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Resumen

El presente trabajo tiene como objetivo el empleo de métodos de pretratamiento:
digestion y extraccion para liberar cocaina o sus metabolitos en muestras de pelo de
consumidores en tratamiento de rehabilitacion de la Fundacién José Félix Ribas-Mérida, vy
determinar su concentracién, mediante la técnica de Espectrofotometria de Absorcion
Ultravioleta-Visible (EUV-VIS) y test rdpido, simulando en esta Ultima la matriz de orina. Los
extractos y digestados obtenidos fueron limpios y cristalinos. El tipo de estudio es exploratorio
de contraste, con previo disefo experimental. Los resultados obtenidos muestran valores entre
10.5 y 66,2 ppm expresados en mgg™l. Luego de simular la matriz de orina con los extractos y
digestados conseguidos se ensayo con los test rapidos de diferentes casas comerciales, los
cuales se fundamentan en una prueba de inmunoensayo con reacciéon antigeno-anticuerpo,
obteniéndose resultados positivos para el analito de interés. Se pudo comprobar la hipotesis
que la técnica de EUV-vis es aplicable para la determinacién de cocaina en pelo luego de
realizar el tratamiento adecuado a la misma, independientemente del estrecho limite de
deteccién de estos equipos. Los valores reportados fueron exactos y precisos, corroborados
con adiccién estandar y patrones certificados Merck-Alemania. De igual forma es posible
simular con los extractos y digestados obtenidos la matriz de orina y poder “engafar- burlar”
los test rapidos. Resultando ambos procedimientos de bajo costo y facil aplicacion en

laboratorios de Toxicologia de baja infraestructura.

Palabras Clave: Cocaina, metabolitos, pelo, espectrofotometria de absorcién ultravioleta-

visible, test rapido.
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Abstract

Testing and optimization of methods for extraction and mineralisation in
determination of cocaine in hair by EUV-VIS and fast test.

The present work takes the employment of methods as an aim of pretreatment: digestion and
extraction to liberate cocaine or his metabolitos in samples of consumers' hair in treatment of
rehabilitation of the Foundation Jose Félix Ribas-Mérida, and to determine his concentration, by
means of Spectrophotometer technique of Ultraviolet - Visible Absorption (EUV-VIS) and rapid
test, simulating in the latter the counterfoil of urine. The extracts and digestados obtained they
were clean and crystalline. The type of study is exploratory of contrast, with previous
experimental design. The obtained results show values between 10.5 and 66,2 ppm expressed
in mgg-1. After simulating the counterfoil of urine with the extracts and digestados obtained I
test with the rapid test of different business firms, which base on a test of immunoassay with
reaction antigen - antibody, positive results being obtained for the analito of interest. The
hypothesis could verify that EUV-VIS technique is applicable for the determination of cocaine in
hair after realizing the treatment adapted to the same one, independently of the narrow limit
of detection of these equipments. The brought values were exact and precise, corroborated
with standard addiction and certified bosses Merck-Germany. Of equal form it is possible to
simulate with the extracts and digestados obtained the counterfoil of urine and power " to be
deceptive - to deceive " the rapid test. Turning out to be both procedures of low cost and easy

application in laboratories of Toxicology of low infrastructure.

Key words: Cocaine, Metabolitos, hair, spectrophotometer of ultraviolet - visible absorption,

rapid test.

http://www.sertox.com.ar/retel/default.htm Sertox © Copyright 2003




[retel] e

revista de toxicologia en linea

Introduccion

La cocaina es un alcaloide tropanico (producto de la condensacidon de un anillo de cinco
miembros o pirrolidinico y otros de seis miembros o piperidinico con tres atomos comunes, dos
de carbono y uno de nitrégeno.) que como la gran mayoria de alcaloides tiene caracter basico,
contiene un nitrégeno heterociclico, es extraido de una planta superior llamada Erytroxilum
coca Lamarck, la cual crece en Sur América; ademas presenta una actividad farmacoldgica
muy marcada. Los procedimientos utilizados para la extraccion de los alcaloides se basan en la
solubilidad y en la presencia del nitrégeno(N) en la molécula. La cocaina contiene una amina
terciaria que hace que la base del alcaloide sea soluble en solventes organicos; y que forme

sales solubles en agua con &cidos minerales. ()

La determinacion de la cocaina y sus metabolitos se pueden realizar en cualquier tipo
de muestra bioldgica. En consecuencia, es necesario separar la droga de la matriz en la que se
encuentra, con el objetivo de obtener la cantidad y pureza suficiente que permitan su
caracterizacién y cuantificacion verdadera. Sin embargo, en este proceso de separacidon se
presentan pérdidas del analito, lo que ha hecho que surjan métodos analiticos de separacion
cada vez mas confiables, es decir que se logre obtener un mejor porcentaje de recuperacién
del mismo, adaptados a la disponibilidad de la muestra y a la biodisponibilidad de la droga en

ésta.®

Las muestras bioldgicas empleadas tradicionalmente en la determinacién de la cocaina
y sus metabolitos han sido las muestras de sangre (suero o plasma) y orina, pero estas
muestras presentan muchas limitantes; sin embargo el avance en la instrumentacion analitica
asi como en las técnicas analiticas, ha dado lugar a que se utilicen otros tipos de muestras
adicionales o alternativas que permitan complementar las limitantes de las muestras
tradicionales. La gran ventaja de estas muestras alternativas, a excepcidén de la saliva, es que
la droga o sus metabolitos permanecen en estas por periodos de tiempo prolongados sin
alteracién, lo que permite determinar la droga sin la limitante del tiempo de andlisis, ademas

que se puede establecer la cronologia de consumo de forma mediata.®™
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Entre estas muestras alternativas se encuentran las ufas y el pelo, este ultimo es
quizas el mejor espécimen para detectar desequilibrios de minerales y toxicidades. A diferencia
de las ufas, la sangre y la orina, el pelo actia como un depdsito de almacenamiento para
cualquier analito. El foliculo del pelo en crecimiento estd ricamente alimentado por los vasos
sanguineos, y la sangre que bafia el foliculo es el medio de transporte tanto para los elementos
esenciales como para los potencialmente toxicos. Estos elementos son entonces incorporados a
la proteina del cabello en crecimiento durante la queratinizacién. En consecuencia, las
concentraciones de los analitos en el pelo reflejan también las concentraciones en otros tejidos
corporales. ®

El analisis de pelo para determinar la presencia de drogas fue utilizado por primera vez
en 1954 por dermatodlogos en un caso de dermatitis toxica por barbitiricos. Sin embargo, el
uso del pelo en la toxicologia forense fue introducido en la época de 1970 por Baumgartner y
colaboradores, como una muestra alternativa de las tradicionales en el andlisis de drogas de
abuso. A partir de entonces el pelo ha recibido considerable atencién ya que puede ser
utilizado para la deteccidon de consumidores habituales (es decir, cronicos) de drogas de abuso.
(7-9)

Ademas es una muestra que presenta muchas ventajas, entre las que destacan: no se
afecta por la descomposicion como los fluidos bioldgicos u otros tejidos blandos permitiendo
ser almacenada casi indefinidamente sin refrigeracion; no es invasiva, por lo tanto su
obtencion se puede realizar bajo estrecha vigilancia y sin invadir la privacidad del individuo,
ademas se podria obtener si fuera necesario una segunda muestra de la misma persona para
efectos de identificacion y comparacidon o contraanalisis; el elemento incorporado en ella
permanece estable y de forma indefinida incluso bajo condiciones adversas, lo que conlleva a
la inexistencia de riesgo de falsificacidon por abstinencia temporal o adulteracion y finalmente,
el andlisis proporciona informaciéon sobre el tiempo de consumo del analito y su intensidad. 7
8,10)

La ventaja de este tipo de andlisis sobre el realizado en otras muestras bioldgicas se
basa en el hecho de que el tallo del pelo es un tejido sin metabolismo, por lo que estas
sustancias permanecen almacenadas en el mismo practicamente sin variacidon durante un largo

periodo de tiempo. Tradicionalmente son practicadas la toma de examenes de sangre, de
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orina, radiografias, etc., pero pocas personas saben que el cabello es también una muestra de
nuestro cuerpo que puede ser util en el diagnédstico y el seguimiento del tratamiento de las
enfermedades. El pelo puede ser recolectado sin traumatismo, puede ser almacenado sin que
se deteriore y su contenido se puede analizar facilmente. Por eso, el pelo es cada vez mas
usado como muestra de analisis mineral para diagnosticar enfermedades.®

Las trazas de metales téxicos y hasta de drogas ilegales desaparecen de la orina, pero
la evidencia permanece atrapada en el pelo. El pelo tiene la ventaja de contar con memoria a
largo plazo. Es un expediente permanente, como los anillos de los arboles. El pelo absorbe los
minerales téxicos o el residuo de la droga a través de sus raices del torrente sanguineo. La
sustancia permanece conforme crece el pelo a una velocidad de 1,25 cm por mes. Una longitud
de pelo de 7,5 cm de la porcidon mas cerca al cuero cabelludo ofrece una historia de 6 meses.
En contraste, el mineral téxico o la droga puede no mostrar ninguna pista en la orina
solamente pocas horas o pocos dias después. 8

Debido a que las drogas y sus metabolitos quedan atrapados en el pelo, éste es una
muy buena muestra para determinar si el consumo ha sido crénico o corresponde a un
consumo reciente.

En el caso de asaltos sexuales donde la victima ha sido drogada, un analisis de pelo es
suplementario a los analisis realizados en orina o sangre. Es decir, se toman 3 cm. de pelo de
la victima y se analiza cada centimetro por separado. Si la parte que estd mas préxima a la
cabeza es positiva y el resto es negativo para cualquier droga de abuso, significa que el
consumo ha sido reciente comprobandose la version de la victima. ' ®

Cabe destacar, que existen muchos casos donde los sospechosos creen poder burlar a
la policia, rapandose todo el pelo de la cabeza, pero aqui radica la verdadera ventaja del
analisis de pelo ya que cualquier fibra de cabello puede ser usada, es decir pueden usarse las
cejas y pestanas, vello pubico o axilar e incluso el pelo de los brazos y piernas.

Mediante el analisis de pelo se puede establecer una correlacion directa entre
concentracién de droga detectada en la muestra y la dosis consumida, igualmente se puede
utilizar como medio de diagndstico para establecer la severidad de la drogadiccidén, es decir,

distinguir entre consumo bajo, moderado o alto de drogas. ¥
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Esta capacidad para diferenciar los tres tipos de consumo es similar a la de los analisis
de sangre para distinguir entre dosis terapéutica, sobredosis, o dosis por debajo de la
terapéutica.

Todas estas ventajas han demostrado su aplicabilidad en diferentes campos como:
toxicologia (forense y ambiental), patologia clinica, medicina legal, nutriciéon, entre otras;
ejemplo de ello es el aplicado por los patélogos forenses para determinar la causa de muerte
en restos cadavéricos, momificados o descompuestos. Tales como el de Napoledn que reveld la
presencia de arsénico, el de Beethoven la presencia de plomo y el de momias precolombinas
de mas de 4000 afios de antigliedad la presencia de cocaina. Otro ejemplo es que los
toxicologos pueden determinar en muestras de pelo de recién nacidos el consumo de drogas
de abuso por la madre durante el embarazo. Ademas, en los Tribunales de justicia, puede
constituir una prueba importante e incluso decisiva, ya que puede aplicarse para la
determinacion del consumo de drogas meses después de iniciarlo, proporcionando una
perspectiva histérica del consumo. /711

Actualmente se han desarrollado métodos y técnicas analiticas para la determinacion de
cocaina y sus metabolitos en muestras de pelo, las cuales han resultado ser muy confiables,
cumpliendo con la funcidn de ser determinaciones analiticas complementarias, aunque no de
rutina debido a que las técnicas empleadas al momento de la lectura son muy costosas. Sin
embargo, en los Ultimos 5 afios se han modificado las metodologias analiticas, principalmente
en los procesos de pretratamiento del pelo con el objetivo de obtener el 100% de la droga
contenida en éste. Dichos procesos de pretratamiento consisten en una serie de operaciones
que tienen como objeto acondicionar la muestra para introducirla en el instrumento y medir la
respectiva sefial analitica. Los procesos de pretratamiento disefiados hasta el momento se han
basado principalmente en dos formas de separacion de la droga del pelo: la extraccidén de la
droga empleando sustancias que destruyan la materia organica y dejen libre al analito tales
como los métodos de digestidn acida, basica, enzimatica; o la maceracién de la muestra en un
solvente organico sin destruir la materia organica tales como lo son los alcoholes. Sin embargo
previo a escoger un proceso de pretratamiento se debe tomar en consideracidn la composicion
quimica de la droga a analizar, con el objetivo de utilizar el mas conveniente para no destruir

la misma. 412
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En la determinacion de cocaina y sus metabolitos los procesos de pretratamiento mas
utilizados hasta el momento son: Método de digestién o mineralizacién y Método de extraccion
o maceracién: 1%

Estos se pueden llevar a cabo cumpliendo ciertas condiciones analiticas como pH,
temperatura y tiempo de digestion.

Luego que se ha extraido o recuperado la droga y/o sus metabolitos, se procede a
cuantificarla. Las técnicas de lectura mas empleadas hasta el momento son:
Espectrofotometria de absorcion ultravioleta-visible (EAUV-VIS), Radioinmunoensayo (RIA),
Cromatografia de gases- acoplada a masas (GC- MS), EMIT (Técnica enzimatica de
inmunoensayo multiple), Cromatografia liquida acoplada con un UV-VIS, Inmunoandlisis de
polarizacién fluorescente (FPIA), entre otras. 7 14 1516, 17) Resultando la mas recomendada la
CG ahora la UPLC (Ultra Performance Liquid Chromatography). (1820)

En base a lo expuesto anteriormente, se espera determinar cocaina 6 sus metabolitos
en las muestras de pelo, aplicando diferentes procedimientos de pretratamiento y ver su
viabilidad al utilizar una técnica analitica de rutina como es la EUV-VIS vy test rapidos
disenados exclusivamente para determinacion en orina, tras la simulaciéon de la misma con la
matriz de pelo. Estas técnicas resultarian suficientes para el screening de la cocaina y sus
metabolitos en muestras de pelo en laboratorios con pocos medios instrumentales. No

obstante, todo resultado positivo puede realizarsele una confirmacion analitica, por UPLC o en

su defecto por GC/MS y asegurar asi la exactitud de los obtenidos por estas técnicas.

Materiales y Métodos

Poblacion y Muestra

Se seleccionaron un total de 38 personas adultos con edades comprendidas entre 20-56
afos de edad de ambos géneros (20 masculinos y 18 femeninos) consumidores de cocaina
bajo tratamiento de rehabilitacidon en la Fundacién José Félix Ribas seccional Mérida con datas

de ultimo consumo entre 10-15 dias y 10 no consumidores o controles. Se realizaron al azar
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pruebas de deteccion en orina con test rapidos obteniendo resultados negativos. Explicable por
la vida media de la droga.

A todos los pacientes se les aplicé una Ficha Clinica Toxicologica: Parte A contenia la
historia clinica toxicoldgica, y Parte B contenia una carta de consentimiento voluntaria para la
obtencion y estudio de la muestra.

El procedimiento para su recoleccion consistié en cortar con tijeras de acero inoxidable
en la regién occipital, bien al ras del cuero cabelludo y en su defecto vello del pecho o pubico,
1 6 2 gramos de muestra. Se coloco sobre papel indicando claramente la zona cercana al cuero
cabelludo y la distal. Posteriormente se etiquetd, rotuld y se guardd en bolsas de polietileno

con cierre hermético hasta su posterior analisis.
Reactivos

Todos los reactivos quimicos empleados fueron de grado analitico (Tabla 1). Para la
preparacion de soluciones y lavado del material de laboratorio se empleo agua desionizada de
alta pureza Milli-Q (18 MQ cm™ de resistividad), obtenida en un sistema Millipore Milli-Q Plus.
Todo el material utilizado (vidrio, polietileno, entre otros) fue lavado y luego fue sumergido en
una solucién de HNOs al 20 % v/v durante por lo menos 12 horas y se mantuvo en la solucién
acida hasta que se utilizé. Al momento de utilizar el material, este se enjuagé con agua
desionizada y se curd con la solucion a utilizar. (Ver Tabla 1)

Las soluciones utilizadas fueron preparadas como se detalla en la Tabla 2.

Equipos

Espectrofotémetro Ultravioleta-Visible (UV). Marca SHIMADZU modelo UV-160. Rango
de lectura del ultravioleta: 225-350nm. Cubetas de cuarzo de capacidad: 2mL y 3mL., bafio de
maria Heating Circulating Water Bath modelo WB6-22, rango de temperatura Ambiont+5~ 100
°C, estufa MEMMERT. Temperatura maxima 220 °C (Germany), balanza digital marca DENVER,

modelo APX-200 peso maximo 200g, d= 0.1mg., y horno microondas convencional marca
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SAMSUNG, modelo N°® MW1280STC modificado para uso analitico. Test rapidos de dos casas

comerciales para determinacion de cocaina en orina.
Disefio de la Investigacion

El tipo de estudio es exploratorio de contraste, con previo disefio experimental. (Figura 1).
Pretratamiento de las Muestras

Las muestras de pelo fueron cortadas en aproximadamente 0,5 cm de largo, y se
colocaron entre 30mg y 135mg en vasos precipitados de 5mL y 10mL. Para ello se utilizd un
vidrio de reloj y tijeras de acero lavadas con HNO; al 20% entre muestra y muestra, para
evitar su contaminacién. Luego se sometieron a un proceso de lavado o descontaminacion con
el objetivo de remover la droga adherida al pelo; para ello se les afiadié 2mL de n-hexano y se
dejaron sumergidas en esta solucion a temperatura ambiente (TA) hasta la evaporacion

completa del solvente.
Mineralizacion acida a TA con HNO3 al 65%0

Se le adicionaron a cada muestra 2mL de HNO; al 65% mas 4 gotas de H,0,, se
cubrieron con papel parafilm y se dejaron digestando toda la noche a temperatura ambiente.

Luego se llevaron a un aforo de 10mL con H,0 destilada para posterior lectura.
Mineralizacién acida con HNO3; en Microondas

Se le adicionaron a cada muestra 0,5mL de HNO; al 65% mas 4 gotas de H,O, Se
cubrieron con teflén perforado y se colocaron en un envase previamente preparado para
contener 4 muestras sometiéndolas luego a 15 segundos de calentamiento en el horno
microondas en potencia baja[700Watts]. Luego se dejaron enfriar, se llevaron a un aforo de

10mL con H,0 destilada para su posterior lectura.
Extraccion con solvente organico: Metanol (CHz;OH)

Se le adicionaron a cada muestra 2mL, 6mL y 12 mL de CH5OH. Se cubrieron con papel

parafilm y se dejaron macerando toda la noche a temperatura ambiente (TA). Luego se
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procedié a efectuar una lectura directa y una indirecta. Para esta Ultima se evaporaron hasta

sequedad los extractos alcohdlicos y se retomaron con H,SO,4 [0,1N] para luego ser leidas.
Tratamiento de las muestras

Luego de realizar el pretratamiento de la muestras se llevo a cabo el siguiente

tratamiento: @®

La muestra se diluyd hasta 10mL con H,0. Se tomaron 5mL y se llevaron a
pH 10-12 con NH4,OH (Aproximadamente 20-30 gotas). Posteriormente se extrajo con embudo
de separacion por 10 minutos con el doble del solvente, es decir, con 10mL de CHsCL. Se
separd la fase organica de la acuosa, utilizando un papel de filtro n°4 y se agregaron 2g de
Na,S0, (con el objetivo de que absorba la humedad del solvente organico). Por ultimo se llevd

la fase organica hasta evaporacién en bafio de maria y se procedié a recuperar con H,SO,

[0,1N] o con patrén de concentracidn conocida para luego realizar la lectura.
Metodologia Analitica

Para determinar las caracteristicas analiticas de las muestras se utilizé la curva de la

libreria interna del equipo; con intervalo lineal desde 0 ppm hasta 40 ppm (Figura 2).
Las soluciones empleadas para las lecturas fueron las siguientes:
Soluciones para lectura de digestiones acidas (Tabla 3)
Soluciones para lectura de extracciones con solventes organicos (Tabla 4 y 5)

La cocaina y sus metabolitos reportan espectros en el rango de ultravioleta, con una
longitud de onda maxima de 233nm para cocaina y una subsidiaria en 275nm para su
metabolito principal: benzoilecgonina y una maxima absorbancia en 0,430 UA. *®)Como se
observa en la Figura 3. Espectro obtenido con el patron de referencia disponible en nuestra
unidad de investigacion.

A las soluciones anteriores se les realizdé un barrido entre 225 y 350nm. Las soluciones

de blanco, patrén, control positivo y negativo, y muestras se trabajaron por triplicado.
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Test rapido de deteccion de drogas de abuso individuales y multiples.
Este test se llevo a cabo en controles positivos, controles negativos, con digestion
acida, con acido nitrico 65% antes y después del tratamiento, y extraccion con metanol.

Simulando la matriz de orina. Se ajusto el pH, viscosidad y densidad.

Resultados y Discusion

Los resultados de las muestras mineralizadas a TA se aprecian en la Tabla 6. En la
misma se muestran picos de longitudes de maximas y espectros de absorcion para la
benzoilecgonina (Figura 4), aun cuando la muestra fue diluida varias veces correspondientes a
una concentracion desde 426,6ppm hasta 10,5ppm (Figura 5). La ausencia del pico de cocaina
puede ser por hidrélisis de la misma debido al tiempo que permanecié en un medio acido, el
cual fue de 12horas. Por lo tanto se realizé una prueba alcalinizando el medio y se observd que
al afadir NH4,OH hasta obtener un pH de 11 se mantiene el pico subsidiario, pero se
incrementa la absorbancia y concentracién de la benzoilecgonina (Figura 6).

Los resultados obtenidos de la lectura de las muestras digestadas se presentan en la
tabla 7. En los mismos no se observan ninguna longitud de onda ni espectros correspondientes
a la cocaina 6 benzoilecgonina (Xe1) (Figura 7), como si se aprecia en la digestién a
temperatura ambiente. Se pensd que era porque la solucién digestada estaba un poco turbia,
asi que se eliming filtrando previamente el digestado, pero tampoco se observaron resultados
compatibles con los esperados (X;.;—F) (Figura 8).

En vista de esto se decidid afiadirle cocaina a la muestra Cy y digestarla, con el
proposito de obtener los resultados esperados, ya que se conocia de la presencia de cocaina en
la misma y ademas modificar el blanco de lectura de H,SO4 por HNO3, para descartar mezclas
heterogéneas y por eso la distorsion en la lectura (Tabla 8), pero de igual forma no se observo
nada relacionado a los espectros de la droga y su metabolito. Asi que se decidié leer la
solucién blanco de HNOs y se encontrd que lo que se estaba leyendo en las muestras era esta
solucion (Figura 9) lo que nos llevo a concluir que la cocaina aun con un tiempo tan corto de
digestién se hidroliza debido a la temperatura alcanzada durante la digestidon, que es

aproximadamente de 48°C. Ademds esto se corrobord porque al utilizar las tarjetas
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instantaneas de deteccion de cocaina dio un resultado positivo (Figura 10) lo que indica que la
concentracién de cocaina presente en la muestra es igual o mayor a 300ng/mL.

En vista de que ya se tenia una matriz similar a la de orina y se sabia que la cocaina
estaba presente en la muestra pero hidrolizada, se procedié a realizar su extraccion aplicando
el procedimiento para tratar las muestras de orina, obteniéndose los resultados de la Figura
11, en los cuales se observa una longitud de onda y absorbancia maxima de 232,4nm vy
0,917%abs correspondientes a la cocaina afiadida, y un pico subsidiario de 273nm vy
0,198%abs. Esta solucidn presenta una concentracién de cocaina de 21,330ppm; y se utilizd
como patrén para los analisis subsiguientes.

El procedimiento de extraccién también se le aplicé a las muestras controles, y la
lectura se llevo a cabo de dos formas, la primera retomando con H,S04[0,1N] en donde no se
observa ningun pico, y la segunda aplicando la prueba de adicion estandar, empleando como
referencia el patrén preparado anteriormente en el cual se observa en su segunda lectura,
realizada luego de unos 30 minutos, una disminucién de la absorbancia, aunque mantenga la
misma longitud de onda maxima (Tabla 9 y Figura 12), lo que refleja un inicio de hidrodlisis de
la cocaina; los resultados controles positivos se muestran en la Tabla 10 y Figura 13, en donde
observamos concentraciones alrededor de los 3ppm, correspondientes a 0,22ppm en 100g de
pelo, lo que corrobora la aplicacion del método usando pruebas de adicién para determinar
concentraciones muy bajas en las muestras de pelo.

Previo a la lectura del control negativo se realizé una tercera lectura del patrén (Cgyg+Control
positivo) presentandose los resultados en la Tabla 11 y Figura 14. Al analizar los resultados
del control negativo observamos que aunque hubo un incremento en la absorbancia y en la
concentracidén, y se mantuvo la longitud de onda, al revisar el espectro no se observd el
caracteristico de la cocaina y su metabolito (Tabla 12 y Figura 15) y aunque se diluy6é tampoco
se observé (Tabla 13 y Figura 16 ). Lo que nos confirma que es un control negativo. Ademas el

incremento exagerado se puede deber a contaminacidn de las cubetas.
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Extraccion con metanol y metanol alcalino

Los resultados obtenidos con un volumen del solvente y cantidad de muestra estandar se
expresan en la tabla 14 y Figuras 17—20. En ellos se observa que realizando la lectura directa
del macerado asi como la lectura luego de ser evaporada y retomada la muestra, no se
aprecian espectros ni longitudes de onda, ni absorbancia correspondientes a la cocaina o la
benzoilecgonina, alin cuando la muestra estuviese desde muy concentrada hasta muy diluida,
ademas no se llego a ver un espectro que concordara con la droga en analisis, ni siquiera al
cambiar de muestra para descartar ausencia en una de ellas. Estos resultados también se
apreciaron utilizando metanol alcalino, lo que nos permite deducir que aun estableciendo un
medio adecuado para la extraccion de la cocaina, esto no ocurre con estos solventes al

momento de realizar la lectura por la técnica de espectrofotometria UV-visible.

Los resultados anteriores fueron constantes alin macerando una cantidad de muestra y un
volumen de solvente mayor, para ambos métodos de extraccidn, y se pueden apreciar en la
Tabla 15 para el metanol, y en la Tabla 16 para el metanol alcalino. La Unica forma de
modificar los resultados anteriores es afiadiendo, luego de retomar, soluciones patrones de

cocaina preparados a partir del solvente utilizado en la maceracion.
Extracciéon con etanol y etanol alcalino

Los resultados obtenidos para esta extraccion, son similares al de la extraccion con los
solventes anteriores, es decir se observan resultados no concordantes con los esperados para
la determinacidén del analito.

El porcentaje de recuperacién y perdida se determind preparando un patrén vy
realizandole el mismo procedimiento aplicado a las muestras, lo que arrojo una recuperacion
de 14,90625 mg con un porcentaje de recuperacién del 99.38% y una perdida de un 0.72%, lo

cual refleja confiabilidad en el método empleado.
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Conclusiones

La técnica de Espectrofotometria de Absorcién Ultravioleta-Visible, permite determinar
la concentracion de la droga en el pelo, una vez transcurrida la vida media de las mismas.

Se evidencié que se puede obtener la liberacién de la droga 6 sus metabolitos mediante
el método de pretratamiento de digestién 6 mineralizacion acida de la muestra de pelo.

Se pudo comprobar la hipétesis que la técnica de Espectrofotometria de Absorcidn
Ultravioleta-Visible es aplicable en las muestras de pelo luego de realizar el pretratamiento
debido a que se obtiene una matriz similar a la de orina.

Se encontraron variaciones en la estabilidad de la cocaina y sus metabolitos, debido a
que la droga se hidroliza después de la digestién, tanto a temperatura ambiente como en
microondas. Por esta razdén es necesario aplicar métodos de tratamiento similares a los
utilizados en las muestras de orina. Ademas el alcalinizar el medio permite un incremento en la
absorbancia.

El método de tratamiento por pruebas de adicidon estdndar permitié determinar
concentraciones alrededor de los 3ppm en las muestras retomadas, correspondientes a
0,22ppm en 100g de pelo, lo que corrobora la aplicacién del método para determinar

concentraciones muy bajas en las muestras de pelo.

Se determind que al crear una matriz similar a la de las muestras de orina, se puede
utilizar la técnica de inmunoensayo: test rapido o tarjetas instantdneas de deteccion de
drogas de abuso individuales y multiples, solo si las concentraciones de cocaina en las
muestras son iguales 6 superiores a 300 ng/mL, tal como lo reportan las mismas en sus
instrucciones. Ambos test rapidos independientemente de la casa comercial demostraron tener
la sensibilidad reportada.

Se obtuvo un porcentaje de recuperacion de 99,38% lo cual refleja confiabilidad desde
el pretratamiento hasta la lectura, sin embargo se deben realizar estudios posteriores para

optimizarlo.
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Tabla 1. Reactivos utilizados en la investigacion

Reactivo Caracteristicas Casa Comercial
Formula Pureza PM
(%) (g/mol)
Agua desionizada H,O - - -
N-hexano CeHi4 95 86,18 Riedel-deHaén
Acido nitrico HNO; 65 63,01 Riedel-deHaén
Peroéxido de hidrogeno H,0; 35 34,01 Riedel-deHaén
Acido sulfurico H,S0,4 95-97 98,08 Fluka, Riedel-deHaén
Acido clorhidrico HCL 37
Metanol CHsOH - 32,04 Cientifica andina
Amoniaco NHs - 17,03 BDH.
Etanol C,HsOH 96-98 - Cientifica andina.
Clorhidrato de cocaina C17H3:NO4HCL 98 - Merck
comercial
Tiras de pH Rango de 1—-14 Macherey-Nagel. Germany
Cloroformo CH5CL - - Der diagnésticos, Laboratorio de
bioquimica.
Sulfato de sodio anhidro Na,SO4 - - Cientifica andina.

Tabla 2. Soluciones utilizadas

Preparacion

Soluciéon
HNO3z al 20% Diluir 153,8mL de HNOs al 65% en 1L de H,0.
HCL[O,1N] Diluir 0,8mL de HCL al 37% en 100mL de H,O0.

H,S0,[0,1N]
HNO; al 3,25%

Diluir 1,40mL de H,S0O4 al 96% en 500mL de H,0.
0,5mL de HNOs al 65% en 10mL de H,0.

Patrén de cocaina(Pa) Pesar 10,12mg de clorhidrato de cocaina y diluir en 100mL de CH;OH. Medir

1mL de la dilucion y diluirlo en 10mL de H,S0,[0,1N]

Patréon de cocaina(Py) Pesar 19,65mg de clorhidrato de cocaina y diluir en 100mL de CH;OH. Medir

1mL de la dilucién y diluirlo en 10mL de CH;OH

Patrén de cocaina(Pg) Pesar 10mg de clorhidrato de cocaina y diluir en 100mL de C,HsOH. Medir 1mL

de la dilucién y diluirlo en 10mL de C;HsOH

Tabla 3. Soluciones utilizadas durante la lectura de digestiones acidas
Solucién Solucién de la cubeta
H,SO4 [0,1N]
Blanco HNO; al 3,25% 3mL
Patron Pa 3mL
Control Pool de muestras de PNC(-) 1mL muestra diluida+ 2mL H,SO,[0,1N]
Pool de muestras de PC(+) 1mL muestra diluida+ 2mL H,S0,4[0,1N]
Muestra 1mL muestra diluida+ 2mL H,SO,4[0,1N]
Tabla 4. Soluciones de lectura directa
Solucién Procedimiento
- CH3OH
Blanco = CH;0H apH:11 3mL
L C2H50H
) Pm
Patron Pe [10ppm] 3mL
. Sin diluir: 3mL
Control Pool de muestras de PNC(-) . Diluida:
1mL de muestra control+ 2mL de solvente.
Tabla 5. Soluciones de lectura indirecta
Solucion Procedimiento
Blanco H,SO4 [0,1N] 3mL
Patron Pa 3mL
Evaporada y recuperada con:
Control Pool de muestras de PNC(-) . 3mL de H,S0,4[0,1N]
= 3mL de Pa
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Tabla 6. Mineralizacién a TA con HNO3 al 65%0

Muestra Blanco Procedimiento Lectura [BZE]
Co1 H,S04[0,1N] Co1(3mL) 298,8nm 0,765%abs [ Co1 ]
Co1d1 H,S04[0,1N] Co1(1mL)+ H,SO4[0,1N] (2mL) 275,8nm-0,096%abs 426,60ppm
Co1d2 HzSO4 [0,1N] Co1d1 (1mL)+ HzSO4 [O,lN] (sz) 275,0nm-0,170%abs 66,17ppm
Co1d3 H,SO, [0,1N] Co1d2 (1mL)+ H,S04 [O,lN] (sz) 275,6nm-0,088%abs 34,25ppm
Co1da H,S0,4[0,1N] Co1a3 (1mL)+ H,SO04[0,1N] (2mL) 275,6nm-0,088%abs 34,25ppm
Coi1ds H,SO,[0,1N] Co1d4 (1mL)+ H,SO4[0,1N] (2mL) 275,6nm-0,027%abs 10,5ppm
Conas H,SO. [0,1N] Cor(ImL)+ HoSO4 [0,IN] (2mLy+ 50 5000 57706abs 107,82ppm

gotas de NH,OH— Cp146 pH=11

Leyendas:

d=diluida 1 vez/ / dn=diluida 1 vez de d,.;// Lectura: longitud de onda maxima- absorbancia maxima// nm:
nanometros// %oabs: porcentaje de absorbancia// BZE: benzoilecgonina// ppm: partes por millon=pg/mL=mg/L

Tabla 7. Lectura de digestion en microondas.

Muestra Blanco Procedimiento Lectura
Xe.1 H,S04[0,1N] X6.1(100pL) en 10mL H,S0,4[0,1N] 244nm—-0,537%abs
Xe.1—F H,S04[0,1N] Xe6.1(3mL) 245,2nm-0,432%abs
X7.1—F HzSO4 [0,1N] X 71(3m|-) 248,0nm—0,401%abs

Tabla 8. Lectura de muestras digestadas variando el blanco de lectura

Muestra Blanco Procedimiento Lectura
Cos HNOs al 3,25% Cos(3mL) NPA
Cog HNOs al 3,25% Coo (3mL) NPA

B hno3 Hzod HNO3 al 3,250/0 (3mL) NPA

Tabla 9. Concentracion de muestra C09. Segunda lectura

N° de lecturas

Absorbancia

Concentracion

1 0,897% 20,872ppm
2 0,897% 20,858ppm
3 0,897% 20,860ppm
X 0,897% 20,865ppm

Tabla 10. Concentracion de control positivo

N° de lecturas

Absorbancia

Concentracion

1 1,024% 23,808ppm
2 1,023%
3 1,024%
X 1,024%

Tabla 11. Concentracion de muestra CO9+Control positivo

N° de lecturas

Absorbancia

Concentracion

1 0,970% 22,564ppm
2 0,970% 22,567ppm
3 0,970% 22,572ppm
X 0,970% 22,568ppm

Tabla 12. Concentracion de muestra control negativo

N° de lecturas

Absorbancia

Concentracion

1 1,268% 29,495ppm
2 1,267% 29,472ppm
3 1,267% 29,461ppm
X 1,267% 29,476ppm
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Tabla 13. Concentracion de muestra control negativo diluido

N° de lecturas Absorbancia Concentracion
1 0,362% 8,4185ppm
2 0,354% 8,2339ppm
3 0,354% 8,2368ppm
X 0,356% 8,2964ppm

Tabla 14. Extraccién con Metanol

Numero Blanco Procedimiento Lectura
1.2 CH5OH(3mL) Xi1.2 (3mL) NPA
1.24 CH5OH(3mL) Xi2(1mL)+ CH3OH (2mL) NPA
1.341 CH5OH(3mL) Xi3(1mL)+ CH3OH (2mL) NPA
Coza1 CH5OH(3mL) XCo3(1mL)+ CH30H (2mL) 256nm -1,662%
CosR H,S04[0,1N] XCoza+ H2S04[0,1N] —F 253nm -1,813%
1.2R H,S04[0,1N] X122+ H2S04[0,1N] (2mL)—F NPA
1.3 R H,S0,[0,1N] X132+ H2S04[0,1N] (2mL)—F NPA

Leyendas: R=20 min en bafio de maria y se retomd con 2ml con H,SO,4 [0,1N] (filtrado en caso necesario)// d=diluida
1 vez -1 ml X + 2ml CHs0OH// d1=diluida 1 vez de d// NPA= no se observd picos de longitud de onda maxima.

Tablal5. Lecturas variando cantidad de muestra y volumen de CH3OH

N© Blanco Procedimiento Lectura
Xa CH-OH (3mL)Xa 1 Xa ]
Xad1 CH;0H XA(lmL) + CH30H(2mL) 255,68nm - 1,3790/0
XaSm CH5O0H Xad1(0,5mL) + P (1mL) 255,68nm - 0,826%
XASm di CH3OH XASm(l,SmL) + CH30H(1mL) T[ XASm dl]
_ 0,
XaSim 2 CH5OH XaSmar(1ML) + CHsOH(2mL) 240nm - 31‘7‘2202
XaR H.S04[0,1N] Xan+(3mL) A,SO, 255,0nm - 0,214%
XaR a1 H.S04[0,1N]  XaR (0,5mL) + H.S04[0,1N] (0,5mL) 254,2nm - 0,087%
XaR Sp H,S0,[0,1N] XaR (0,5mL) + P, (0,5mL) 230,6nm - 0,251%

Leyendas:
Xa=273 mg de cabello en 10 mL de metanol// R=evaporada en bafio de maria y retomada con H,SO,[0,1N] (5mL)//
Sm=salpicada con P, // Sa= salpicada con P, (cocaina+ CHsOH)//
Pm= patron de cocaina en CH;OH [19,65ppm] //Pa= patrén de cocaina en H,SO4[0,1N] [10,12ppm]

Tabla 16. Lectura variando cantidad de muestra y volumen de CH30H a pH11

Ne Blanco Procedimiento Lectura
Xg CH5O0OH (3mL)Xg 296,0nm - 1,712%
Xgd1 CH3OH Xp+ CH3OH 296,0nm - 0,8990/0
XsR H>S04[0,1N] Xea+(3mL )H,S04[0,1N] 254,4nm - 0,191%
XgR 41 HzSO4 [O,lN] XegR + Py 231,2nm - 0,2690/0
Leyendas:

Xg=231,7 mg de cabello en 12 ml de metanol alcalino// R=evaporada bafio de maria y retomada con H,SO,4[0,1N]
(5ml)// Sm= salpicada con P,,// Pm= patrén de cocaina en CH3OH [19,65ppm]
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