. Después de tener un método estandarizado para la
cuantificacion de cocaina, cafeina y fenacetina, se procedioé al analisis de
muestras incautadas, por parte de los peritos del Cuerpo Tecnico de
Investigacion, estos resultados fueron tabulados y posterior a un pequefio
proceso estadistico se procedié a dar analisis a estos resultados. Las
muestras reales son muestras incautadas entre los limites del eje cafetero,
ya sea en cualquier municipio de Caldas, Quindio y Risaralda.
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3 RESULTADOS Y DISCUSION

En el item 3.3.1 se muestran los resultados obtenidos previos a la estandarizacion,
identificando los adulterantes, analitos que se utilizaron durante dicha
estandarizacion.

3.1 Determinacion de las condiciones cromatogréaficas.

Para la determinacion de las condiciones cromatograficas, se realizaron
ensayos con respecto a la rampa de temperatura y al modo de inyeccion, ya
que el tetracosano (Estandar interno) no eluia durante el tiempo que estaba el
método en funcionamiento. A continuacion se muestran los resultados
correspondientes a la determinacion de la rampa de temperatura y al modo de
inyeccion que fueron los parametros que causaron mayor dificultad en su
definicién.

3.1.1 Determinacién de la rampa de temperatura. . La rampa de temperatura
se baso en el método de analisis cuantitativo de cocaina desarrollado por el
laboratorio de quimica de la Unidad Central del Cuerpo Técnico de
Investigacion seccional Bogot4, el cual fue adaptado del manual de las
naciones unidas para el andlisis de cocaina, heroina y morfina, entregado
en New York en 1986"%. 'y se presenta a continuacién la rampa de
temperatura usada en la estandarizacién del método y analisis de muestras
incautadas. (Ver figura 11)

Figura 11. Rampa de temperatura usada para la estandarizacion

290°C - 5 min.

30" min
200°C - S min.

Asi pues se observa la aparicion del tetracosano y de los tres analitos de
interés con una buena resolucion, perfecta separacion y un tiempo
estimado de 12 minutos. A continuacion se observa el cromatograma del
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analisis con la rampa de temperatura que se utilizaria durante toda la
estandarizacion y el andlisis de las muestras reales. (Ver figura 11)

Figura 12. Cromatograma de la rampa de temperatura usada en la estandarizacion

(x1,000,000)
3.54TIC

Time 12910 - Scar. Oven Temp220.00

3.0

. . . . N

3.0 4.0 6.0 7.0 8.0 5.0 10.0

El cromatograma anterior (figura 12) se evidencian los tiempos de retencidén que
se definen a continuacién en la siguiente tabla (ver tabla 1) tomada de los
resultados que proporciona el equipo.

Tabla 1. Tiempos de retencion

IDH| Name Type ISTD G Ret . Time Unit Ref .lons
1 Phenacetin | Target 1 TIC 51687 (ppm 108.00-17
2 | Caffeine Target 1 TIC 6557 |ppm 154 0010
3 Cocaine Target 1 TIC 8.987 (ppm g2 00182
4 | Tracormtane |15TD 1 TIC 10.045 [ppm R7.00-71.

Para verificar que sean efectivamente las sustancias analizadas, se presentan los
espectros de masas, apoyados en fragmentogramas mostrados en el anexo 5.

3.1.2 Determinacion del modo de inyeccién. [ Debido a un problema con el
estandar interno, se contemplo la posibilidad de cambiar el modo de
inyeccion de Split a Splitless lo que implicaba que toda la muestra iba a
parar a la columna cromatografica y se podria saturar, asi que se hicieron
ensayos para verificar si el tetracosano se observaba usando una rampa de
temperatura alterna, diferente a la usada en la estandarizacion y analisis la
cual era 200°C por 5 minutos, aumento de 30°C por minuto hasta una
temperatura final de 260°C por 5 minutos.
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En primera se obtuvieron resultados inesperados, el tetracosano con una
concentracion de 250 ppm no se pudo observar en el tiempo de andlisis del
método, acto seguido se propuso realizar el analisis aumentando la
concentracion del tetracosano a 500 ppm, en el tope de concentracion
establecida inicialmente (concentracion maxima de los analitos para la
curva), sin embargo, duplicando la concentracion, fue imposible determinar
el tetracosano mediante esta rampa de temperatura, lo que llevé a cambiar
inicialmente el modo de inyeccion de split a splitless con la misma rampa de
temperatura. A continuacion se presenta el cromatograma y los resultados
con la rampa de temperatura descrita en el parrafo anterior (ver figura 13).

Figura 13. Tetracosano, modo de inyeccion splitless

%10,000,000)
20 :

Time ~ 8,662 ~ Scan# 1,700 Inten.,234  Oven Temp260.00
mc

3.0 35 2.9 6.0 6.5 7.0 [] a.0 8.5 8.0 8.5 1IJI.U 11.0 11I.E-

Modo de inyeccidn: splitless

Como caracteristica adicional se puede observar que los picos de los
analitos de interés se observan poco definidos ya que splitless inyecta toda
la muestra directamente a la columna, lo que produce un desplazamiento
del pico por saturacion. Sin embargo aun realizando splitless no se observa
el tetracosano, finalmente se decidi6 cambiar la rampa por la rampa
descrita en el aparte 3.1.1

Luego de hacer el analisis con la rampa de temperatura en el literal 3.1.1 se
puede observar que el tetracosano tiene un tiempo de retencidon
aproximado de 10,1 minutos (ver figura 12), lo que indica pues que la
temperatura a la cual debe aparecer es elevada, lo que lleva a tomar la
decision de usar la rampa de temperatura propuesta en el aparte 3.1.1
(usada en la estandarizacion), para ello se inyectdé una muestra que
contiene los tres analitos de interés y el estandar interno tomando split con
ratio 1:10 como modo de inyeccion
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Figura 14. Cromatograma del tetracosano y los tres analitos.

(1,000,000}
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Modo de inyeccion: Split
Split ratio: 1:10

Asi pues el mejor tipo de inyeccion es el split con un ratio de 10 y con una
rampa de temperatura determinada anteriormente, con la ayuda del modo
de inyeccidn.

3.2 DETERMINACION DE LOS PARAMETROS DE ESTANDARIZACION DEL
METODO.

Segun el documento de la IUPAC harmonized guidelines for single laboratory
validation of methods of analysis, los parametros de estandarizacion para que
un método sea cientificamente aceptable, son: Linealidad, limite de
cuantificacion, limite de deteccion, precision y exactitud. A continuacion se
presentan los valores de los parametros establecidos para la estandarizacion
del método. **!

3.2.1 Linealidad ®". La linealidad del método esta establecida por el grado de
dispersion que tengan los datos, cuanto mas correlacion tengan los mucho
mas lineal sera el método. ! Para ello se debe hacer una regresion lineal,
logaritmica o exponencial, en este caso se debe realizar una correlacion
lineal entre la concentracién y el area del pico, puesto que debe ser lineal
para que haya una congruencia en la posterior cuantificacion. Para
determinar la linealidad, se debe hallar el indice de correlacion R? el cual
debe ser lo mas cercano posible a uno (1), entre mas cercano, mas lineal
es el sistema, siendo un método informal pero efectivo. A continuacion se
presentan los graficos de linealidad para cada uno de los analitos.®
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3.2.1.1 Cafeina. Para la cafeina se realizaron graficos para bajas, medias y
altas concentraciones, a continuacién se presenta una tabla indicando
las bajas, medias y altas concentraciones;

Tabla 2. Rangos de las concentraciones.

Rango de_: Rango (ppm) Proporcién de
concentracion aumento
Bajas 1-10 1 ppm
Medias 10 -100 10 ppm
Altas 100 — 450 50 ppm

Con el fin de encontrar el rango lineal del sistema, a continuacion se
presentan los graficos correspondientes.

Figura 15. Grafico de bajas concentraciones para la Cafeina.
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Como se ve en la figura 15, el R? es muy préximo a 1, sin embargo no
puede ser concluyente ya que no se han observado las otras gréficas, a
continuacion se presenta el grafico 15 para las concentraciones medias.
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Figura 16. Gréafico de medias concentraciones para la Cafeina.
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Al igual que en el grafico anterior (figura 16), el R®> de la figura 16 es
cercano a 1. Finalmente se observa el ultimo grafico (figura 17) para
verificar en que rango de concentraciones es lineal el método.

Figura 17. Gréfico de altas concentraciones para la Cafeina.
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3.2.1.2

Para ver mejor los resultados de las gréficas, se presenta la tabla 3y se
pasa a analizar los resultados.

Tabla 3. indices de correlacion de las graficas de la Cafeina.

Rango de concentracién | indice de correlaciéon R?
Bajo 0.9771
Medio 0.9804
Alto 0.9959

A medida que aumenta el rango de las concentraciones, aumenta el
indice de correlacion, se puede deducir de esto que el rango lineal
aumenta con respecto a la concentracion, sin embargo, a 500 ppm la
linealidad se comienza a perder, puesto que la intensidad del area del
pico se torna constante a causa de una saturacion de la columna.

Fenacetina. Al igual que en la cafeina, a la fenacetina se le realizaron
pruebas para verificar el rango de linealidad, para visualizar las pruebas
realizadas se presenta de nuevo la tabla 2.

Tabla 2. Rangos de las concentraciones.

Rango de Rango (ppm) Proporcién de
concentracion aumento
Bajas 1-10 1 ppm
Medias 10 -100 10 ppm
Altas 100 - 450 50 ppm

A continuacion se muestran las graficas correspondientes a las medias y

altas concentraciones (ver figura 18 y 19).
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Figura 18. Grafico

de medias concentraciones para la Fenacetina.

Concentraciones medias
1200000
(=
1000000 -
*
S 800000 -
= ﬂ_.{’
$ 600000 .
o e
< 400000 = 3
=
200000 <
-’__,.-"
0 * -
0 20 40 60 80 100 120
R?=0,9733 Concentracidn {(ppm)
Figura 19. Grafico de altas concentraciones para la Fenacetina
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De la misma forma que en la cafeina, en las medias concentraciones
para la fenacetina se ve un buen indice de correlacion entre los datos,
finalmente se analiza el grafico de altas concentraciones (ver figura 19).
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3.2.1.3

Para mejor visualizacion de los resultados, se presenta una tabla con los
respectivos indices de correlacion. (Ver tabla 3)

Tabla 4. indices de correlacion de las graficas de la Fenacetina.

Rango de concentracién | indice de correlaciéon R?
Bapo | @ e
Medio 0.9733
Alto 0.9959

Se encontrd que para las bajas concentraciones, era insuficiente el area
del pico y se planteo la posibilidad de que el limite de deteccion
estuviera por encima de las 10 ppm

Al igual que en la Cafeina, la fenacetina también presenta un aumento
en el indice de correlacion a medida que se aumenta la concentracion,
sin embargo, también tiene el mismo inconveniente y es que la
linealidad se comienza a perder después de las 450 ppm, lo que implica
gue ese podria ser el punto de inflexién de la linealidad del sistema.

Cocaina.

Este es el analito mas importante puesto que el método se valida con el
fin que el analisis de todas las muestras que se encuentran en el
laboratorio de quimica del Cuerpo Técnico de Investigacion, sea
cientificamente aceptado. Debido a esto y al igual que en los analitos
anteriores, se realizaron analisis para bajas medias y altas
concentraciones. Al igual que los analitos anteriores, se presenta la
tabla 2, donde se visualizan los rangos de concentracion

Tabla 2. Rangos de las concentraciones.

Rango de_ Rango (ppm) Proporcién de
concentracion aumento
Bajas 1-10 1 ppm
Medias 10-100 10 ppm
Altas 100 - 450 50 ppm
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Figura 20. Gréfico de bajas concentraciones para la Cocaina.
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Como se puede ver en la gréfica (figura 20), el R? esta muy alejado de
1, lo que deduce que el rango de concentraciones bajas es muy
inestable. Luego se puede observar el grafico correspondiente a las
concentraciones medias (ver figura 21).

Figura 21. Grafico de medias concentraciones para la Cocaina.
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De la misma manera que en la cafeina, en las graficas de la Cocaina se
observa un aumento en el indice de correlacion; situacion que no se
presentd con la fenacetina debido a la no correlaciéon en las bajas
concentraciones; a continuacién se observa la gréfica para las altas
concentraciones (ver figura 22).

Figura 22. Grafico de altas concentraciones para la Cocaina.
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Finalmente y para tener una mejor perspectiva de los resultados se
presenta la tabla 5.

Tabla 5. indices de correlacion de las gréaficas de la Cocaina.

Rango de concentracion | indice de correlacion R?
Bajo 0.8647
Medio 0.9759
Alto 0.9978

Analizando los resultados, se puede observar que al igual que en la
cafeina y en la fenacetina, a medida que aumenta la concentracion,
aumenta el indice de correlacion, pero a pesar de eso, se sigue
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observando que el punto de inflexion para la grafica de linealidad sigue
entre 450 y 500 ppm.

Teniendo los resultados anteriores, se procede a usar las altas concentraciones
para la realizacion de las curvas de calibracion.

3.2.2 Curvas de calibracion. Si bien la linealidad es un parametro importante,
las curvas de calibracion son determinantes a la hora de estandarizar y
validar un método, pues son ellas quienes definen los limites y alcances del
método ®”. A medida que se avanza en una investigacién, se encuentran
dificultades o pistas sobre el mejoramiento del método, es por eso que por
medio de las graficas de linealidad se puede indica que el rango de
linealidad constante va hasta 450 ppm; debido a esto, las curvas de
calibracion correspondientes a los analitos tienen un rango de
concentraciones que va desde 100 ppm hasta 450 ppm. A continuacion se
muestran las curvas de calibracion de los analitos y sus correspondientes
caracteristicas.

3.2.2.1 Cafeina. La curva de calibracion correspondiente a la cafeina se realiz6
mediante el método de estandar interno, donde la concentracion es de
250 ppm. Se tienen 8 niveles de concentracion a concentraciones altas;
cada nivel de concentracion se inyect6 un total de diez (10) veces y se
obtuvo la grafica.(ver figura 23)

Para presentar una breve descripcion de los datos se da la siguiente
tabla obtenida del equipo.

Tabla 6. Caracteristicas de la curva de calibracion de la Cafeina.

Level Conc. Rati| Conc. Mean Area 5D %R5D
0.400000 100.000 | 01456735 | 0.005077 6231105
0.600000 150.000 | 02763827 | 0.0030862 142231
0.800000 200.000 | 03134531 [ 0.0033967 1.083642
1.00000 250.000 | 047027153 [ 0.0063073 1655352
1.20000 300.000 | 04596708 | 0.0079565 1552415
1.40000 350.000 | 05523353 | 0.0062713 1.053733
1.60000 400.000 | 06714805 0.0125382 1.867242
1.80000 450.000 | 07585385 | 0.0251024 3305309

[==) R =g [&g) FE (SR [ N] Y

SD: Desviacion Estandar
%RSD: porcentaje de desviacion estandar relativa
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Figura 23. Curva de calibracién Cafeina.
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Se puede ver que los valores de R? y de desviacién estandar de la curva
de calibracién son bastante buenos ya que el indice de correlaciéon es
muy cercano a 1 (ver tabla 6), apoyando la hipétesis de la linealidad y
dando como resultado una curva de calibracion lineal.
3.2.2.2 Fenacetina. La siguiente curva de calibracion se realiz6 de la misma

forma que la cafeina, 8 niveles de concentracion que van desde 100
ppm aumentando cada nivel 50 ppm hasta 450 ppm, inyectando al
equipo diez (10) veces cada nivel de concentracion. De la misma forma
que en la cafeina, la curva de calibracion correspondiente a la
fenacetina se realiz6 por el método de estandar interno, adicionando
una cantidad constante de tetracosano, que en este caso es 250 ppm,
luego el equipo realiza una division entre el area del pico
correspondiente a la fenacetina y el area del pico del tetracosano
Teniendo en cuenta lo anterior se obtuvo la siguiente gréafica por parte
del equipo. (Ver figura 24)
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Figura 24. Curva de calibracion Fenacetina.
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Para ver mas caracteristicas de la curva de calibracion, se recurre a la
tabla proporcionada por el equipo donde se pueden encontrar las areas
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100

‘Weighting Method: Mone

y las desviaciones estandar. (Ver tabla 7)

Tabla 7. Caracteristicas de la curva de calibracién de la Fenacetina.

Mean RF : 03872104

150

RF 5D : 0.0474728

RF %RSD : 12.26020

Lewvel Conc. Rati| Conc. Mean Area 5D %RSD
1 0.400000 100,000 | 0351078 | 0.0200464 14.83733
2 0.500000 150.000 | 01522600 | 0.0054604 2840126
3 0.200000 200000 | 02792563 | 0.0057141 3478567
4 1.00000 250.000 | 03785792 | 0.0051350 1.356017
5 1.20000 300.000 | 04508537 | 0.0163202 3.337200
6 1.40000 350.000 | 0.5514353 | 0.0130763 2210822
7 1.60000 400.000 | 0.6348525 | 0.0133366 1.5159341
3 1.20000 450.000 | 0.8021635 | 0.0336023 4185035
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3.2.2.3

SD: Desviacion Estandar
%RSD: porcentaje de desviacion estandar relativa

Al igual que en la cafeina, la fenacetina presenta un buen indice de
correlacion (ver tabla 5), lo que implica una buena linealidad del sistema,
las desviaciones estandar de las concentraciones son relativamente
buenas y cabe recordar que las &reas de las respuestas en las
concentraciones son divididas por el area del tetracosano obtenida en
ese cromatograma.

Cocaina. Al igual que en los dos literales anteriores, la curva de
calibracion para la cocaina se realizd, preparando una solucién madre
de 500 ppm, luego realizando diluciones aisladas mas no consecutivas
se prepararon soluciones desde 100 ppm, aumentando cada vez 50
ppm, hasta 450 ppm; posteriormente cada una de ellas se llevd al
cromatégrafo, analizandolas diez (10) veces cada una. Asi pues se
obtuvo el siguiente gréfico. (ver figura 25)

Figura 25. Curva de calibracion Cocaina.
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3.224

Finalmente, se extrajo la tabla proporcionada por el equipo para una
mejor visualizacion y entendimiento de la curva de calibracion, la cual se
presenta a continuacion (tabla 8)

Tabla 8. Caracteristicas de la curva de calibracién de la Cocaina.

Level |Conc. Rati| Conc. |Mean Area SD %RSD
1 0.400000 100000 | 01351078 | 0.0200464 14.83733
2 0.600000 150.000 | 0.1522600 | 0.0054604 | 23840126
3 0.300000 200000 | 027952563 | 0.0057141 3478567
4 1.00000 250.000 | 037289792 | 0.0051390 1.356017
5 1.20000 300.000 | 04908537 [ 0.0163808 3.337200
[ 1.4D000 350.000 | 05914398 | 00130763 | 2210922
7 1.60000 400.000 | 06548525 | 0.0133366 1.515341
3 1.830000 450,000 | 08021635 00336025 4 185035
Donde

SD: Desviacion Estandar
%RSD: porcentaje de desviacion estandar relativa

Como se puede observar en la tabla se ve que la desviacion estandar
de las concentraciones es bastante baja lo que hace que sean menos
dispersas y mas confiables, de la misma forma como se observo en las
curvas de calibracién anteriores, el indice de correlacién R? es bastante
alto, al acercarse a la unidad se puede deducir que es una curva de
calibracion lineal.

Contraste con un indicador estadistico (t) de student. La aplicacion
de la prueba demuestra que la diferencia entre los puntos
experimentales y los puntos de la lineas rectas son mucho mas
pequefias de lo que convencionalmente se acepta como diferencias
aceptables para este tipo de analisis,

Para determinar éste indicador se debe trabajar con dos hipoétesis: Ho,
hipétesis nula (Se asume que la correlacion es cero; es decir, no existe
relacion entre las variables) y Hi, hipétesis alterna (Se asume que existe
correlacion entre las variables).
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Para el desarrollo del test se calcula t, con n-2 grados de libertad para
un nivel de confianza del 98% (probabilidad p=0,02) siendo n el nUmero
de niveles de concentracion analizados (en este caso n=8) y se compara
con el valor tgiico que corresponde al t tabulado. Los valores de t se
presentan en el anexo 7

Esto se realiza para cada compuesto, y se calcula mediante la siguiente

ecuacion:
t, = | r | N(n-2)
V@ - r2)

Para un nivel de confianza del 98%; n= 8-2 =6 grados de libertad, se
tlene tcn'tico = 3,14

Ahora, si t; > teriiico S€ rechaza la hipotesis nula.

Tabla 9. Resultados del test student

Correlacién

Analitos R r? t, teritico Ho lineal

Cafeina | 0.9995524 | 0.999105 | 81,84076 | 3,14 | Rechazada | Significativa

Fenacetina | 0.9974944 | 0.994995 | 34,53695 | 3,14 | Rechazada | Significativa

Cocaina | 0.9991808 | 0.998362 | 60,47317 | 3,14 | Rechazada | Significativa

3.2.3 Limite de deteccion (LD). © 3 37 Segin el documento IUPAC
“harmonized guidelines for single laboratory validation of methods of
analysis”, el limite de deteccidn se define como la cantidad de muestra que
se puede diferenciar del cero, en este y muchos textos sugiere que el limite
de deteccion debe ser calculado con la siguiente ecuacion

LD=3% 5,

LD: Limite de Detecciéon
S;: Sefal del ruido.
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Asi pues, siguiendo el parametro anterior se tiene lo siguiente.

3.2.3.1 Cafeina. Usando la sefal de fondo entregada por el equipo, se debe
multiplicar por 250 ppm que es la concentracion de tetracosano, puesto
que para realizar todos los célculos, la concentracién de tetracosano se
ve involucrada en ello, por eso se tiene lo siguiente,
S = 0.00255
LD =3*S,*250 ppm
LD =3 *0.001888 * 250 ppm
LD = 0.005664 * 250 ppm
LD =0.47 ppm
Se obtiene finalmente un limite de detecciébn para la cafeina. A
continuacion se presenta el cromatograma correspondiente al ensayo de
verificacion. (Ver figura 26).
Figura 26. Cromatograma limite de deteccién cafeina.
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3.2.3.2 Fenacetina. De la misma forma que para la cafeina, la fenacetina

obtiene el mismo procedimiento, obteniéndose una sefial para el ruido
de fondo y posteriormente calculando el limite de deteccion para la
fenacetina.
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Sy =0.003816

LD =3*S,* 250 ppm

LD =3 *0.003816 * 250 ppm
LD =0.01144 * 250 ppm

LD =0.95 ppm

Al igual que la cafeina, se presenta el cromatograma de la fenacetina en
su limite de deteccion. (Ver figura 27)

Figura 27. Cromatograma limite de deteccién fenacetina.
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3.2.3.3 Cocaina. Finalmente y de la misma forma se determino el limite de

deteccién para la cocaina, debido a que es un método rapido y efectivo
para hallar los valores.

Sy =0.00232

LD =3*S,*250 ppm
LD =3 *0.00232 * 250 ppm
LD = 0.00696 * 250 ppm

LD = 0.58 ppm

64



Al igual que en los anteriores, se realizaron ensayos para determinar el
limite de deteccion de la cocaina, se obtuvo el siguiente cromatograma
(figura 26).

Figura 28. Limite de deteccion Cocaina.
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Para observar mejor los resultados, se presenta en la tabla 10 que
contiene los limites de cuantificacion de los analitos

Tabla 10. Limites de deteccion del método

Analito | Limite de deteccion (ppm)

Cafeina 0.47
Fenacetina 0.95

Cocaina 0.58

3.2.4 Limite de cuantificacién (LC). B! El limite de cuantificacion se define
graficamente como el intercepto de la recta de regresion lineal de la curva
de calibracion con el eje de las concentraciones, siempre y cuando la recta
no sea forzada a cero ni sea un valor negativo ya que por ser un método
lineal puede ocurrir, sin embargo, lo minimo que se podria cuantificar es
ese valor.

3.2.4.1 Cafeina. Recordando la curva de calibracion se tienen los siguientes
datos.
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3.24.2

Y =0.4457501X - 3.927381e-002
R"2=0999105
R =0.9395524

Segun la regresion lineal, la formula global es:

Y=mX+b
Teniendo en cuenta que:

m = pendiente
b= intercepto

Se le da el valor del intercepto:

B =0.0392

Luego, se reitera que, la concentracion es una fraccion entre la
concentracion encontrada y 250 ppm que es la concentracion del
tetracosano. Asi pues se tiene el limite de Cuantificacién

LC = 0.0392
LC = 0.0392 * 250 ppm

LC=9.8 ppm

Fenacetina. Para la fenacetina se tienen los siguientes datos de la
curva de calibracion.

Y = 0.4330272X - 5.330533=-002
R"2 = 0.994995
R =0.95745344

Segun la regresion lineal, la formula global es:
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3.24.3

Y=mX+Db

Teniendo en cuenta que:

m = pendiente
b= intercepto

Se le da el valor del intercepto:

B =0.0933

Luego, se reitera que, la concentracion es una fraccion entre la
concentracion encontrada y 250 ppm que es la concentracién del
tetracosano. Asi pues se tiene el limite de Cuantificacion

LC = 0.0933
LC = 0.0933 * 250 ppm

LC =23.3 ppm

Cocaina. Para la cocaina se tienen los siguientes datos de la curva de
calibracion.

Y =0.5112553X - 7.261513e-003
R"2 = 0.9983622
R =0.9991802

Segun la regresion lineal, la formula global es:

Y=mX+Db

Teniendo en cuenta que:

m = pendiente
b= intercepto

Se le da el valor del intercepto:
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B =0.00726
Luego, se reitera que, la concentracibn es una fraccion entre la

concentracion encontrada y 250 ppm que es la concentracién del
tetracosano. Asi pues se tiene el limite de Cuantificacion

LC =0.00726
LC =0.00726 * 250 ppm

LC=1.8ppm

Finalmente para tener una vision global de los resultados obtenidos para
el limite de cuantificaciébn se muestra la tabla 11

Tabla 11. Limites de cuantificacion del método

Analito | Limite de cuantificacion (ppm)
Cafeina 9.8

Fenacetina 23.3
Cocaina 1.8

Detallando un poco los resultados anteriores y contrastandolos con los
resultados del limite de cuantificacibn, se puede observar que
efectivamente el limite de deteccion es menor que el limite de
cuantificacion. Ademas, como se observo anteriormente en las graficas
de linealidad, el limite de cuantificacion de la fenacetina deberia ser alto
ya que la fenacetina no se puede cuantificar por debajo de las 10 ppm.

3.2.5 Precision. ! La precision se define como la dispersién de datos entre si
independiente de los valores reales de concentracion. En otras palabras la
precision es la capacidad del método de dar valores similares para una
misma concentracion.
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Tabla 12. Datos de la curva de calibraciéon Cafeina.

*| 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6 1,8

0,16858]0,21834]0,31713]0,40027{0,49919(0,59878|0,67376|0,72244
0,15143]0,21663]0,31123]0,41451| 0,4852(0,59061|0,64646]0,75084
0,14883]0,2129410,31437| 0,4034{0,50581(0,58794|0,68119]0,73124
0,13967]0,21611]0,31629|0,41293(0,51156|0,59041)0,67659|0,77732
0,144510,21328| 0,313[0,41839(0,48992|0,60147|0,66148]0,75644
0,14233|0,22235|0,31005|0,40289 | 0,50328 | 0,59302 | 0,68531| 0,7786
0,13999|0,22123|0,30694 |0,40517|0,50589| 0,58420,66618|0,79809
0,14204| 0,2174|0,31278|0,41067(0,50292| 0,5861|0,68909| 0,7563
0,14165|0,21698|0,31483| 0,4179(0,49521|0,60168|0,66759(0,73894
0,137710,21456|0,31791| 0,4166(0,49772|0,589170,66716(0,78517

%10,14567]0,21698(0,31345|0,41027]0,49967 | 0,59234 | 0,67148 | 0,75954

Z10,00908]0,00309| 0,0034|0,00681)|0,00796|0,00627 [0,01254|0,02476

[]*: Area del pico / area del tetracosano
X: Media de los datos
7. Desviacion estandar.

Como se puede observar en la tabla 12 en las desviaciones estandar, son
lo bastante bajas; lo que quiere decir que los datos son muy precisos entre
si. A continuacion se muestran los datos de la curva de calibracion de la
fenacetina.
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Tabla 13. Datos de la curva de calibraciéon Fenacetina.

D*

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

1,6

1,8

0,18088

0,20059

0,29758

0,37616

0,47950

0,59141

0,68703

0,74440

0,15484

0,19385

0,27767

0,38866

0,46944

0,58570

0,70548

0,77832

0,14399

0,19584

0,28719

0,37085

0,49670

0,57580

0,70055

0,77838

0,12827

0,19771

0,26948

0,38555

0,52872

0,59690

0,70070

0,80009

0,13108

0,19166

0,28125

0,37884

0,48877

0,60119

0,68163

0,78774

0,13049

0,19107

0,29099

0,38015

0,50082

0,58005

0,71560

0,82572

0,12660

0,19421

0,27145

0,38066

0,49193

0,57887

0,70080

0,83074

0,12349

0,18442

0,27270

0,37699

0,48603

0,58330

0,70079

0,80546

0,11349

0,18320

0,27375

0,37644

0,49100

0,60559

0,68552

0,80466

0,11796

0,19006

0,27050

0,37550

0,47563

0,61558

0,67042

0,86613

S

0,13511

0,19226

0,27926

0,37898

0,49085

0,59144

0,69485

0,80216

0,02005

0,00546

0,00971

0,00514

0,01638

0,01308

0,01334

0,03360

[]*: Area del pico / area del tetracosano
X: Media de los datos
@: Desviacion estandar.

Al igual que la Cafeina, los datos de la curva de calibracién de la fenacetina
tienen desviaciones estandar pequefias (ver tabla 13), lo que indica una
coincidencia en los datos y una precision.

Finalmente se presenta la tabla correspondiente a los datos de la curva de
calibracion de la cocaina (tabla 14).
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Tabla 14. Datos de la curva de calibracién Fenacetina.

I:l*

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

1,6

1,8

0,20306

0,28693

0,40117

0,52596

0,62310

0,72957

0,81083

0,87151

0,18483

0,28186

0,40672

0,51872

0,61466

0,73477

0,79124

0,89869

0,19020

0,28519

0,40846

0,52079

0,62733

0,73241

0,81187

0,87849

0,19645

0,32047

0,39752

0,50966

0,61263

0,72178

0,81524

0,92596

0,18666

0,28586

0,39065

0,51454

0,61002

0,72322

0,78096

0,92585

0,21976

0,28877

0,40380

0,51053

0,61535

0,72431

0,81979

0,92089

0,18787

0,28268

0,39422

0,50151

0,62007

0,71139

0,80931

0,93767

0,19212

0,28736

0,40087

0,51310

0,61233

0,70155

0,82147

0,86041

0,18456

0,27922

0,39670

0,51731

0,62509

0,72704

0,78032

0,90385

0,18862

0,29555

0,40112

0,50311

0,62139

0,69961

0,81645

0,87068

S

0,19341

0,28939

0,40012

0,51352

0,61820

0,72057

0,80575

0,89940

0,01085

0,01178

0,00550

0,00765

0,00598

0,01235

0,01562

0,02771

[]*: Area del pico / area del tetracosano
X: Media de los datos
@ Desviacion estandar.

3.2.6

Finalmente se puede observar que todas las desviaciones estandar son lo
suficientemente pequefias como para deducir que la curva de calibracion es
precisa.

Precision intermedia. La precisién intermedia se define como la
capacidad del método analitico de generar una respuesta errada ante
cambios pequefios pero significativos en el método y analistas como tal o
en quienes lo ejecutan B°* Para este caso se realizaron dos ensayos
pequefios, variando el volumen de inyeccion, la fecha y variando el analista.
Para realizar el ensayo, se inyecto una de las muestras usadas en el
ensayo de exactitud, para este caso se uso el ensayo numero 2 de la
exactitud. El volumen de inyeccion cambi6 de 1 uL a 1,5 uL y estos fueron
los resultados

A: 12 de septiembre de 2010 (Andrés Felipe Ramirez — Analista 1)
B: 22 de septiembre de 2010 (Maria F. Medina — Analista 2)
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Tabla 15. Ensayo de precision intermedia

. Masa | Volumen [1* real [1* ensayo 1 uL [1* ensayo 1,5 uL %
Analito A B
(mg) (L) (ppm) (ppm) (ppm) error
Cafeina 1,55 0,005 310 311 313 0,53
Fe"::et' 1,22 | 0,005 244 242 246 0,68
Cocaina 1,57 0,005 314 315 318 1,16
Como se puede observar en la tabla 15, al variar el volumen de inyeccion
varia la concentracion del analito, sin embargo, es insignificante el cambio,
cabe resaltar que el ensayo fue resultado del andlisis de otro operario del
equipo GC-MS QP 2010 plus y con una diferencia de 10 dias calendario (12
de septiembre de 2010 y 22 de septiembre de 2010).
3.2.7 Exactitud. B¥ Para este parametro se realizé una solucién que contiene los

(a1 200008)

tres (3) analitos, cafeina, fenacetina y cocaina, posteriormente se hicieron
tres (3) inyecciones y se obtuvieron los respectivos cromatogramas. A
continuacion se presenta la tabla de las concentraciones que se prepararon
para la inyeccion, y los cromatogramas correspondientes a los tres (3)
andlisis.

Figura 29. (A) Cromatograma del ensayo 1, (B) Cromatograma del ensayo 2 (C)
Cromatograma del ensayo 3
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Tabla 16. Porcentajes de error.

. Masa Volumen [1* real [1*1 [1* 2 [1*3 %
Analito
(mg) (L) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) | error
Cafeina 1,55 0,005 310 312 314 309 0,53
Fenacetina 1,22 0,005 244 236 245 256 0,68
Cocaina 1,57 0,005 314 308 318 305 1,16

[]* : Concentracion del ensayo numero o concentracion

% error: Media de los porcentajes de erro entre las concentraciones de los
ensayos Yy la concentracion real de la muestra.

Los porcentajes de error son lo suficientemente pequefios para decir que el
método genera resultados exactos (ver tabla 16).
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3.3 ANALISIS DE MUESTRAS REALES

Una parte del objetivo general del trabajo es el de encontrar cuales son los
principales adulterantes presentes en la cocaina incautada en el eje cafetero,
posterior a ello se desea cuantificar y hallar los porcentajes de pureza que
tienen. Para ello se realizaron analisis previos a la validacion del método,
puesto que para realizar una validacion se requiere primero tener conocimiento
de la matriz y asi generar curvas de calibracion apropiadas para hacer una
cuantificacion precisa y exacta.

3.3.1 Resultados previos a la estandarizacion. Antes de realizar la
correspondiente validacion del método, se realizé el andlisis a
aproximadamente 286 muestras, las cuales fueron proporcionadas por el
laboratorio de quimica del Cuerpo Técnico de investigacion de la Fiscalia
General de la Nacion. Desafortunadamente a estas muestras no se les
podia realizar una cuantificacién ya que el método no era valido y aun no
estaba consolidado como tal. Debido a eso, se les aplico solo un analisis
cualitativo, lo que dio como resultado los principales adulterantes presentes
en la cocaina incautada en el eje cafetero que se podrian observar durante
el analisis por parte del equipo. A continuacion se muestra una tabla con la
cantidad de muestras, por regién y un total para ver la cantidad de muestras
gue contienen los respectivos analitos o una mezcla de las dos. (Ver tablas
17,18y 19)

Tabla 17. Resultados por muestras Caldas

Caldas
FENACETINA | CAFEINA | FENACETINA Y CAFEINA | TOTAL MUESTRAS
2 92 18 112

Tabla 18. Resultados por muestras Quindio

Quindio
FENACETINA | CAFEINA | FENACETINA Y CAFEINA | TOTAL MUESTRAS
12 76 24 112
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Tabla 19. Resultados por muestras Risaralda

Risaralda
FENACETINA | CAFEINA | FENACETINA Y CAFEINA | TOTAL MUESTRAS
34 22 6 62

Finalmente se obtienen los totales de todas las tablas anteriores.

Tabla 20. Resultados por muestras Totales

TOTAL
FENACETINA | CAFEINA | FENACETINA Y CAFEINA | TOTAL MUESTRAS
48 190 48 286

En las tablas se muestra la cantidad de resultados que contienen
fenacetina, cafeina y una combinacién de los dos, también se puede
observar (ver tablas 17, 18, 19), las personas que elaboran dichas
sustancias ilegales, tienden a utilizar mas la cafeina en Caldas y Quindio,
caso contrario en Risaralda que es mas usada la Fenacetina, pero en
ninguno de los tres departamentos prevalece el uso combinado de las dos
sustancias. Para ver un poco mejor los resultados se proceden a realizar
las graficas correspondientes a cada una de las tablas.

Figura 32. Diagramas tipo pastel de la tabla 17, tabla 18 y tabla 19, departamentos de
Caldas, Quindio y Risaralda

Caldas

B FENACETINA mCAFEINA  m FENACETINAY CAFEINA
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Quindio

mFENACETINA = CAFEINA = FENACETINAY CAFEINA

Risaralda

m FENACETINA m CAFEINA  ®mFENACETINAY CAFEINA

Para finalizar se realiza la grafica correspondiente a los totales, las
muestras que contenian solo cafeina, solo fenacetina y las que contienen
una combinacién de ambas independiente de la concentracién de cada una
y de la pureza de cada uno.
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3.3.2

Figura 33. Diagrama tipo pastel de los totales.

Total

B FENACETINA ®CAFEINA ®mFENACETINAY CAFEINA

Al manejarse un total de las muestras, se observa (ver figura 33) que la
cantidad de fenacetina individual y fenacetina combinada con cafeina son
iguales (en porcentaje) quiza debido a que la fenacetina genera vaso
constriccién causando una sensacion de euforia, muy similar a la causada
por la cocaina. Estos dos adulterantes se usan debido a que son
medicamentos (en el caso de la fenacetina) y alcaloides (en el caso de la
cafeina) que no son controlados ni regulados por la ley.

Resultados finales. Luego de que el método esta estandarizado, debido a
su estandarizacion por medio de la ostentacion de los pardmetros minimos
para esto, finalmente se pueden cuantificar las muestras y dar un
porcentaje de pureza de la cocaina utilizada, para ello, se analizaron
muestras provenientes de los 3 departamentos, de los ultimos tres meses
del afio 2010. se presenta una tabla con los datos relacionados, los
nombres de las muestras no se muestran por confidencialidad. (ver anexo
6)

Para tener una mejor visualizacion de los resultados, se tienen las
siguientes graficas.
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Figura 34. Coincidencias en las purezas, Cafeina.

COINCIDENCIASEN LA PUREZADE LA
CAFEINA
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5%-10%  10%-15% 15%-20% 20%-30% »30%

Mumero de muestras

Pureza de la cafeina dentro de la muestra

Figura 35. Coincidencias de pureza, Fenacetina.

COINCIDENCIASEN LA PUREZA
FENACETINA
35
g 30
E 25
E 20
'E 15
E 140
25 H B =
0-5% 5%-10% 10%-15% 15%- 20% =20%
Pureza de la fenacetina dentro de la muestra

Como se puede observar claramente (ver figura 34), la mayoria de las
concentraciones estan aproximadamente entre 0,1% y 15%, lo que indica
que la cafeina es wusada en wuna concentracibn muy pobre,
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aproximadamente una decima parte de la droga incautada. Ahora veamos
la grafica proveniente de las coincidencias de la pureza de la fenacetina.

La concentracion de la fenacetina (ver figura 35) en las muestras es baja,
debido a que se debe preparar soluciones bastante concentradas para que
la concentracién se pueda ver en la curva de calibracion. Al igual que en la
cafeina, la Fenacetina tiene una pureza por debajo del 10%.

Finalmente se tiene la gréfica de la cocaina (figura 36).

Figura 36. Coincidencias en la pureza, Cocaina.

Numero de muestras

COINCIDENCIAS EN LAS PUREZAS DE COCAINA

35

30

25

20

15

@ I

S

0 B B = _
0-5% 5%-10%10%-15% 15%- 20% - 25%- 30% - 359%- 40% - >50%

20% 25% 30% 35% 40% 50%

Purezade la cocaina dentro de la muestra

En este caso (ver figura 36), la cocaina esta un poco mas distribuida, pero
no en concentraciones que superen el 30%, aunque algunas lo hacen,
aproximadamente el 86% de las muestras esta por debajo del 30% de
pureza. Esto nos lleva a concluir y a pensar que es necesario realizar mas
estudios sobre esta cocaina y asi dar con una congruencia mayor.

Para finalizar el analisis sobre la cocaina, se presentan a continuacion, una
distribucion por departamentos, del porcentaje de cocaina usado en cada
uno de ellos, dependiendo de la procedencia de la muestra.
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Figura 37. Distribucion de la cocaina en cada departamento.

en Caldas
a5 3% 1'%

Distribucion de purezas de la cocaina

mO0-5%

m 5% - 10%
= 10%-15%
W 15%- 20%
W 20% - 25%
W 25%- 30%
® 30% - 35%
W 35%- 40%

3% __Distribucion de purezas de la cocaina en
Quindio

mO0-5%

m 5% - 10%
m 10%-15%
W 15% - 20%
W 20% - 25%
m 25%- 30%
m 30%- 35%
W 35% - 40%

en Risaralda
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Posterior al andalisis de cocaina, a continuacion se muestra un analisis
correspondiente a los adulterantes encontrados.

3.3.3 Andlisis de Adulterantes. Para finalizar, se realizaron analisis
correspondientes a los adulterantes, ya que ellos son el centro del trabajo.
Para empezar, se tiene un grafico (grafico 37) donde se ve el uso de los
adulterantes, ya sean solos o una combinacién de ambos.

Figura 38. Uso de los adulterantes en el eje cafetero

Uso de los adulterantes

m Fenacetina
m Cafeina
» Combinacion

Como se puede observar en el grafico anterior, en las muestras analizadas,
se encuentra que la que presenta el mayor uso discriminando de cual
departamento sea, es la cafeina, sin embargo un gran porcentaje de las

muestras proporciona una vision de que la combinacion de ambos
adulterantes es usada considerablemente.

Luego de esto se analizé adulterante por adulterante y finalmente se encontraron
los siguientes resultados para cada adulterante
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3.3.3.1 Cafeina. Para la distribucion de la cafeina en el eje cafetero se
encontré el siguiente grafico

Figura 39. Distribucion de la Cafeina en el eje cafetero.

Distribucion de Cafeina en el eje
cafetero

= CALDAS
= QUINDIO
» RISARALDA

El porcentaje de cafeina en las muestras se observa a continuacion,
indiferente a cada departamento.

Figura 40. Distribucion de concentraciones en el eje cafetero

Distribucion de concentraciones para
Cafeina

#0-10%

® 10%-20%
" 20% - 30%
®>30%

Ahora, para tener una combinacion de ambos se realizaron los graficos
correspondientes, los cuales se pueden ver a continuacion.
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Figura 41. Grafico de la distribucion de las concentraciones en (a) caldas (b) Quindio y
(c) Risaralda

Distribucion de concentraciones
en Caldas

u0%- 10%
®10%-20%
=20%-30%
u>30%

(@)

Distribucion de concentraciones
en Quindio

0%

u0%- 10%
®10%-20%
=20%-30%
u>30%

(b)

Distribucion de concentraciones
en Risaralda

u0%- 10%
®10%-20%
=20%-30%
u>30%

(c)
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Para tener otra perspectiva de los resultados por departamento, se ve
ahora en que porcentaje se usa cada concentracion de cafeina en las
diferentes muestras analizadas en el trabajo, provenientes de los diferentes

departamentos.

Figura 42. Distribucion de las concentraciones en los departamentos.

Concentraciones del 0% al 10% de
cafeina en la muestra

® Caldas
B Quindio

" Risaralda

Concentraciones del 10% al 20%
de cafeina en la muestra

® Caldas
B Quindio

B Risaralda

Concentraciones del 20% al 30%
de cafeina en la muestra

0%

H Caldas
B Quindio

B Risaralda

Concentraciones >30% de cafeina
en la muestra

® Caldas
B Quindio

" Risaralda

Asi pues se observa el uso de la cafeina como adulterante de la cocaina
que se distribuye en el eje cafetero, observandose un porcentaje elevado
en el departamento de caldas.

Fenacetina Para la distribucion de la fenacetina en el eje cafetero se
encontré el siguiente grafico

3.3.3.2
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Figura 43. Distribucion de la fenacetina en el eje cafetero.

Distribucion de Fenacetina en el eje
cafetero

= CALDAS
= QUINDIO
“RISARALDA

El porcentaje de fenacetina en las muestras se observa a continuacion,
indiferente a cada departamento.

Figura 44. Distribucion de concentraciones en el eje cafetero

Distribucion de concentraciones
para Fenacetina

m 0% - 10%
| 10%-20%
m 20% - 30%

Ahora, para tener una combinacion de ambos se realizaron los graficos
correspondientes, los cuales se pueden ver a continuacion.

85



Figura 45. Grafico de la distribucion de las concentraciones en (a) caldas (b) Quindio y
(c) Risaralda

Distribucion de concentraciones
en Caldas

0%

m0%- 10%
®10%-20%
= 20%-30%

)]
Distribucion de concentraciones
en Quindio
®0%- 10%
= 10%- 20%
¥ 20%- 30%
(b)
Distribucion de concentraciones en
Risaralda
50%- 10%
=10%- 20%
¥ 20%- 30%
(c)
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Para tener otra perspectiva de los resultados por departamento, se ve
ahora en que porcentaje se usa cada concentracion de fenacetina en las
diferentes muestras analizadas en el trabajo, provenientes de los diferentes
departamentos.

Figrua 46. Distribucion de las concentraciones en los departamentos.

Concentraciones del 0% al 10% de Concentraciones del 10% al 20%
fenacetina en la muestra de fenacetina en la muestra

4%

m Caldas H Caldas
= Quindio = Quindio
" Risaralda " Risaralda

Concentraciones del 20% al 30%
de fenacetina en la muestra

0%

B Caldas
B Quindio

w Risaralda

Asi pues se observa el uso de la fenacetina como adulterante de la cocaina
que se distribuye en el eje cafetero, observandose un porcentaje de uso
elevado en el departamento de del Quindio..
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4 CONCLUSIONES

Se concluye que el método es preciso y exacto, puesto que las
desviaciones estandar y los errores en las concentraciones, son lo
suficientemente bajos para decir esto. Los errores para la Cromatografia de
Gases acoplada a Espectrometria de masas deben ser menores al 5% (ya
gue son muchos los parametros que se deben controlar y otros que no se
pueden controlar) y los del método no superan el 2%

Los resultados previos a la validacion demostraron que la fenacetina y
cafeina son los adulterantes principales detectados por el método, sin
embargo, no son los unicos utilizados, a pesar de eso no fueron detectados
en el método ya que exigia que fuera un analisis rapido y efectivo para la
cocaina.

Las proporciones que usan para preparar la cocaina en el eje cafetero son
muy similares entre si, lo que indica una posible procedencia similar para
cada grupo de muestras.

Mediante las curvas de calibracion se pudo concluir que el limite del rango
de linealidad esta en 450 ppm ya que después de esta concentracion, la
curva comienza a volverse constante, porque se satura la columna y el
detector. Ademéas de ello, se observo que los indices de correlacion y los
datos obtenidos a partir de ellas son coherentes con el método y el equipo.

Se realizo el test t-student para n-2 grados de libertad y un porcentaje de
confianza del 98%, dando como resultado una correlacion significativa entre
los datos, rechazando la hipétesis nula y se demuestra que existe una
correlacion.
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6. Los valores de limite de deteccion y limite de cuantificacion fueron
calculados con éxito y se presentan a continuacion.

Tabla 21. Limites de deteccion y cuantificacion del método

. Limite de deteccidén Limite de cuantificacion
Analito
(Ppm) (Ppm)
Cafeina 0.47 9.8
Fenacetina 0.95 23.3
Cocaina 0.58 1.8

El limite de cuantificacion para la Fenacetina es alto porque, como se
observo en los analisis de linealidad, las bajas concentraciones eran lo
suficientemente dispersas para ser un grafico de primer o segundo orden.

7. Se puede concluir que los adulterantes se usan en los tres departamentos,
solos 0 una combinaciéon de ambos, sin embargo el uso de la cafeina
predomina en el departamento de caldas en concentraciones superiores al
10%

8. En general para el departamento del Quindio, donde la fenacetina es el
adulterante predominante, se detecta el uso de la fenacetina en
concentraciones inferiores al 30%.
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5 RECOMENDACIONES

1. Guardar copias de seguridad de los andlisis, puesto que por problemas
ajenos a la tesis, fue necesario repetir analisis y parte del escrito.

2. Para determinar una rampa de temperatura y un modo de inyeccion, no se
deben realizar por separado, ya que se complementan entre si. Como se
observo en el escrito para hallar el modo de inyeccion adecuado, necesitd
la ayuda de todas las rampas de temperatura, puesto que se pensé que
cambiando el modo de inyeccion apareceria el tetracosano

3. La continuacion del trabajo, debe realizarse por parte de la entidad judicial
implicada en el trabajo, debido a que es responsabilidad darle continuidad
al proyecto, ya sea realizando la validacion del método o usando los

resultados presentados en este, para la realizacion de procedimientos
judiciales.

4. Se recomienda una evaluacion de los pardmetros relacionados con la
robustez y con la incertidumbre para hacer que el método estandarizado en
el trabajo, sea completamente validado. Para el ensayo de robustez se
recomienda un estudio previo de los equipos a usar, columnas y analistas
ya que el método debe ser robusto y no generar cambios significativos a la
hora de cambiar de equipo y demas parametros

5. También se recomienda demas estudios estadisticos para una posterior
perfilacion de los adulterantes.

6. El analisis de las muestras reales se realizo durante determinado lapso de
tiempo, se recomienda verificar variaciones en los adulterantes, y el
porcentaje de uso en las muestras incautadas ya que cabe la posibilidad de
un cambio de concentraciones o de adulterantes.
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7 ANEXOS

Los anexos presentados a continuacion son los correspondientes a los
mencionados durante el trabajo.

Al. Certificado de pureza de la cocaina.

Certificate of Analysis

SiGMA-ALDORICH"

Product Name Cocaine hydrochloride

Product Number CH77E

Product Brand SIGMA

CAS Number 53214

Molecular Formula Cq7HzMNOy - HCI

Molecular Weight 339.81

TEST SPECIFICATION LOT 036k1662 RESULTS
APPEARAMNCE WHITE POWDER CONFORMS
SOLUBILITY Eéﬁjflﬁ?ﬂf_r?isa SOLUTION AT 50 CONFORMS
IR SPECTRUM CONSISTENT WITH STRUCTURE CONFORMS
CARBON 58.9T0OGE1.2% 60.2%
NITROGEN JBTO44% 4.0%

-T1TO-TIDEG (C=2 INWATER AT 25

SPECIFIC ROTATION DEG CENTIGRADE -1 DEG
PURITY BY PERCHLORIC ACID TITRATION  MLT 99% 99.3% "
PURITY BY THIN LAYER

CHROMATOGRAPHY MIMIMUM 97 5% 99%

* SUPPLIER INFORMATION
QC RELEASE DATE APRIL 2006

Ay Guliel]

FRuodney Burbach, Manager
Cluality Control
St Louis, Missour LISA
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A2. Certificado de pureza del tetracosano.

Product Specifications

Product 13804

General Product Data

Tetracosane,99% Version 2
CASNo 646-31-1
Molecular weight 338,63
Molecular formulaC24 H30
CH3(CH2)

Lincar formula 220k
Flash point (°C) >110

Product Specifications

Appearance WHITE SHINY FLAKES

Infrared spectrometry AUTHENTIC

Maiting point 49°C 10 52°C

Separat. techn. GC >=88.5 %

Acros Organics Geel 'West Zone 2, Janssen Pharmaceulicaiaan 3a, B-2440 Geel, Belgum

Tel +32 14/57.52.11 » Fax +32 14/53.34.34 intemet: 1ty
1 Reagent Lane, Fair Lawn, NJ 07410,USA
Fax 209-726+1329

1/ SEIOS . Caen
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A2.5. Certificado de pureza del etanol

Specification

1.00286.2180 Ethanol absolute suitable for use as excipient
EMPROVE® exp Ph Eur,BP JP USP

Spoc. Vaas
Asay
m'm >092 %
VN =995 =
Isentiry AR) comfnmes
Appoarnncn confomm
Clarsry of soletion confome
Caioer ol sohition confoems
Acitity or sfialinity <30 ppm
Donsity
¢ 20C20°C 0.79¢ - 0.7%3
¢15% 0536 "C <0.7962
¢15ChsC QT - 0.797
Arortance
a1 260 nm <04
Beswoon 250nm and 260nm <030
Befwoon 270nm and 340nm <010
The shaorption airve is smooth confonms
Votattio impurities (GO
Actadsciryde 200 Atal <10 fom
Honpone <2 pem
Mothanct =100 pem
Total of other impunities <300 pom
dismogand limil <9 em
Fasiduat sohents (P Eor USPICH) daws 3 <D5%
AN 0N CVEpOring =25 g

Merck KGaA, Frankturier 3traBe 260, 84283 Darmetadt (Germany): +48 8151 729
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Specification

1.00626.9180 Ethanol absolute suitable for use as excipient
EMPROVE® exp Ph Eur,.BP JP,USP

Othor residval solvants (P EaoUSPACH) avdwlod by production proanss

Rosidues of motal ctalysts or motad reagants aceto EMEA/ CHNP SWEPALIE2000
arn oot Bkely (o bo prosant.

Dr. Michael Savalshery

oazedilc bontry museger quality cxstrel
This docmod has beco produced olecronically 200 & salid witho 2 Sgo o

Merck KGaA, Frankfurier 3trafie 260, 84283 Darmetadt (Germany): +48 81561 728 Page2of2
A7 RSSO0 V. K Dt 843 3018

98



A3. Certificado de calibracion de la balanza.

ORDEN DE SERVICIO IMPROTEC L1DA

> : EJECUCION# 43¢
EMPRESA:?-"/,sr,n\%\ aﬂ!m] (i{‘u n(’c‘ta;\ N X
DIRECCION: CLASE SERVICIO: “\ G . TECNICO: WMNtew §
TELEFONO: MODELO EQUIPO: A -\ LT L. W CAPACIDAD: |t A
CIUDAD: TG SERIE: WLCETGAN . Div. Escalad: 0, 01¢¢: G
FECHA: Zol0-2-C % : NO. INVENTARIOZ - {00 Escala Ver.e:  ipiy  §
SOLIGITADO POR: 3 UBICACION: |11, (F4onie o H.i.: H.F.: s

DESCRIPCION R

TRABAJOREALIZADO:  _f L Wi 026y | & tas g MG reatidy, sia S eyal

_3 RLETEN A U‘L‘\*»‘nm Avesiewand)  pilw  SCagw
St ey vEah ol g ‘

OBSERVACIONES:

ESTIMADO CLIENTE: VERIFIOUE LA INFORMACIHON CONTENIDA FN ESTE DOCUMENTO.

CUALQUIER INQUIETUD FAVOR COMUNICARLA INMEDIATAMENTE & NUESTRO REPRESENTANTE.
VERIFICACION EFECTUADA CON PESAS CERTIFICADAS RED DE METROLOGIA

R
W\ . i
FIRMA TECNICO '

Km. 17 vi» Bogota - Mosquera Parque Agroindustrial de la Sabana Int. 44 - Mosguera - Cund,
TEL 8275596 / 8293045 ! 8293333 Telelax B293115

FIRMA ENCARGADO
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A4. Certificado de calibracién equipo Shimadzu QP 2010PLUS

CERTIFICATE OF INSTRUMENT PERFORMANCE

Study daia hag dewermimed that the instrumenis deserihed and tested i (his document have met or |
exceeded all test criteria detailed in Section [ (Pesformance Test Protocol). This certificale must i
sccompany all associated test dam within this document. Test equipment utilized in the testing of your I
instrumentation is dinsctly oc indirectly trsceable w N.LST. (Natiomal Tnstitute of Sumdards and - |
Technolopy} calibration standards and is pecicdically recuned for recalibration. ;

INSTRUMENTATION TESTED
MODEL SERIAL NUMBER
GP20i10%les (305046 500%530S
Ao . _C 13 !&

Fo= =g

TEST EQUIPM "UTILI
Model Serial Numher  Calibration Dute Re-Cal Daic
Tespeddi Aoke 520 _F1310132 30 -Jon-2019
ﬂulg._.,ﬁ looo  LSDGLYWEE  )13-Drc-290%  19-HAR-20)

ol

TEST PROTOCOL PERFORMED BY: DATIE

{Prin name) ('N'Iu. DHH: 22- DF 20 \0
LABORATORY M.-\NAGER"DESKTNFF DATE:
(Print csas) L 2n-0b 2010,

]

SRR S LS

AT T

AL VY
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A5. Espectros de masas con su respectivos fragmentogramas

A5.1 Cafeina

%
100 109 194
] = oer
50
] - .
olssa by b 5 122 T 8% ape booopopn  2e9 epomt medpy ey
50 100 150 200 250 300 350

-2

|| miz a7
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A5.2 Fenacetina.

%
1004 108
50 137
1 = &l TE
o] E-Id d .|| gt 150 163 | 207219 . 281 302 241 361
50 100 150 200 250 300 350
Fragmentacion
H
| )
/\ N HH
‘\/
| - CH;0
—_—
0
H;C//\\o/\// Hac//\o
Mz 179 Mz 137
-CoHjs
- CyH 10N B
e
NH
|
€
0
\@
P L, Mz 108 i
Mz 77
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A5.3 Cocaina.

%
100 82
50 182
] 94
ol il '“. | 2. 150nes 4 T2 a9 281 3 spyasrzss  asa aco
50 100 150 200 250 300 350 400
Fragmentacion
CHs CHs
| A . ~
Ne o coh M N-CHy > N—CHa
{ — - ¥ D ~/*
ol © & ! 3 HAE
= o = _—
i~ H (miz 83) (miz 82)
mz
(miz 94b) (miz 97) ¥ N
f oo \
H ,°°=C"‘=t'- f‘h‘ocu, \
” \d e / ./ \
- JJ "'. / A\ 0. CeHg ‘\\
' OCOCHs | | )

{miz 182)
(rrife 2724) (miz 303a)
- CaHsCO;H
Y ¢ | Hshift
\J
CHy._+ =
N O 0 CHs._ = Io}
, — ,\ “OCH; - COCgH; r"A[-:: ,__f“: OCH;
L " N ¥, 79_} H(3) —‘b [_’ 'Z\H(S)J
3 N0 CeHs « 1
(miz 150a) L/ | %
(miz 198)
g | -'COCH; ; CH;OHi

(miz244c) © (miz 1665)
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A6 Tabla 22. Resultados de la cuantificacion de cocaina.

PESO |volumen []* []*real []*real []*real 4
tedrica (ppm) (ppm) (ppm) Pureza
(mg) (L) - . ‘ .

(ppm) | fenacetina cafeina cocaina |cocaina.

0,98| 0,0015 653 101 115 17,60
0,55| 0,0015 367 77 66,7 60 16,36
0,63| 0,0015 420 171,3 40,79
0,91| 0,0015 607 25 219,5 36,18
0,73| 0,0015 487 26 38 7,81
0,84| 0,0015 560 103 18,39
0,79| 0,0015 527 138 26,20
0,84| 0,0015 560 50 22 69 12,32
0,87| 0,0015 580 127 117 20,17
0,86| 0,0015 573 55 47 111 19,36
0,76 0,0015 507 48 72 14,21
0,8] 0,0015 533 85 15,94
0,99| 10,0015 660 103 146 22,12
1,05/ 10,0015 700 48 32 151 21,57
0,67| 0,0015 447 52 127 28,43
0,84| 0,0015 560 36 228 40,71
0,88| 0,0015 587 22 270 46,02
0,75| 0,0015 500 87 86 74 14,80
1,1/ 10,0015 733 80 22 215 29,32
1,2| 0,0015 800 167 160 20,00
1,23| 0,0015 820 131 204 24,88
0,96| 0,0015 640 130 24 190 29,69
0,85| 0,0015 567 97 41 155 27,35
1,02| 0,0015 680 49 37 103 15,15
1,16| 0,0015 773 81 44 213 27,54
1,14| 0,0015 760 48 164 21,58
1,1 0,0015 733 41 246 33,55
1,22| 0,0015 813 109 215 26,43
1,1] 0,0015 733 241 32,86
1,21| 0,0015 807 43 210 26,03
1,08 0,0015 720 276 38,33
1,22| 0,0015 813 312 38,36
0,96| 0,0015 640 74 60 9,38
1,12 0,0015 747 225 157 21,03
0,88 0,0015 587 99 130 22,16
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Tabla 22. Resultados de la cuantificacion de cocaina (continuacion)

1,05/ 0,0015 700 27 268 38,29
1,24| 0,0015 827 81 234 28,31
1| 0,0015 667 22 153 22,95
1,2 0,0015 800 298 37,25
1,09/ 0,0015 727 47 437 467 64,27
1,2| 0,0015 800 49 313 39,13
0,821| 0,0015 547 77 73 123 22,47
1,71| 10,0015 1140 64 60 35 3,07
0,71, 0,0015 473 89 22 137 28,94
1,14| 10,0015 760 161 4,6 0,61
1,14 0,0015 760 47 71 15 1,97
1,14 0,0015 760 41 246 32,37
1,43| 10,0015 953 48 52 152 15,94
1,95 0,0015 1300 22 5,3 0,41
1,07| 10,0015 713 48 112 142 19,91
2,04 0,0015 1360 31 429 31,54
3,15| 0,0015 2100 98 101 4,81
0,98| 0,0015 653 49 42 272 41,63
1,02 0,0015 680 51 25 87 12,79
3,27 0,0015 2180 63 162 7,43
1,7/ 0,0015 1133 30 282 24,88
2,97 10,0015 1980 23 180 9,09
2,75 0,0015 1833 26 134 7,31
16| 0,0015 1067 205 412 38,63
15| 0,0015 1000 264,5 26,45
3,02 0,0015 2013 59 32 280 13,91
2,94 10,0015 1960 391 19,95
2,14 0,0015 1427 270 422 29,58
2,49 0,0015 1660 93 5,60
3,09| 10,0015 2060 265 12,86
3,09 0,0015 2060 69 145 7,04
241 0,0015 1607 72 91 5,66
2,42 0,0015 1613 67 94 5,83
2,11] 0,0015 1407 75 5,33
195 0,0015 1300 65 5,00
1,37 0,0015 913 58 218 23,87
1,04| 0,0015 693 114 49 7,07
1,18] 0,0015 787 51 179 22,75
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Tabla 22. Resultados de la cuantificacion de cocaina (continuacion)

1,15/ 10,0015 767 60 23 27 3,52
1,28| 0,0015 853 184 109 12,77
1,19/ 0,0015 793 175 118 14,87
1,28| 0,0015 853 109 155 18,16
1,32| 10,0015 880 126 14,32
0,98 0,0015 653 171 26,17
0,99| 0,0015 660 49 22 117 17,73
1,24| 10,0015 827 111 140 16,94
1,3] 0,0015 867 99 11,42
0,7] 0,0015 467 26 69 14,79
1,05 0,0015 700 168 24,00
0,91, 0,0015 607 269 0,00
1,08 0,0015 720 199 76 10,56
0,98, 0,0015 653 168 25,71
0,63| 0,0015 420 50 138 32,86
1,07 0,0015 713 62 65 56 7,85
1,03| 10,0015 687 52 43 82 11,94
1,18| 0,0015 787 69 61 7,75
1,07 0,0015 713 60 54 150 21,03
1| 0,0015 667 67 35 90 13,50
1,2 0,0015 800 137 74 175 21,88
1,1 10,0015 733 50 22 121 16,50
16| 0,0015 1067 22 246 23,06
3,74| 0,0015 2493 49 127 5,09
2,93| 0,0015 1953 88 324 16,59
1,84 0,0015 1227 53 22 215 17,53
3,32] 0,0015 2213 258 11,66
3,22 10,0015 2147 49 107 4,98
2,93| 0,0015 1953 48 28 61 3,12
2,21 0,0015 1473 217 12 0,81
2,79 0,0015 1860 37 20 1,08
2,84 0,0015 1893 51 35 1,85
3,99 0,0015 2660 56 39 1,47
2,17| 0,0015 1447 40 20 1,38
1,41 0,0015 940 59 162 17,23
1,01| 0,0015 673 60 58 8,61
3,14| 0,0015 2093 110 210 10,03
3,04 0,0015 2027 111 5,48

106




Tabla 22. Resultados de la cuantificacion de cocaina (continuacion)

2,14 0,0015 1427 47 25 210 14,72
1,67 0,0015 1113 47 22 157 14,10
2,43| 0,0015 1620 151 25 45 2,78
2,99| 0,0015 1993 50 23 42 2,11
2,57 0,0015 1713 49 72 4,20
1,98 10,0015 1320 47 44 3,33
1,1 0,0015 733 50 125 17,05
1,1 0,0015 733 169 146 19,91
1,1 0,0015 733 75 10,23
1,1 0,0015 733 102 105 14,32
1,05 0,0015 700 47 98 14,00
1,16 0,0015 773 58 192 24,83
1,14| 10,0015 760 99 25 66 8,68
1,12 0,0015 747 164 125 16,74
1,13| 10,0015 753 323 42,88
1,2 0,0015 800 50 276 34,50
0,98| 0,0015 653 64 155 23,72
0,98| 0,0015 653 80 64 167 25,56
1,1 0,0015 733 74 199 27,14
1,16/ 0,0015 773 177 144 18,62
1,02 0,0015 680 213 44 6,47
1,13| 10,0015 753 194 84 11,15
1| 0,0015 667 279 41,85

1| 0,0015 667 221 62 9,30
1,14| 10,0015 760 200 78 10,26
1,08 0,0015 720 58 82 119 16,53
1,01| 0,0015 673 175 102 15,15
1,08 0,0015 720 248 0,00
1,2| 10,0015 800 165 4 0,50
1,04| 0,0015 693 122 36 138 19,90
1,1 0,0015 733 83 11,32
1,06/ 0,0015 707 22 226 31,98
0,95| 0,0015 633 49 22 102 16,11
1,03| 10,0015 687 118 148 21,55
1,1 0,0015 733 67 174 23,73
1,31 0,0015 873 103 11,79
1,15| 10,0015 767 50 110 14,35
1,06 0,0015 707 100 14,15
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Tabla 22. Resultados de la cuantificacion de cocaina (continuacion)

1| 0,0015 667 49 81 12,15
1,06/ 0,0015 707 47 104 14,72
1| 0,0015 667 51 115 17,25
14| 0,0015 933 246 38 81 8,68
1,16 0,0015 773 98 80 164 21,21
1,26/ 0,0015 840 48 107 233 27,74
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A7. Tabla del analisis T-Student.

Tabla A.2, La distribucion

Valor de t para un infervalo de confianza de 0% 5% 28% 89%
Valor critico de | I para valores de P de nimero

de grados ae fbertad 010 0.05 .02 201
1 6.31 12.1 31.82 63.66
2 2.92 4.30 6,96 8.92
3 2.35 3.18 4.54 5.84
4 2.13 278 3.75 4,60
5 2.02 257 3.36 4.03
B 1.94 245 314 3.71
7 1.89 2.36 3.00 350
8 1.86 2.31 2.90 3.36
9 1.83 2.26 2.82 3.25
10 1.81 2.23 2.76 3.7
12 1.78 2.18 268 3.05
14 1.76 214 2.62 2.98
16 1.75 212 2.58 2.92
18 1.73 2.10 2.55 2.88
20 1.72 2.09 2,53 2.85
30 1.70 204 2.46 275
50 1.68 2.01 2.40 268
='v 1.64 1.96 2.33 2.58
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