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1. RESUMEN/SUMMARY

En este trabajo se realizan estudios para la puesta a punto de métodos alternativos mediante
cromatografia de liquidos (HPLC) con detector UV/Vis y de fluorescencia (FLD), para la
determinacion de cocaina en presencia de posibles “adulterantes”: acido acetilsalicilico, acido
salicilico, paracetamol, cafeina, procaina, éxtasis y lidocaina, normalmente encontrados en
muestras incautadas en el “mercado de menudeo”. Se comparan los procedimientos
propuestos con el método de cromatografia de gases (GC), habitualmente utilizado en los
laboratorios del Area de Sanidad de la Delegacién del Gobierno de Castillay Ledn y, a efectos
de una caracterizacidon rapida de las muestras requisadas, se ha realizado un estudio por

Espectroscopia Raman.

Por ultimo, dado el poco control y baja calidad de los reactivos utilizados en la obtencién
artesanal de las drogas ilicitas, asi como las posteriores manipulaciones, “cortes”, para la
pequefia venta, se ha considerado interesante hacer un estudio sobre elementos, cationes y
aniones, que pueden encontrarse en una muestra requisada, mediante Espectroscopia de

Absorcion Atomica (AAS) y Cromatografia de Intercambio Iénico (IEC).

This project deals with alternatives to Gas Chromatography (GC), usually used in the
laboratories of the Department of Health of the Government Office of Castilla y Ledn, for the
determination of cocaine in the presence of possible adulterants, such as: acetylsalicylic acid,
salicylic acid, paracetamol, caffeine, procaine, ecstasy and lidocaine. The methods studied
were: High Performance Liquid Chromatography (HPLC) with UV/Vis and fluorescence

detectors and Raman Spectroscopy for rapid characterization of confiscated samples.

Finally, due the low quality and little control of the reagents used for the production of illicit
drugs, as well as subsequent manipulations for sale, a study of elements, anions and cations,
which can be found in a seized sample, was carried out by Atomic Absorption Spectroscopy

(AAS) and lon-Exchange Chromatography (IEC).



2. INTRODUCCION

2.1 Cocaina

2.1.1 Antecedentes historicos y situacion actual

Las hojas de coca se han venido utilizando con fines medicinales y para la elaboracion de
infusiones. La coca crece adecuadamente en las tierras calidas y himedas de los Andes, por
ello, el habito de usar las hojas de coca en el drea andina se remonta al periodo preincaico y
continla siendo comun entre los actuales grupos indigenas de las serranias y altas mesetas de
Bolivia, Peru y Argentina. La cocaina es el alcaloide mdas importante de esta planta, se libera al
masticar la hoja y posee propiedades estimulantes, anestésicas, disminuyendo el cansancio y

calmando apetito y sed.

A mediados del siglo XIX se extrajo por primera vez la cocaina pura de la hoja de la planta. La
forma mas frecuente de obtencidon de cocaina “ilicita” se detalla posteriormente en el

apartado 2.1.4.

A principios del siglo XX, la cocaina se convirtio en el ingrediente principal de medicamentos
que se desarrollaron para tratar determinados tipos de enfermedades, precisamente por su
potencial para disminuir o eliminar el dolor y por su caracter euforizante. Sin embargo, debido
a su alto potencial para generar dependencia y, en consecuencia, el uso abusivo de la misma,
la hoja de coca y sobre todo la cocaina fueron sometidas a fiscalizacién internacional
introduciéndose en la Lista | de la Convencién Unica de 1961 sobre Estupefacientes [1], sin
embargo, la cocaina sigue teniendo usos médicos, principalmente como anestésico local,

siendo utilizada por ejemplo en cirugia menor de tipo ocular, oido, garganta etc...

En el trafico internacional, la pureza de la cocaina, como clorhidrato de cocaina, llega a ser del
80% al 90%, sin embargo, cuando se trata de trafico local y menudeo, la pureza de la cocaina
desciende hasta aproximadamente un 30%, debido a que el material inicialmente importado
en grandes alijos, se corta con diferentes “adulterantes”. Los adulterantes utilizados suelen
ser sustancias no sometidas a fiscalizacién como lidocaina, cafeina, procaina, etc. y otros
muchos productos de facil adquisicion que no alteren el aspecto fisico o lo cambien solo

ligeramente como aspirinas, paracetamol etc...



De su alto potencial para el abuso y la dependencia, se deriva un amplisimo comercio ilegal
de dicha sustancia a nivel internacional con la consiguiente intervencién de las fuerzas de
seguridad de los estados en la localizacion y aprehension de alijos, lo que hace necesario un
control de las sustancias incautadas. Las unidades responsables de este control en nuestro
pais son las Areas Funcionales de Sanidad en las Subdelegaciones y Delegaciones del
Gobierno, dependientes orgadnicamente del Ministerio de Administraciones Publicas y
Hacienda. En concreto, en la Comunidad Autdnoma de Castilla y Ledn, es el Area de Sanidad
y Politica Social de la Subdelegacién del Gobierno en Valladolid el encargado de la inspeccién

farmacéutica y el control de drogas.

Esta unidad debe proporcionar a las distintas autoridades e instituciones: policia, servicios de
aduanas, fiscales, abogados, jueces...resultados fiables, basados en procedimientos de
determinacién y cuantificacion validados, que cumplan la normativa de los respectivos
sistemas juridicos y administrativos en materia de pruebas, compatibles con los resultados de
otros laboratorios de apelacidn, que permitan de una manera eficaz y en plazo requerido dar
respuesta a las demandas sanitarias y juridicas, teniendo en cuenta las consecuencias tan

importantes que se derivan de los citados resultados.

Actualmente, en dicho laboratorio, se sigue el protocolo sugerido por la Oficina de las
Naciones Unidas contra la Droga y el Delito (UNODC) [2]. En dicho protocolo uno de los
métodos de andlisis recomendados es la Cromatografia de Gases con deteccidn de ionizacién
de llama (GC-FID) y es el utilizado en la Subdelegacion del Gobierno en Valladolid. El
instrumento que se recomienda es el cromatografo de gases con columna capilar de pequefio
calibre, en el que se utilizan columnas con un diametro interno de entre 0,2 y 0,32mm. La
técnica de cromatografia de gases con una columna de relleno ya no se recomienda ya que

los sistemas de GC estdn equipados actualmente con columnas capilares.
2.1.2 Antecedentes bibliograficos
Normalmente la cocaina se obtiene de la hoja de coca y la mayoria de las veces se presenta

como un polvo cristalina blanco o blanco opaco, a menudo fino y raramente humedo.

En el trafico internacional de grandes cantidades, es rara la adulteracién de la cocaina, cuya
pureza como clorhidrato de cocaina llega a ser del 80% al 90%, sin embargo se producen

adulteraciones y transformaciones en el trafico local y menudeo con sustancias como



lidocaina, procaina, cafeina, etc... En cualquier caso, el aspecto fisico apenas cambia ya que

todos los adulterantes conocidos se presentan también en forma de polvo blanco fino y seco.

La cocaina es una droga que también se encuentra en el mundo del deporte de alta
competicidn, por lo que su uso se considera como “doping” y por tanto forma parte de las
sustancias que se determinan en los controles que se hacen a los deportistas. Normalmente
tarda en eliminarse por orina entre 48 y 72 horas, aunque en determinados casos no
frecuentes en ambientes deportivos (alto consumo), puede detectarse incluso pasadas dos
semanas. La localizacion se realiza mediante la deteccion del metabolito benzoilecgonina en
orina, ya que solo el 5% de cocaina se elimina como tal en orina mientras que cerca del 50%

se hace en forma de dicho metabolito [3].

La presencia de cocaina en orina o sangre aporta una informacidn sobre el consumo a corto
plazo, mientras que su determinacion en otras muestras bioldgicas, como el pelo, permite un
estudio mas amplio en cuanto a su consumo a lo largo de periodos de tiempo mayores. El pelo
es un tipo de muestra que estd siendo ampliamente estudiada dentro de los procesos
analiticos para la determinacion de drogas debido a que este tipo de muestras pueden ser
obtenidas por via no invasiva y pueden ser almacenadas y transportadas sin condiciones
especiales, presentando ademas una gran estabilidad. Por otra parte, el analisis de pelo facilita
una valoracion cronolégica del consumo de esta droga, dependiendo de los resultados de los

analisis de las distintas zonas del cabello, desde la parte mas préxima a la raiz hasta su punta.

Dado el interés de este tipo de analisis, sobre todo en el caso de seguimiento de casos de
dopaje en el campo del deporte de alta competicidon, se han desarrollado diferentes métodos
para su determinacion en este tipo de muestras. Entre los trabajos encontrados, la técnica
utiliza con mas frecuencia es la cromatografia de gases/espectrometria de masas (GC-MS). Se
suele utilizar helio como gas portador y una columna capilar OV-1 con fase de silice fundida.
Entre otros trabajos, se considera por su interés el realizado por Balabanova S. y
colaboradores. En él se desarrolla un método para la determinacién simultanea de cocainay
cocaetileno en pelo humano utilizando microextraccion en fase solida (SPME) y GC-MS como
técnica analitica para identificar y cuantificar las drogas [4]. La respuesta del detector fue
lineal para las sustancias estudiadas en el rango de (0.4-1.5 ng/mg), con coeficientes de

correlacién superiores a 0.995. Los coeficientes de variacion oscilaban entre 0.65 y 14.18%.



Los indices de cuantificacién y deteccidn eran aceptables, el método se aplicaba a 15 muestras
de pelos y se tenia presente que la cocaina en etanol producia un metabolito, cocaetileno. Las
concentraciones medias fueron de 5.39 ng/mg con un rango de (0.43-8.98 ng/mg) y 1.11

ng/mg de cocaetileno con un rango de (0.42-2.23ng/mg).

Segun la ley italiana, los solicitantes de un permiso de conduccidn con un historial de abuso
de drogas deben dar pruebas de haber dejado esa adiccion y no mostrar riesgo de recaida en
el futuro. Para ello, Tagliaro y colaboradores, desarrollaron un método para la identificacién
y cuantificacidén de cocaina, morfina y éxtasis en pelo humano en paralelo con un programa
de analisis de orina seriados en ocho muestras recogidas durante un periodo de
aproximadamente 40 dias [5]. Los analisis de orina se realizan con ensayos inmunoquimicos y
una posterior confirmacion mediante GC-MS. El analisis de pelo estaba basado en un primer
“screening” mediante radio-inmunoensayos (RIA) y una posterior confirmacion por
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) con deteccidon electroquimica para morfina, o
fluorescencia para cocaina y éxtasis. A las muestras que dieron resultado positivo y, como
control, a un 10% de las muestras negativas, se les realizaron un analisis por electroforesis
capilar (CZE), espectrometria de masas (MS/MS) y/o cromatografia de gases/espectrometria
de masas (GC-MS) para confirmacion de resultados. El analisis por HPLC para morfina estaba
basado en una separacidn isocratica usando una columna de poliestireno-divinilbenceno de
150x4.6mm y un tamafio de particula de 5um. La fase movil era 0.05M de fosfato de potasio
y acetonitrilo (80/20). El detector era amperométrico a +0.45V con un electrodo de referencia
de Ag/AgCl. Para la cocaina se utiliza la misma columna, sin embargo la fase movil es 0.05M
fosfato de potasio, metanol y THF (72/25/2). La deteccidn es con fluorescencia a una longitud
de onda de 230 nm. Para el éxtasis también se utilizaba la misma columna pero con una fase
movil diferente: 0.05 fosfato de potasio y acetonitrilo (72/18). La deteccion era fluorimétrica
a una longitud de onda a 285nm. Los resultados por analisis de orina y los de cabello se
compararon y se observd una sensibilidad diagndstica mucho mas alta para el analisis de
cabello que para el analisis de orina. Para la morfina y la cocaina, la frecuencia de casos
positivos de andlisis de cabellos era mas alta que la de los analisis de orina, pero esta diferencia
era notable para el éxtasis. Para este compuesto, los Unicos casos positivos encontrados
provenian del andlisis de cabello, mientras que el andlisis de orina era constantemente

negativo. Por otra parte, también hubo casos negativos en analisis de cabello pero positivos



en andlisis de orina. Esto revelaba recaidas ocasionales del consumo de drogas después de un
periodo de abstinencia virtual y senala fuertemente la utilidad de combinar el andlisis de

cabello con el analisis de orina seriados para una supervision eficaz de los abusos de drogas.

Clauwaert y colaboradores, desarrollaron un método por cromatografia de liquidos con
deteccion de fluorescencia (HPLC-FLD) para el andlisis de cocaina y algunos de sus
metabolitos: benzoilecgonina (BEG) y cocaetileno. En el trabajo se analizé ocho muestras de
cabello procedentes de fuentes forenses utilizando una columna Hypersil BDS Cis con una fase
movil que combinaba un flujo isocratico durante 7 min de 45nM de acetato amonico, metanol
y acetonitrilo (84/8/8) y un flujo en gradiente durante 27 min de metanol, acetonitrilo y agua
(42/42/16), tras una extraccion en fase solida. La deteccidn se realizé a una longitud de onda

de 242 nmy el limite de deteccion fue de 0.2ng/mg [6].

Ferndndez y colaboradores, desarrollaron un método por cromatografia de liquido con
deteccion Diodo-Array (HPLC-DAD) para la determinacién simultanea de morfina, codeina, 6-
acetilmorfina (6AM), cocaina, benzoilecgonina (BEG), cocaetileno, metadona y su metabolito
2-etilideno-1,5-dimetildifenilpirrolidina (EDDP), en sangre limpia de drogas, del Banco de
sangre de Santiago de Compostela, que fue contaminada por esas 8 drogas. La extraccidon en
fase sélida se veia seguida por la cromatografia en un equipo X-Terra con una columna RP8
utilizando como fase moévil acetonitrilo y fosfato como tampodn (pH 6.53) y una elucién en
gradiente. La respuesta del detector era lineal en un rango de concentraciones de 0.1-10
ug/ml de sangre y la correlacidn de coeficientes para las ocho drogas era superior a 0.99. La

precision fue aceptable con coeficientes de variacion oscilantes entre 2.55% y 6.45%. [7]

Una técnica que se esta mostrando como un complemento importante en el campo forense
es la espectroscopia Raman ya que se ha demostrado que es una técnica efectiva y rapida en
la practica forense para la determinacion de drogas, fundamentalmente, para la
caracterizacidon de las muestras, en el proceso siguiente a su incautacion, ya que produce
espectros especificos moleculares y en la mayoria de los casos la preparacion de muestra es
minima permitiendo un analisis no destructivo de volumen o de muestras microscopicas in
situ sin efectuar la separacion del analito del sustrato o de la matriz base. Esta técnica es

particularmente importante por la rapidez en el anadlisis, que se puede llevar a cabo sin



tratamientos previos que evitan problemas de manipulacion con posibilidad de

contaminacion de la muestra y anulacion en las causas judiciales de material probatorio.

La técnica de espectroscopia Raman ha sido aplicada satisfactoriamente para la identificacion
de éxtasis, cocaina, barbituricos y benzodiacepinas. También ha sido utilizada en el analisis de
drogas de consumo en diferentes tipos de mezclas. Por otra parte, el transporte, embalaje,
venta y uso de las drogas de consumo causan inevitablemnte contaminacion en las ropas y
otras pertenencias de las personas involucradas, algunos estudios han demostrado el interés
de la microscopia Raman para la deteccidn vy la identificacion de drogas ilicitas en materiales
y objetos en contacto con las mismas. Por tanto, la deteccién de residuos de las drogas ilicitas
en la ropa puede ser usada como un fuerte indicador para establecer una relacion entre estas
sustancias ilicitas y las personas involucradas en estas actividades. Ali Esam y colaboradores
determinaron, mediante esta técnica, clorhidrato de cocaina y N-metil-3,4-
metilendioxianfetamina (MDMA) en tejidos de ropa, naturales y sintéticos. La presencia de
excipiente en los espectros de las drogas no impidié la identificacion de las drogas. Los
espectros Raman de los compuestos no presentaron interferencias significativas derivadas del
tipo de fibra ni de los colorantes asociados a la misma. Ademas, si fuera necesario, las bandas
de interferencia se podrian eliminar facilmente por sustraccion espectral. El tiempo para la
adquisicion de los espectros fue de 90s. No fue necesario ningun tipo de preparacion de la
muestra, presentando ademas la ventaja de mantener la integridad del tejido, el cual se podria

conservar como material de prueba para posteriores analisis [8].

Day y colaboradores, describieron una aplicacién de la espectroscopia Raman consistente en
la deteccidn de drogas en elementos que estuvieron en contacto con las huellas dactilares de
una persona. En el trabajo se cuenta el supuesto de un individuo que estuvo manipulando una
sustancia y posteriormente toca determinados objetos. En las huellas dactilares latentes se
estudiaron cinco drogas de consumo (codeina, clorhidrato de cocaina, sulfato de anfetamina,
barbital y nitrazepam) y otras sustancias de apariencia similar (cafeina, aspirina, paracetamol,
almidén y talco). Estas sustancias se identificaron por espectroscopia Raman siendo
manifestadas las Unicas interferencias en el espectro por procesos de fluorescencia dada la

variedad de compuestos que acompafian a las drogas de consumo [9].



Con el fin de no realizar una exposicién excesivamente larga sobre los trabajos bibliograficos
considerados para el estudio y determinacién de cocaina, Unicamente se ha hecho referencia
en este apartado a algunos de ellos, ya sea por el interés que representaban desde el punto
de vista de nuestro estudio, como desde posibles vias de investigacion que se abran para

realizar otros trabajos similares.

2.1.3 Caracteristicas de la cocaina y adulterantes estudiados
Cocaina

-Estructura quimica: Benzoilmetilecgonina

-Tabla de caracteristicas

Datos quimicos
Férmula quimica C17H21NO4
Peso molecular 303.4¢
Datos fisicos

Aspecto fisico Polvo blanco de sabor amargo
Punto de fusién 982eC

Disolvente g/100mL
Solubilidad Agua 0.16

Etanol 15.38




Clorhidrato de cocaina

-Estructura quimica:

-Tabla de caracteristicas

Datos quimicos

Férmula quimica

C17H22CINO,4

Peso molecular

339.8¢

Datos fisicos

Aspecto fisico

Polvo blanco de sabor amargo

Punto de fusion 195eC
Disolvente 1g/mL
Solubilidad Agua len04
Etanol len3.2

Acido acetilsalicilico

-Estructura quimica: Acido 2-acetiloxi-benzoico

O OH

-Tabla de caracteristicas

[
/J\CH3

Datos quimicos

Férmula quimica

CoHsOa

Peso molecular

180.16 g

Datos fisicos

Aspecto fisico

Cristales entre incoloros y blancos, o polvo

Punto de fusion 138¢C
pH Aprox. 3.5
Disolvente g/100mL
Solubilidad Agua 1.22
Etanol 8




Acido salicilico

-Estructura quimica: Acido 2-hidroxibenzoico

O OH

OH

-Tabla de caracteristicas

Datos quimicos

Férmula quimica C7HeO3

Peso molecular 138.12 g

Datos fisicos

Aspecto fisico Sélido blanco inodoro

Punto de fusion 1609C
pH Aprox. 3
Disolvente g/100mL
Solubilidad Agua 1.8
Etanol 1.9
Paracetamol

-Estructura quimica: N- (4-hidroxifenil) acetamida

HO
I
NH/KCH:%
-Tabla de caracteristicas
Datos quimicos
Férmula quimica CsHoNO;
Peso molecular 151.16 g
Datos fisicos

Aspecto fisico Polvo blanco finamente cristalizado
Punto de fusién 169 —171¢C
pH 5.3-6.5

Disolvente g/100mL
Solubilidad Agua 14

Etanol 1.5




Cafeina

-Estructura quimica: 3,7- dihidro- 1, 3, 7- trimetil- 1H-purina- 2,6- diona

-Tabla de caracteristicas

0
/s
KO N
o T N
H,C

Datos quimicos

Férmula quimica

CgH10N4O>

Peso molecular

194.19 g

Datos fisicos

Aspecto fisico

Sdlido blanco inodoro

Punto de fusién 234 -239¢C
pH 5.5-7
Disolvente g/100mL
Solubilidad Agua 1.6
Etanol 1.5
Procaina

-Estructura quimica: 4- aminobenzoato de 2- (dietilamino) etilo

-Tabla de caracteristicas

.
Q* g

HN

Datos quimicos

Férmula quimica

C13H20N20;

Peso molecular

236.31¢g

Datos fisicos

Aspecto fisico

Sdlido blanco inodoro

Punto de fusion 154 - 158 °C
pH 50-6
Disolvente g/100mL
Solubilidad Agua 0.5
Etanol 0.6




Extasis

-Estructura quimica: 3,4-metilendioximetanfetamina (MDMA)

@) NH\
CH;
< CH3
(0]

-Tabla de caracteristicas

Datos quimicos

Férmula quimica C11H1sNO3
Peso molecular 193.24¢g
Datos fisicos
Aspecto fisico Sélido blanco inodoro
Punto de fusion 145 °C
Disolvente g/100mL
Solubilidad Agua 0.54
Etanol 0.6
Lidocaina

-Estructura quimica: 2- (dietilamino)- N- (2, 6- dimetilfenil) acetamida

CHs
NH
\[(\N/\CH;;
O k
CHa CH3

-Tabla de caracteristicas

Datos quimicos

Férmula quimica Ci4H22N,0
Peso molecular 23434 g
Datos fisicos

Aspecto fisico

Sélido blanco con ligero olor

Punto de fusidn

66 - 69°C

pH 4.0a5.5
Disolvente g/100mL
Solubilidad Agua 0.9
Etanol 5




2.1.4 Obtencion tradicional de cocaina “ilicita” a partir de la hoja de coca

La produccién de clorhidrato de cocaina a partir de las hojas de coca se suele llevar a cabo en
tres etapas:

1) Extraccion de la cocaina y otros alcaloides de la hoja de coca, pasta de coca
2) Purificacion de la pasta de coca hasta cocaina base
3) Transformacién de la cocaina en clorhidrato de cocaina

1) Extraccion de la cocaina y otros alcaloides de la hoja de coca, pasta de coca

Las hojas de coca se tratan con bicarbonato de calcio convirtiendo asi a la cocaina en una
sustancia insoluble en agua. La mezcla alcalina se deja macerar de uno a tres dias
extrayéndose las sustancias estimulantes. A continuacién se afade queroseno, u otro
hidrocarburo, para extraer la cocaina. Asi los alcaloides de la coca pasan al queroseno. El
gueroseno se trata con acido sulfurico diluido, acido fuerte de baja volatilidad, convirtiendo
la cocaina y el resto de alcaloides en sulfatos (base libre). Los sulfatos pasan a la fase acuosay
por extraccidn se separan de la cocaina y los alcaloides, las ceras y grasas de las hojas de coca.
A la fase acuosa se afiade amoniaco, transformandose el sulfato de cocaina, de nuevo, en
cocaina base dando lugar a la precipitacion de cocaina bruta, los alcaloides mas bdsicos y sales
inorganicas. A continuacion, se filtra y se seca el producto para obtener la pasta de coca. Esta

pasta de coca contiene aproximadamente un 50% de cocaina.

2) Purificacion de la pasta de coca hasta cocaina base

La pasta de coca se trata con acido sulfurico diluido y la disolucion, de color marrén
amarillento, se trata con permanganato potdsico. El permanganato se afiade lentamente
hasta que la solucion pasa a ser incolora. Con la adicion del permanganato se oxidan los
isdmeros de cinamilcocaina presentes en la cocaina y otros alcaloides indeseados. Estos
productos oxidados, al no ser solubles en agua, se separan de la disolucion donde esta la
cocaina mediante filtracion. La separacién de estas impurezas ayuda a la cristalizacion del
clorhidrato de cocaina en el paso final y facilita la obtencion de un producto final blanco que
es lo que desean los distribuidores y consumidores de cocaina. El liquido filtrado se hace
alcalino con amoniaco, convirtiendo la sal de cocaina en cocaina. Con esta reaccion se produce

la precipitacion de la cocaina base. La cocaina base se filtra, se lava con agua y se seca.



3) Transformacién de la cocaina base en clorhidrato de cocaina

La etapa final tiene la finalidad de convertir la base de cocaina bruta en clorhidrato de cocaina.
Para ello, la cocaina base se disuelve en la minima cantidad de un solvente organico, por
ejemplo éter dietilico. La solucidn se filtra para eliminar cualquier sustancia insoluble, y se
afiade acido clorhidrico concentrado y acetona, lo que provoca la precipitacion de clorhidrato
de cocaina. A continuacidn, el clorhidrato de cocaina se filtra y se seca. La pureza del producto

resultante suele oscilar entre 90% y 98% de clorhidrato de cocaina.

Cabe destacar que parte de los productos quimicos de desecho obtenidos, se utilizan para

elaborar otras drogas mas baratas como el crack.

HOJAS DE COCA + H,0 + cal + queroseno

v

Triturar y extraer

N

Residuo hoja de

COCa

Queroseno, extracto cocaina + H,SO4 diluido

Separacion de las fases

v

Fase H,SO4 diluido + NH3

v

v

Filtrado acuoso

v
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Figura 1: Diagrama en el que se muestra la obtencién artesanal de cocaina a partir de las

hojas de coca, segin la UNODC
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2.2 Planteamiento y objetivos

Se pretende proponer otros posibles procedimientos alternativos a la determinaciéon de
drogas de uso abusivo, que lleven implicito también una metodologia que permita cuantificar
sus componentes activos en muestras requisadas, en presencia de otros componentes
habituales en dichas muestras. Ademas, dado el caracter artesanal de la preparacidn inicial de
estas sustancias, al que hay que afadir su posterior tratamiento mediante sucesivos “cortes”
en el mercado interno, “menudeo”, se ha considerado de interés realizar un estudio sobre la
posible presencia de metales pesados y otros elementos que pudieran estar presentes en

dichas muestras.

En concordancia con lo anterior se procede al analisis de cocaina mediante: Cromatografia de
Gases con Detector de lonizacidn de Llama (GC-FID), Cromatografia Liquida de Alta Eficacia
con detectores UV/Vis y de fluorescencia (HPLC-UV/Vis) (HPLC-FLD) y Espectroscopia Raman,
en todos los casos dicho estudio se ha extendido a los casos en los que en las muestras
pudieran estar presentes sustancias tales como, &acido acetilsalicilico, acido salicilico,

paracetamol, cafeina, procaina, éxtasis y lidocaina.

Con el fin de llevar a cabo la determinacién de mercurio y otros posibles iones presentes en
las mismas, se utilizaron técnicas de Espectroscopia de Absorcion Atomica (AAS) y

Cromatografia de Intercambio lonico (EIC).

2.3 Lineas de actuacion y justificacion

2.3.1 Técnicas de determinacion de cocaina

2.3.1.1 Cromatografia

La principal técnica utilizada de forma rutinaria es la cromatografia de Gases, método oficial
que a efectos de cuantificacion se utiliza habitualmente en los laboratorios forenses
institucionales y el que llevé a cabo durante mi estancia en los laboratorios de la Delegacion

del Gobierno del Area de Sanidad de la Junta de Castilla y Ledn en Valladolid.

Es un método de separacion en el que la fase mdvil es un gas. La muestra, una vez preparada,
se introduce en un vial para ser inyectada, en este caso la inyeccién se produce de manera

automatica mediante un sistema de inyeccidn Split. La muestra, una vez inyectada, se vaporiza



poniéndose en contacto con el gas portador y llega a la columna produciéndose alli la
separacion de los analitos. Una vez los analitos separados, llegan al sistema de deteccién, en
este caso un detector FID (Flame lonization Detector). El detector proporciona una sefial que

sera registrada y visualizada en el cromatograma.

La temperatura de la columna y del sistema de introduccién de la muestra esta controlada

mediante un sistema de termostatizacion.

En este trabajo se plantea como alternativa la cromatografia de liquidos, debido a sus amplias
posibilidades para la separacidn de distintos tipos de sustancias ademads de ser una técnica de
uso extendido, muy manejable y en la que resulta facil, también, la modificacién de sus
condiciones de trabajo, es decir, en el caso de la existencia de sefiales superpuestas, seria

posible separar dichas sefiales mediante la utilizacién de un gradiente de la fase mavil.

Es una técnica de separacion por elucién en el que la fase movil es un liquido. La muestra es
inyectada manualmente mediante una jeringa en el portal de inyeccidn. El portal de inyeccion
es de tipo vdlvula, la muestra se introduce en el bucle mientras la fase madvil es dirigida hacia
la columna. Una vez que la muestra es cargada en el bucle, se pasa al modo “inyect” y la vélvula
se abre permitiendo el paso de la fase movil. La fase mdvil, previamente desgasificada, es
impulsada por una bomba cuaternaria, arrastrando a la muestra hasta la columna

cromatografica donde se produce la separacion.

Los compuestos, salen secuencialmente de la columna y llegan al detector, el cual proporciona

una seial que es registrada y visualizada en el correspondiente cromatograma.

2.3.1.2 Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman es una técnica muy interesante, sobre todo a tener en cuenta en la
caracterizacion inicial de la droga. Se trata de una técnica fotdnica, no destructiva, que
proporciona en poco tiempo informacién quimica y estructural de un gran numero de

compuestos permitiendo en muchos casos su rapida identificacién.

La técnica se basa en la incidencia de un haz de luz monocromatica, laser, sobre la muestra

gue se quiere investigar, sin ningun tipo especial de preparacién previa.



Una gran porcion de la luz dispersada tiene la misma frecuencia que el haz de luz incidente,
pero una pequefia parte presenta un cambio de frecuencia, producto de la interaccion de

algunos fotones con la muestra.

La luz dispersada que mantiene la misma frecuencia que la luz incidente, es llamada
“dispersion de Rayleigh” y no genera informacidn. Sin embargo, la luz dispersada a frecuencias
distintas, conocida como “dispersion Raman, es la que aporta datos sobre la composicién

quimica, estado fisico y estructura de las moléculas estudiadas.

Existen dos tipos de dispersién Raman:

-Dispersion Raman Stokes. Es aquella en la que la luz del fotdn dispersado tiene menor
frecuencia que la luz incidente, es decir, la molécula de la materia estudiada gané algo de
energia. Esa energia fue perdida por el fotdn y por ello la frecuencia con la que es dispersado

es menor que la incidente.

-Dispersion Raman anti-Stokes. Es aquella en la que la luz del fotén dispersado tiene mayor
frecuencia que la luz incidente, es decir, hubo transferencia de energia desde la molécula
hasta el fotdn. Esa energia ganada por el fotéon implica que la frecuencia de dispersiéon sea

mayor que la frecuencia incidente.
2.3.2 Determinacion de metales pesados

2.3.2.1 Espectroscopia de Absorcion Atédmica de Vapor Frio
Dada la falta de control en los procesos de fabricacién asi como en los posteriores procesos
de comercializacidn, se ha considerado interesante determinar no solamente el contenido en
cocaina, sino también la presencia de algun otro elemento que pudieran estar presentes vy,
aungue no considerados desde un punto de vista penal, si que pudieran presentar riesgos por

su toxicidad, caso este de determinados elementos metélicos.

La espectroscopia de Absorcién Atdmica es una técnica instrumental basada en la atomizacion
del analito en una matriz liquida. Es un método interesante a tener en cuenta por su exactitud

en los resultados, sin embargo es una técnica destructiva.



En este caso, determinacion de mercurio, la muestra en disolucidon se mezcla con una corriente
de cloruro de estafio (ll) que reduce el mercurio presente a mercurio elemental. El vapor de
mercurio generado se arrastra hasta la celda de medida con la ayuda de una corriente de
Argon, y alli se determina el contenido en mercurio por espectrofotometria de absorcion
atdmica sin llama (método del vapor frio) a 254 nm. La cuantificacion se efectua frente a una

linea de calibrado de concentraciones conocidas.

2.3.3 Determinacion de otros iones

2.3.3.1 Cromatografia de Intercambio Ionico

Como se indica en el apartado anterior, también se ha considerado conveniente el analisis de
determinados iones de caracter aniénico que aunque no vinculados al procedimiento forense

de control de drogas, si que pudiera representar un riesgo para la salud.

La cromatografia de intercambio idnico es un método que permite la separacion de moléculas

basada en sus propiedades de carga eléctrica.

La muestra es inyectada manualmente mediante una jeringa en el portal de inyeccion. El
portal de inyeccion es de tipo valvula, la muestra se introduce en el bucle mientras la fase
movil es dirigida hacia la columna. Una vez que la muestra es cargada en el bucle, se pasa al

i

modo “inyect” y la vdlvula se abre permitiendo el paso de la fase mdévil. La fase movil,
previamente desgasificada, es impulsada por una bomba cuaternaria, arrastrando a la
muestra hasta la columna cromatografica donde se produce la separacién. En este caso, las
moléculas cargadas se adhieren a la fase estacionaria de forma reversible de manera que
dichas moléculas pueden ser asociadas o disociadas cambiando el ambiente idnico. La
separacion mediante intercambiadores idnicos se realizan, por lo general, en dos fases: en la
primera, las sustancias a separar se unen al intercambiador utilizando condiciones que
originan una union fuerte y estable, a continuacién, se eluye de la columna con buffers de

diferente fuerza idnica, compitiendo los componentes del buffer con el material por los sitios

de union.

Los compuestos, salen secuencialmente de la columna y llegan al detector, el cual proporciona

una seial que es registrada y visualizada en el correspondiente cromatograma.



3. EXPERIMENTACION Y RESULTADOS

3.1Cromatografia liquida de alta eficacia con detector UV/Vis (HPLC-UV/Vis)

De la bibliografia consultada, se deduce que no es una técnica habitual en la determinacion
de cocaina, no solo desde el punto de vista de laboratorios forenses donde el método oficial,
como va se ha indicado es el de gases, sino también desde el punto de vista de publicaciones
relacionadas con trabajos de investigacion en este campo.

En primer lugar se realizaron patrones de cocaina de diferentes concentraciones utilizando

como disolvente agua y de los adulterantes estudiados

3.1.1 Preparacion de la muestra de referencia de 1000 ppm

La muestra de referencia se prepara a partir de una muestra de cocaina al 80%, proporcionada
por el Area de Sanidad de la Delegacién del Gobierno. Se utiliza como patrén ya que existen
pocas muestras incautadas con un porcentaje tan alto de pureza y obtener patrones de pureza
contrastada conlleva dificultades administrativas que nos impedia acceder a este tipo de

patrones.
Se pesan 12,50mg + 0,01 de muestra, se disuelve en agua desionizada y se enrasa a 10mL.

Posteriormente se toman alicuotas y se enrasan al volumen conveniente con el fin de obtener

disoluciones patron comprendidas entre 1y 50 ppm.

3.1.2 Estudio de la capacidad de absorcion por espectroscopia UV/Vis

Este estudio se realizd para obtener la longitud de onda de maxima absorcion tanto de la
cocaina como de las posibles sustancias que la pueden acompanar en muestras requisadas
gue por sus caracteristicas pudieran absorber a las mismas longitudes de onda que lo hace la

cocaina, fijandose asi las condiciones dptimas de media por HPLC con detector UV/Vis.

Para ello se tomaron diferentes patrones de cocaina comprendidos entre 1 y 10 ppm y se

realizaron barridos entre 190 y 300 nm (la cocaina no absorbe en el visible).

Los resultados se recogen en la figura 1
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Figura 1: Espectroscopia UV/Vis de patrones de cocaina

Como se puede observar, aparecen dos bandas a 195 nm y a 233 nm, y otra menos definida a

274 nm.

La banda que se obtuvo a una longitud de onda igual a 195 nm no era adecuada para trabajar

ya que existen muchos compuestos organicos que absorben a tal longitud de onda. Por otro

lado, la banda que se obtuvo a una longitud de onda igual a 274 nm se corresponde con una

baja absorbancia por lo que la banda que se obtiene a 233 nm se considerd la éptima para

trabajar, tanto en medida directa por absorcion molecular como para inicialmente utilizarla

en HPLC.

A continuacion se realizé una linea de calibrado, para obtener el valor de la absortividad molar

de la cocaina a esta longitud de onda, Tabla 1, figura 2.

Tabla 1: Datos de la linea de calibrado de la cocaina por espectroscopia Vis/UV

Concentracion (ppm) Absorbancia
1.25 0.084
2.5 0.110
5 0.232
7.5 0,370
10 0.509
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Figura 2: Linea de calibrado de la cocaina por espectroscopia UV/Vis

A partir de la pendiente de la correspondiente linea de calibrado se obtiene la absortividad

a=0.0498 ppmtcm™ que se corresponde con una absortividad molar: €=1.7 - 10* L molt cm™.

También se hizo el estudio de absorcion de los adulterantes con los que se iba a trabajar para

comprobar si éstos absorbian a la longitud de onda 6ptima de trabajo.

Los resultados se observan en la figura 3.
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Figura 3: Espectroscopia UV/Vis de lidocaina,
paracetamol, cafeina, acido salicilico, procaina,
acido acetilsalicilico y éxtasis, en disolucién de
concentracién S5ppm.

Como se observa en las figuras, todos los compuestos muestran absorbancia a una longitud

de onda igual a 233nm lo cual significa que en el estudio por HPLC, con detector UV/Vis,

podrian también ser identificados.
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3.1.3 Estudio de la fase movil

Los primeros estudios se realizaron con una fase mévil, recomendada por la UNODC, para la
determinacién de cocaina: Metanol: Agua: Acido fosférico en proporciones 15: 35: 50. De este
modo, no se obtuvieron resultados que permitieran una minima separacion de todos los

compuestos de este estudio.

Tras la consulta bibliografica correspondiente sobre trabajos de investigacion en este campo,
se probd con una fase movil de Agua : Metanol : Acetonitrilo : Acetato amdnico 0.05M en
proporciones 30 : 10 : 55 : 5 que se habia utilizado en separaciones de muestras similares a
las preparadas por nosotros [6] . Los resultados obtenidos, inicialmente, con respecto a la

cocaina, tiempo de retencion de 2.701 min, se muestran en la figura 4.
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Figura 4: Cromatograma de cocaina con una fase movil de Agua : Metanol : Acetonitrilo :
Acetato amodnico 0.05M (30:10:55:5)

A continuacién se hizo un estudio, por separado, de cafeina, lidocaina y paracetamol en las
mismas condiciones de trabajo de la cocaina. Se obtuvieron los resultados que se muestran

en la tabla 2.

Tabla 2: Tiempo de retencion de cafeina, lidocaina y paracetamol en régimen isocrdtico

Compuesto tr (Min)
Paracetamol 1.51
Cafeina 2.30
Lidocaina 4.38




Dado que la diferencia entre los tiempos de retencidon permitia una buena separacién de estos
compuestos, se procedio a realizar un patrén mixto con todos ellos y cocaina, observandose
en este caso que no se producia una buena resolucién del cromatograma debido a algunos
solapamientos, por lo que se procedid a realizar modificaciones en la composicién de la fase
movil, variando el porcentaje de acetonitrilo en relacion con el agua, para comprobar si daba
lugar a una total separacién de las sefales comprobandose que con un 15% de acetonitrilo en
régimen isocratico, se producia dicha separacién, sin embargo el tiempo total de analisis era

muy amplio, por lo que se planted realizar la separacién en gradiente.

Las condiciones éptimas de separacion para los cuatro compuestos y los correspondientes
tiempos de retencion se muestran a continuacion en las tablas 3 y 4, y los resultados

obtenidos en el cromatograma 1 del Anexo A.

Tabla 3: Gradiente de elucion (A=agua, B=metanol, C=acetonitrilo y D=acetato amdnico
0,05M)

Tiempo %A %B %C %D
0:0 70 10 15 5
3:50 70 10 15 5
4:50 30 10 55 5
10:50 30 10 55 5
11:50 70 10 15 5

Tabla 4: Tiempo de retencion de paracetamol, cafeina, cocaina y lidocaina en régimen de

gradiente
Compuesto tr (min)
Paracetamol 2.455
Cafeina 3.053
Cocaina 7.131
Lidocaina 8.698

Una vez separados estos compuestos, se empezd a trabajar con éxtasis (MDMA), acido

salicilico y acido acetilsalicilico.



Se inyectaron por separado patrones de estos compuestos y se observd que el dcido salicilido
y el acetilsalicilico salian en el punto de inflexién inicial del cromatograma, lo cual
imposibilitaba su identificacidon. Para posponer la salida de dichos compuestos y separarlos,
se hicieron diferentes modificaciones en la fase mévil del acetonitrilo, con respecto al agua.
Los resultados obtenidos se muestran en las tablas 5y 6, y en los cromatogramas 3 - 7 del

Anexo A.

Tabla 5: Tiempo de retencidn del dcido acetilsalicilico y dcido salicilico con una fase movil de
15% de acetonitrilo

15% ACN
Compuesto tr (Min)
Acido acetilsalicilico 1.6
Acido salicilico 2.032

El acido acetilsalicilico seguia saliendo en la inflexion por lo que se traté de separarlo

disminuyendo el porcentaje de acetonitrilo al 5%.

Tabla 6: Tiempo de retencion del dcido acetilsalicilico y dcido salicilico con una fase movil de
5% de acetonitrilo

5% ACN
Compuesto tr (min)
Acido acetilsalicilico 2.715
Acido salicilico 4.393

Se observa que las sefiales estaban separadas, sin embargo, se hizo un estudio con un 10% de

ACN con el fin de mejorar la separacidn. Los resultados se muestran en la tabla 7.

Tabla 7: Tiempo de retencion del dcido acetilsalicilico y dcido salicilico con una fase movil de
10% de acetonitrilo

10% ACN
Compuesto tr (Min)
Acido acetilsalicilico 2.076
Acido salicilico 2.858




Finalmente las sefiales salian perfectamente separadas en las condiciones y tiempos de

retencion reflejados en las tablas 8 y 9 y cromatogramas 8 del Anexo A.

Tabla 8: Gradiente de elucion (B=metanol, C=acetonitrilo, D=acetato amdnico, A=agua)

Tiempo %A %B %C %D

0 75 10 10 5
3:50 75 10 10 5
4:50 70 10 15 5
8:50 70 10 15 5
10:50 30 10 55 5
15:50 30 10 55 5
17:00 75 10 10 5

Tabla 9: Tiempo de retencion de los siete compuestos en régimen de gradiente

Compuesto tr (min)
Acido acetilsalicilico 2.081
Acido salicilico 2.816
Paracetamol 3.206
Cafeina 5.042
Extasis 8.742
Cocaina 12.474
Lidocaina 13.997

Separados los siete compuestos, se procedié a la introduccidén de un Ultimo adulterante, la

procaina. Se estudié con diferentes porcentajes de ACN que se muestran en la tabla 10.

Tabla 10: Tiempos de retencion de procaina para diferentes porcentajes de acetonitrilo

%ACN tr (Min)
55 1.914
15 5.672

Con un 55% de ACN, se solaparia con el éxtasis por lo que el gradiente se ajusté de tal manera
que la procaina saliera cuando la fase mévil contuviera un 15% de ACN y el éxtasis saliera

cuando la fase moévil contuviera un 55% de ACN.

Las condiciones finales de gradiente y los tiempos de retencidn se observan en las tablas 11y

12y los picos perfectamente separados en la figura 5.
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Tabla 11: Condiciones finales de gradiente para la separacion de cocaina y sus 7 adulterantes

estudiados
Tiempo %A %B %C %D
0:00 75 10 10 5
3:00 75 10 10 5
4:00 70 10 15 5
8:00 70 10 15 5
9:00 30 10 55 5
14:50 30 10 55 5
15:50 75 10 10 5

Tabla 12: Tiempo de retencion de los ocho compuestos en régimen de gradiente

Compuesto tr (min)
Acido acetilsalicilico 1.947
Acido salicilico 2.479
Paracetamol 3.120
Cafeina 4.871
Procaina 7.177
Extasis 8.919
Cocaina 11.484
Lidocaina 13.147

VWD1 A, Wavelength=230 nm (CRISTINA\CRISTINA000395.D)
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Figura 5: Cromatograma de los ocho compuestos separados con el gradiente definitivo

Cristina Alvaro Perrote 31



Una vez separados los ocho compuestos, se procedio a la realizacién de las lineas de calibrado
con concentraciones, en todos los casos, de: 1.0; 5.0; 10.0; 20.0 y 30.0 ppm. Los resultados se

muestran en las figura 6.

Lineas de calibrado

3000
..-. @® Lidocaina
2500 i
0 Cocaina
2000 @ Procaina
w . @ Cafeina
21500 ,.-‘@' @ Paracetamol
<

® Acido salicilico
@ Acido acetilsalicilico

@ Extasis

Concentracion (ppm)

Figura 6: Lineas de calibrado por HPLC-UV/Vis de lidocaina, cocaina, procaina, cafeina,
paracetamol, acido salicilico, acido acetilsalicilico y éxtasis, en concentraciones de 1.0, 5.0,
10.0, 20.0 y 30.0 ppm. Todas ellas con un coeficiente de correlacién de 0.999

3.1.4 Analisis de muestras preparadas e incautadas

A continuacion se realizo un estudio de problemas preparados en el laboratorio con diferentes
concentraciones de cocaina, cafeina, lidocaina y paracetamol. Las concentraciones se

muestran en la tabla 13 y los resultados en los cromatogramas 9-12 del Anexo A.

Tabla 13: Concentraciones de los problemas A, B, Cy D

Problemas Compuestos Concentracion (ppm)
Paracetamol 1
Problema A Cafeina 4
Cocaina 5
Lidocaina 5
Paracetamol 5
Problema B Cafeina 10
Cocaina 1
Lidocaina 5




Problemas Compuestos Concentracion (ppm)
Paracetamol 10
Problema C Cafeina 10
Cocaina 1
Lidocaina 1
Paracetamol 20
Problema D Cafeina 20
Cocaina 1
Lidocaina 1

Como se puede observar en los citados cromatogramas, independientemente de la
concentracion de cocaina y adulterantes, todos los compuestos son perfectamente

identificados.

Finalmente se procedié al analisis de una muestra de cocaina incautada, las dificultades
judiciales para obtener mas muestras de este tipo nos limitaron la experimentacion a este
Unico caso. La muestra de cocaina incautada, Unicamente con referencia en su envase de
cocaina adulterada, fue analizada por el procedimiento propuesto, comprobdndose que
efectivamente se trataba de una muestra de cocaina con un porcentaje del 16%, adulterada
con cafeina y lidocaina en un 31% y 26% respectivamente, el resto se supone formado por
sustancias aglutinantes con baja o nula respuesta cromatografica. Las sefiales se observan en

el cromatograma de la figura 7.

VWD1 A, Wavelength=230 nm (CRISTINA\CRISTINA000401.D)
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Figura 7: Cromatograma de la muestra de cocaina incautada analizada por HPLC/UV-Vis
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3.1.5 Equipos empleados

Espectrofotdémetro UV-Vis

Equipo HEWLETT PACKARD AGILENT 8453
Medio Neutro

Cubeta Cuarzo

Lampara Deuterio o Wolframio

-Cromatografo de liquidos de alta eficacia

Equipo Agilent 1200

Columna Col KROMAPHASE C18 5.0 150mm x 4.6mm

Fase movil Agua:Metanol:Acetonitrilo:Acetato amdnico 0.05M
pH=6.7
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3.2 Cromatografia liquida de alta eficacia con detector de fluorescencia (HPLC-FLD)

Las muestras empleadas en esta técnica son las mismas que las utilizadas por HPLC-UV/Vis
3.2.1 Estudio de la luminiscencia por espectrofotometria de fluorescencia

Esta técnica se utiliza para aquellas sustancias que tienen propiedades fluorescentes, con este

fin se ha aplicado al estudio de la cocaina y otras sustancias posibles adulterantes. Para ello

se tomaron los mismos compuestos que en el apartado anterior. En primer lugar se estudiaron

las longitudes de onda de absorcion y en su caso emisidén de cada una de los compuestos, para

posteriormente aplicarlo a la deteccidn y cuantificacién de los mismos por HPLC-FLD

En primer lugar se procedio al estudio del patrén de cocaina, para ello, se excitd la muestra a
diferentes longitudes de onda, encontrandose que las condiciones éptimas de medida eran:

una longitud de onda de absorcién de 243 nm y de emision de 320nm.

|
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L4387 |

Figura 8: Espectro de fluorescencia del patrén de cocaina
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A continuacién se llevé a cabo la linea de calibrado de la cocaina, tabla 14 y figura 9.

Tabla 14: Datos de la linea de calibrado de la cocaina por espectrofotometria de fluorescencia

Concentracion (ppm) Respuesta
0.2 3.972
04 6.200
1.0 14.59
2.0 28.51
4.0 52.59
5.0 63.74
Linea de calibrado y =12,552x+1,9074
R?=0,9987
70
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Figura 9: Linea de calibrado de la cocaina por espectrofotometria de fluorescencia

En cuanto a los adulterantes estudiados, se observd que presentaban luminiscencia la

procaina, éxtasis, acido salicilico y acido acetil salicilico [Anexo B]. El resto de adulterantes

no presentaban luminiscencia.



3.2.2 Estudio de la fase mavil
De la bibliografia consultada, se deduce que no es una técnica habitual en la determinacién

de cocaina.

Dados los buenos resultados para la separacién de los compuestos del apartado anterior, se
procedid al estudio utilizando una fase moévil de componentes y composicion idénticos a los
empleados por HPLC-UV/Vis, es decir, Agua (A) Acetonitrilo (B): Metanol (C) y Acetato
amonico 0.05M (D) en proporciones 30: 55: 10: 5. De este modo, se obtenia un pico de cocaina
en la inflexidn, tiempo de retencion 1.383, por lo que se procedié a hacer modificaciones en

la fase movil. Resultado obtenido en el Cromatograma 13 del Anexo B.

Con el estudio de las condiciones dptimas de medida a efectos de separacién, se encontré que
con una fase mévil de composicion en % 70 (A): 15 (B): 10 (C) : 5 (D), en régimen isocratico, se

obtenia una buena determinacion de cocaina a un tiempo de 3.943 minutos, figura 10.

FLD1 A, Ex=243, Em=320 (CRISTINA\CAP_0018.D)
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Figura 10: Cromatograma de cocaina por HPLC-FLD en régimen isocratico con una fase movil
de Agua:Acetonitrilo: Metanol:Acetato amdnico 0.05M (70:15:10:5)

A continuacidn se estudio el éxtasis en presencia de cocaina. Se procedié a la inyeccion de un
patrén mixto de cocaina y éxtasis en las mismas condiciones que en el caso anterior, los
resultados obtenidos se observan en la figura 11 en el que se aprecia el pico de extasis de

mucha mayor intensidad a 2.186min.
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Figura 11: Cromatograma de éxtasis y cocaina por HPLC-FLD en régimen isocratico con una
fase moévil de Agua:Metanol:Acetonitrilo:Acetato aménico 0.05M (70:15:10:5)

Una vez encontradas las condiciones de trabajo en las que es posible la identificacion del
éxtasis y la cocaina, se procedid al estudio de la procaina. Se inyectd la procaina en las
condiciones de trabajo antes descrita, observandose una sefal a 3.045min, como se muestra

en el cromatograma 14, adjunto en el Anexo B.

En el correspondiente cromatograma se observa que la sefal del éxtasis tiene mucha mas
intensidad que el resto, por ello, para favorecer la visualizacién de los cromatogramas
(integracion de picos), durante este estudio se trabajé con el extasis en una proporcién 1:5
(éxtasis: otros de compuestos). En la tabla 17 se muestran las concentraciones de los

compuestos y sus respectivos tiempos de retencion.

Tabla 17: Concentraciones y tiempos de retencidn para éxtasis, cocaina y procaina en
gradiente de elucidn

Compuesto Concentracion (ppm) Tiempo de retencion (min)
Extasis 1 2.186
Cocaina 5 3.943
Procaina 5 3.045




A continuacion se procedié al estudio del acido salicilico y acido acetil salicilico. Con estos
compuestos se trabajé inicialmente en las mismas condiciones, sin lograrse una buena
separacion de los mismos. Se obtenian respuestas a tiempos de retencidn 1.772 y 2.232 para
el acetil salicilico y salicilico respectivamente. Se modificaron las condiciones de trabajo a fin
de lograr una mejor separacion, sin embargo las modificaciones que se hicieron modificaban
también los tiempos de retencion de la cocaina y éxtasis originando en unos casos problemas
de solapamiento y en otros de excesivo tiempo, por lo tanto y dado que no son compuestos
que puedan dar problemas desde un punto de vista forense y las limitaciones de
experimentacion, no se procedié a realizar un estudio mdas amplio para su separacion,
logrando por lo tanto una buena identificacidon de cocaina, extasis y procaina y una senal de

solapamiento para el acetil salicilico y salicilico.

Es importante destacar la alta respuesta que presenta el éxtasis en comparacion con el resto
de compuestos. Esto, a veces implica, en los procesos de integracién en el correspondiente
cromatograma, la no consideracion, por el software, de estos picos dada su baja intensidad
cuando el éxtasis esta presente en la muestra en una alta concentracion, por lo cual se
recomienda realizar un “zoom” en el correspondiente intervalo de tiempos de respuesta de

los demas componentes.

3.2.3 Equipos empleados

-Espectrofotometro de fluorescencia

Equipo HITACHI F-3000
Medio Neutro
Cubeta Cuarzo
Lampara Xenon

-Cromatografo de liquidos de alta eficacia

Equipo Agilent 1200
Columna Col KROMAPHASE C18 5.0 150mm x 4.6mm
Fase movil Agua:Metanol:Acetonitrilo:Acetato amonico 0.05M pH=6.7




3.3 Cromatografia de gases con detector de ionizacion de llama (GC-FID)

3.3.1 Preparacion de la muestra de cocaina 1000 ppm

Al igual que los estudio por HPLC, la muestra de referencia se prepara a partir de una muestra

de cocaina al 80% proporcionada por el Area de Sanidad de la Delegacidn del Gobierno.
Se pesan 12,50mg + 0,01 de muestra, se disuelve en etanol y se enrasa a 10mL.

Posteriormente se toman alicuotas y se enrasan al volumen conveniente con el fin de obtener

disoluciones patron comprendidas entre 10 y 100 ppm.

3.3.2 Estudio de las condiciones de trabajo

Segun la bibliografia consultada, la cromatografia de gases es la técnica utiliza por excelencia

para el analisis cualitativo y cuantitativo de la cocaina.

Con el fin de obtener las condiciones idoneas de medida para obtener un cromatograma en
el que se pudieran identificar todos los componentes, se procedié a la inyeccién de una
muestra patron de cocaina, 1000 ppm, inicialmente sin rampa de temperatura. Se hicieron
mediciones consecutivas con el fin de observar la repetitividad de la técnica. Se observé que
el pico era repetitivo pero en un amplio intervalo de tiempo de salida, eso significaba que
estaba entrando a la columna una concentracién saturada de analito, por tanto se diluyd la
muestra y se empezo a inyectar concentraciones de 100 ppm ya que el Split no se podia hacer
mayor. En estas condiciones, la cocaina salia a un tiempo de retencién de 5.633 min. A
continuacion se procedié a trabajar con rampa de temperatura, siguiendo condiciones de
trabajo similares a las utilizadas en la Delegacion del Gobierno y a las recomendadas por la

UNODC. Tabla 18.



Tabla 18: Condiciones de trabajo con rampa de temperatura

Temperatura del inyector 2909°C
Portal de inyeccion Split del inyector 9:1

Flujo del Split 178mL/min

Volumen de inyeccion 0.2 uL

Temperatura inicial

2002C durante 2.5min

Temperatura final

2802C durante 1min

Horno
Rampa de temperatura 402C/min durante 2min
Duracién del ensayo 5.5 min
Detector Temperatura del horno 2902C

A continuacidn se inyectaron, en las citadas condiciones, cada uno de los compuestos por
separado obteniéndose sus cromatogramas y correspondientes tiempos de retencion.

Cromatogramas 15 - 22, en el Anexo C.

Una vez comprobado que los compuestos sometidos a estudio tenian diferente tiempo de
retencidn, se procedid a la inyeccion de patrones mixtos. Se observé que los picos salian

perfectamente separados, figura 12, a los tiempos de retencién que muestra la tabla 19.
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Figura 12: Cromatograma de los ocho compuestos analizados por CG-FID



Tabla 19: Tiempo de retencion de los ocho compuestos analizados por CG-FID

Compuesto Tiempo de retencién (min)
Acido salicilico 0.3420
Acido acetil salicilico 0.5281
Extasis 0.6613
Paracetamol 0.8822
Cafeina 1.4985
Lidocaina 1.9203
Procaina 2.8946
Cocaina 3.8386

A continuacion se procedio a la realizacion de las respectivas lineas de calibrado. Figura 13.

Lineas de calibrado
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Figura 13: Lineas de calibrado de lidocaina, paracetamol, cafeina, acido salicilico, procaina,
acido acetilsalicilico y éxtasis, en concentraciones de 10, 25, 50 y 100 ppm. Todas ellas con
un coeficiente de correlaciéon de 0.999

3.3.3 Analisis de muestras incautadas

Finalmente se procedido al analisis de una muestra de cocaina incautada. Segun el
cromatograma de la figura 14, se comprobd que la citada muestra de cocaina estaba
adulterada con cafeina y lidocaina, obteniéndose los mismos resultados que por la técnica de
HPLC-UV/Vis. Ademas se observa una nueva sefial que podria provenir de otros compuestos

que no daban respuesta por HPLC-UV/Vis.
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Current Chromatogram(s)
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Figura 14: Cromatograma de la muestra de cocaina incautada analizada por CG-FID

3.3.4 Equipos empleados

-Cromatdgrafo de gases

Equipo Agilent Technologies 6890N
Columna GC Capillary Column BPx1 6m x 0.53 mm 2.650m
Gas portador Nitrégeno
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3.4Espectroscopia Raman

3.4.1 Determinacion de cocaina y adulterantes estudiados

Se realiza la calibracion del equipo con silicio cristalino para comprobar que la banda mas

intensa, 520 cm, se corresponde con la caracteristica de este patrén.

Posteriormente se procede al andlisis de la muestra patrdn de cocaina. Se toman un 10 mg de
muestra patron, triturados previamente en un mortero de agata, y se llevan a una placa
metalica de aluminio donde se deposita en una de las cavidades de la misma procediéndose
a su medida por Raman a un longitud de onda de excitacion de 784.92 nm. Los resultados

obtenidos se observan en la figura 15.
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Figura 15: Espectro de cocaina obtenido por Raman

Como se puede observar en la anterior figura, las bandas mas caracteristicas de la cocaina son

las siguientes. Tabla 20.
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Tabla 20: Bandas mas caracteristicas de la cocaina por Raman

Desplazamiento Raman (cm?)

Intensidad Relativa

118 58926
999 41430
1598 19971
1714 19180

A continuacién se procedid al estudio de la cafeina, paracetamol, acido salicilico, acido

acetilsalicilico, procaina, éxtasis y lidocaina. Los resultados obtenidos se encuentran en el

[Anexo D].

Las bandas mds caracteristicas de cada uno de los compuestos se pueden observar en la tabla

21.

Tabla 21: Bandas caracteristicas de los adulterantes estudiados

Compuesto Desplazamiento Raman (cm™) Intensidad Relativa
555 31514
Cafeina 1601 5698
1695 5545
Paracetamol 858 35594
) 772 64560
Acido Salicilico
1635 24057
i 173 64251
Acido Acetilsalicilico
1605 50135
116 64122
1166 37599
Procaina 1261 49365
1603 52605
1692 42981
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Compuesto Desplazamiento Raman (cm?) Intensidad Relativa
529 54699
608 53053
Extasis 715 51269
770 49118
808 52577
1092 63453
1274 53485
Lidocaina
1386 41781
1591 31109

Como se puede observar en los espectros, los compuestos que podrian mostrar alguna

interferencia en la identificacién de cocaina son la cafeina y la procaina. En la figura 16 se

muestra la superposicidn de sus respectivos espectros.
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Figura 16: Superposicion de los espectros de la cocaina, cafeina y procaina.
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Observando la superposicidon de espectros, las bandas mds caracteristicas de la cocaina, a
1598 y 1714 cm, se encuentran solapadas por lo que no seria posible la identificacion de
cocaina en presencia de dichos “adulterantes”. Sin embargo, al hacer un estudio mas profundo
del resto de bandas caracteristicas de la cocaina, se observa que la banda a 999 cm™ no se
encuentra solapada con ninguno de los compuestos estudiados, por tanto se podria
diferenciar unos compuestos de otros, pero en un analisis forense de cocaina no se

garantizaria una fiabilidad del 100%.

Por tanto, esta técnica, aunque con bandas caracteristicas y bien definidas para la cocaina, se
debe considerar como una técnica recomendable por su rapidez, portabilidad y su caracter no
destructivo, para hacer medidas sobre todo en zonas de incautacion como por ejemplo en

aduanas.

3.4.2 Determinacion de cocaina en una muestra incautada

Finalmente se procedio al estudio de una muestra de cocaina incautada. Su correspondiente
espectro se comparo con los de los patrones y se observd, que al igual que en los anteriores

estudios, la muestra de cocaina estaba adulterada con cafeina y lidocaina. Figura 17.
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Figura 17: Espectro de la muestra de cocaina incautada obtenido por Raman



La comparacion de espectros se encuentra en el anexo D.

3.4.3 Equipos empleados

-Equipo RAMAN

i-Raman B&W TEK modelo BW S415-785

3.5Espectroscopia de Absorcion Atomica (AAS)

Se considera interesante el estudio del mercurio mediante esta técnica debido a los problemas
de toxicidad de dicho elemento y que, como ya se ha indicado, dado el poco control en la
obtencion artesanal de la cocaina, pudiera estar presente en muestras como algun tipo de

compuesto organico o inorganico del mercurio.
3.5.1 Preparacion de la muestra

Se pesa la cantidad necesaria de muestra para preparar una disolucion de 25 ml de una
concentracion de 0.5 ppm en cocaina, para ello, se afiaden 2,5 ml de disolucion patréon de
cocaina de 5ppm, 2.5 mL de HNOs al 65% y 2.5mL de HCl al 37% y se enrasa con agua

desionizada hasta 25 ml
3.5.2 Maedicion de la muestra incautada

Una vez preparada la muestra, se procede a su medicién a la longitud de onda caracteristica
del Hg (254 nm), tres veces durante 15 segundos. Se obtiene un resultado de 1.06 ppm,

cantidad relativamente grande hablando de Hg en una muestra.
3.5.3 Identificacidon de equipos

-Equipo de absorcién atdmica

Agilent Technologies VGA77 Vapor Generation Accessory

Atomic Absorption Spectrometer AA140



3.6 Cromatografia de Intercambio Iénico (EIC)

Los aniones estudiados en este trabajo fueron el Sulfato (503 ~), Cloruro (CI), Nitrato (NO3),

Bromuro (Br’), Fluoruro (F) y Nitrito (NO3 ).
3.6.1 Preparacion de la linea de calibrado

En primer lugar se inyectaron los patrones de dichos aniones por separado, obteniendo los

tiempos de retencidon que se muestran en la tabla 22.

Tabla 22: Tiempo de retencion de los aniones por separado

Aniones Tiempo de retencién (min)
F 3.49
cr 4.80
NO3; 5.58
Br 6.71
NO3 7.51
502~ 12.75

Como se puede observar en la anterior tabla, cada anidn sale a un tiempo de retencidén por

lo que no habra interferencias a la hora de sus analisis.

A continuacion, se procedio a la inyeccion de patrones mixtos de concentracion 5ppm,

15ppm, 30ppm y 50ppm para poder realizar la posterior linea de calibrado. Tabla 23.



Tabla 23: Tiempo de retencion de los aniones en el patrén mixto

Aniones Tiempo de retencion (min)
F 3.42
cr 4.76
NO3; 5.63
Br 6.78
NO3 7.66
502~ 12.83

Como se puede observar en las tablas, los aniones salen a los mismos tiempos de retencién,
por lo que se procedio a la creacion de las respectivas lineas de calibrado. Figuras 18.

Lineas de calibrado

900
560 @ Sulfato
K .

200 ® Nitrato

600 @® Bromuro
@ 500 Nitrito
= 2w Pl
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100 ...... .o.‘...;';';'_"'.'-'"',".'..'.'.'vr'."

a-‘;"ll'.'.‘-#""""'
0 i
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Concentracion (ppm)

Figura 18: Linea de calibrado por cromatografia de Intercambio lénico de fluoruro, cloruro,
nitrito, bromuro, nitrato y sulfato. Todas ellas con un coeficiente de correlacién de 0.999
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3.6.2 Analisis de aniones

Patron 80% cocaina

En primer lugar se llevd a cabo el analisis de una disolucién de 10 ppm de la muestra de cocaina

del 80% patrén de cocaina. Segun el cromatograma, en dicha muestra aparecen los aniones

estudiados. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 19 y tabla 24.

uS/em 3

1.6

1.4

1.29

Figura 19: Cromatograma de cocaina obtenido por cromatografia de intercambio idnico

Tabla 24: Concentraciones de los aniones en el patron de cocaina

Anion Concentracion (ppm)
F (1) 1.03
Cr(3) 4.47
NO; (4) 1.71
Br (5) 2.15
NO3 (6) 2.00
03 (7) 1.71

Cristina Alvaro Perrote
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Patron extasis

A continuacién se llevd a cabo el analisis de la muestra utilizada como patrdn de éxtasis. Segln
el cromatograma, en la muestra se encuentra tan solo cuatro de los aniones estudiados. Los

resultados obtenidos se muestran en la figura 20 y tabla 25.

uS/cm 2
I
2.5
2.0+
1.5
1.0+
0.5
1 3 4
1 1 I
1 1
T T T T T T T T T T T T S R
l)/ 1 2 \ / 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 min

Figura 20: Cromatograma del patron de éxtasis obtenido por cromatografia de intercambio
iénico

Tabla 25: Concentraciones de los aniones en el patron de éxtasis

Anion Concentracion (ppm)
F(1) 0.84
cr(2) 5.68

NO3 (3) 1.84

S0Z™ (4) 1.37




Muestra incautada

Finalmente se llevé a cabo el analisis de la muestra de cocaina incautada. Segln el

cromatograma, en la muestra se encuentra tan solo cuatro de los aniones estudiados. Los

resultados obtenidos se muestran en la figura 21 y tabla 26.
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Figura 21: Cromatograma de la muestra de cocaina incautada obtenido por cromatografia de

intercambio

idnico

Tabla 26: Concentraciones de los aniones en muestra de cocaina incautada

Anion Concentracion (ppm)
F (1) 0.91
Ccr(2) 3.12

NO3 (3) 1.90

S03™ (4) 1.53

3.6.3

Identificacidon de equipos

-Cromatografo de Intercambio I1dnico

Equipo Metrosep Basic 107
Columna Columna Metrosep A Supp 250 / 4.0 mm
Fase movil 1.7 mM NaHCO3 y 1.8 mM Na;COs




4 CONCLUSIONES

a) Determinacion de cocaina

Se ha llevado a cabo un estudio comparativo de métodos para la determinacién de
cocaina en presencia de distintos compuestos, habitualmente presentes en muestras
requisadas, como: acido acetilsalicilico, acido salicilico, paracetamol, cafeina,
procaina, éxtasis y lidocaina. Las técnicas analiticas que se han empleado son las
siguientes:

o Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC-Vis/UV), (HPLC-FLD)

o Cromatografia de gases con detector FID (CG-FID)

o Espectroscopia Raman
De los andlisis realizados con distintas muestras preparadas, se puede concluir que la
técnica GC-FID es la mas idénea, tiempo de analisis mas corto y mejor resoluciéon de
picos, sin embargo, el procedimiento que se propone por HPLC-UV/Vis proporciona
resultados comparables a la anterior.
Se sugiere el procedimiento Raman para un primer analisis “in situ” ya que es una
técnica rdpida y de gran portabilidad, sin embargo no proporciona una informacién

cuantitativa comparable a las técnicas anteriores.

b) Determinacion de iones de caracter anionico

Se ha llevado a cabo un estudio de determinados iones que previsiblemente podrian
estar presentes en la droga y pudieran ocasionar un dafio en la salud. La técnica
empleada es:

o Cromatografia de Intercambio Iénico
Se ha realizado el analisis de una muestra de cocaina incautada en la que se
encontraron los siguientes aniones: fluoruro, cloruro, nitrato y sulfato, ninguno de

ellos presentes en concentraciones que pudieran implicar toxicidad por su consumo.



¢) Determinacion de mercurio

Se ha llevado a cabo un estudio para la determinacion de mercurio por Absorcion
Atomica de Vapor Frio en una muestra de cocaina incautada.

Se ha encontrado una concentracién de mercurio del orden de la ppm. De acuerdo
con las recomendaciones de la European Food Safety Authority (EFSA) de 2012 [10],
gue actualizd la ingesta semanal tolerable (IST) de mercurio inorgéanico en 4 pg/kg, lo
gue supone una ingesta de 240 ug por persona (de 60 kg de peso), esto implicaria
gue la concentraciéon ingerida de una muestra podria presentar problemas de

toxicidad adicional a la droga ingerida.
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A) Cromatografia de liquidos de alta eficacia con

detector UV/Vis (HPLC-UV/Vis)



Data File C:\CHEM32\1\DATA\CRISTINA\CRISTINA000279.D
Sample Name: Mixto 10ppm (Gradientg) 2 ROMATOGRAI

Acg. Operator s ‘Cristing
Acg. Instrument : Instrument 1 Location : Vial 1
Injection Date 10/29/2014 6:09:23 PM
Acq. Method C:\CHEM32\1\METHODS\CRISTINA COCA.M
Last changed : 10/29/2014 6:25:56 PM by Cristina
(modified after loading)
Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\ENCENDIDO.M
Last changed : 11/20/2014 10:11:47 AM by Cristina

CUT

~ VWD1 A, Wavelength=280 nm (CRISTINA\CRISTINAD00279.D)
- mAU 5

—~8.698

Sorted By - Signal

Calib. Data Modified : 11/5/2014 6:45:44 PM
Multiplier s 1.0000

Dilution . 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: VWDl A, Wavelength=230 nm

Instrument 1 3/17/2015 11:31:55 AM Cristina Page 1 of 2



Data File C:\CHEM32\1\DATA\CRISTINA\CRISTINAO00332.D
Sample Name: éxtasis 5 ppm

Acg. Operator

Acg. Instrument :

Injection Date

Acg. Method -
Last changed 5

Analysis Method :

Last changed

Cristina

Instrument 1
11/11/2014 11:29:46 AM
C:\CHEM32\1\METHODS\CRISTINA COCA 2.M
11/11/2014 11:29:50 AM by Cristina
(modified after loading)
C:\CHEM32\1\METHODS\ENCENDIDO.M
11/20/2014 10:11:47 AM by Cristina

VWD1 A, Wavelength=230 nm (CRISTINA\CRISTINA000332.D)

Location : Vial 1

mAU 2
1 o
22 I
20
| {
18- !
] |
- x
16
14 - i
1 [ |
124
1
]
10 - A
1l M sS—
] 1
8-
' 0 S a 5
Area Percent Report
Sorted By Signal
Calib. Data Modified 11/5/2014 6:45:44 PM
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: VWDl A, Wavelength=230 nm

Instrument 1 3/17/2015 11:34:19 AM Cristina

Page

L of 2

min



Jata File C:\CHEM32\1\DATA\CRISTINA\CRISTINA000339.D
jample Name: Acetilsalicilico 5 ppm (15% ACN)

Acg. Operator : Cristina

Acg. Instrument : Instrument 1 Location : Vial 1
Injection Date : 11/11/2014 12:43:28 PM

Acg. Method : C:\CHEM32\1\METHODS\CRISTINA COCA 2.M

Last changed : 11/11/2014 12:52:09 PM by Cristina

(modified after loading)
Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\ENCENDIDO.M
Last changed : 11/20/2014 10:11:47 AM by Cristina
VWD1 A, Wavelength=230 nm (CRISTINA\CRISTINA000339.D)

mAU -
1 I
| ] ‘i
‘ 1
‘ 25
J
\ 1 [
\ 20 i
\ 1 i
1 4 |
po
| [
| 15—~ l)’I
1 1 (-
; N
[
] [
10 ;
[
| B Y B - o ]
5
]'_'_—__'________T_' e e !
IS | . S | o 6 8 B min
Area Percent Report
Sorted By : Signal
Calib. Data Modified : 11/5/2014 6:45:44 PM
Multiplier 3 1.0000
Dilution 3 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: VWDl A, Wavelength=230 nm

Instrument 1 3/17/2015 11:36:52 AM Cristina Page 1l of 2



Data File C:\CHEM32\1\DATA\CRISTINA\CRISTINAOO0357.D
Sample Name: Salicilico Sppm (15%ACN)

Acg. Operator : Cristina

Acqg. Instrument : Instrument 1 Location : Vial 1
Injection Date : 11/13/2014 11:18:44 AM

Acq. Method : C:\CHEM32\1\METHODS\CRISTINA COCA 3.M

Last changed : 11/13/2014 11:21:44 AM by Cristina

(modified after loading)
Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\ENCENDIDO.M
Last changed : 11/20/2014 10:11:47 AM by Cristina

| VWD1 A, Wavelength=230 nm (CRISTINA\CRISTINAO00357.D)

| mAU g
70_ ﬁ
, I
60 5
| ] II
!
50 - |
| |
| i
i 40 - [
? |
0 |
] |
|
' 20 - ||
| II ‘I
’ 10 -
I T I T
0 0.5 1 15 2 25
Area Percent Report
Sorted By : Signal
Calib. Data Modified : 11/5/2014 6:45:44 PM
Multiplier H 1.0000
Dilution - 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: VWDl A, Wavelength=230 nm

Instrument 1 3/17/2015 11:46:36 AM Cristina

Page

1l &ef 2



Data File C:\CHEM32\1\DATA\CRISTINA\CRISTINAQ00340.D
Sample Name: Acetilsalicilico 5 ppm (5% ACN)

Acg. Operator : Cristina

Acqg. Instrument : Instrument 1 Location : Vial 1
Injection Date : 11/11/2014 12:59:03 PM

Acg. Method : C:\CHEM32\1\METHODS\CRISTINA COCA 2.M

Last changed : 11/11/2014 1:08:22 PM by Cristina
(medified after loading)

Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\ENCENDIDO.M

Last changed : 11/20/2014 10:11:47 AM by Cristina

VWD1 A, Wavelength=230 nm (CRISTINA\CRISTINA000340.D)

mAU ‘ E
45 i1
] |
] !
40 '
; (|
35 -
| | |
b Il
25- H
20 j
] !
;‘ |
10—
_ - L - — e —
51
! 1 S e e R o e — I =
o 0 1 2 3 o 4 5 b
Area Percent Report
Sorted By -~ Signal
Calib. Data Modified : 11/5/2014 6:45:44 PM
Multiplier : 1.0000
Dilution 4 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: VWDl A, Wavelength=230 nm

Instrument 1 3/17/2015 11:37:27 AM Cristina

Page

9 min

1 of 2



Data File C:\CHEM32\1\DATA\CRISTINA\CRISTINA000355.D
Sample Name: Salicilico 5ppm (5%ACN)

Acq. Operator : Cristina

Acq. Instrument : Instrument 1 Location : Vial 1
Injection Date : 11/13/2014 11:03:00 AM
Acq. Method : C:\CHEM32\1\METHODS\CRISTINA COCA_3.M

Last changed : 11/13/2014 11:07:27 AM by Cristina
(modified after loading)

Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\ENCENDIDO.M

Last changed : 11/20/2014 10:11:47 AM by Cristina

| VWD1 A, Wavelength=230 nm (CRISTINA\CRISTINA000355.D)

mAU | o
o™
1 <
354 |
| | |
30-
] |
]
25+
20
J}
i
15 -
10 -
;7 = — = — e == =Sl = ——
5_
| I T = =4 T L T T R TR T 1 = L 1
[ 0 ) 1 - 2 3 4 B 5 min
Area Percent Report
Sorted By : Signal
Calib. Data Modified : 11/5/2014 6:45:44 PM
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: VWDl A, Wavelength=230 nm

Instrument 1 3/17/2015 11:45:08 AM Cristina Page 1 of 2



Data File C:\CHEM32\1\DATA\CRISTINA\CRISTINAOO0356.D
Sample Name: Salicilico 5ppm (10%ACN)

Acqg. Operator

Cristina

Acg. Instrument Instrument 1 Location : Vial 1
Injection Date 11/13/2014 11:10:22 AM
Acg. Method C:\CHEM32\1\METHODS\CRISTINA COCA 3.M
Last changed 11/13/2014 11:14:13 AM by Cristina
(modified after loading)
Analysis Method C:\CHEM32\1\METHODS\ENCENDIDO.M
Last changed : 11/20/2014 10:11:47 AM by Cristina
VWD1 A, Wavelength=230 nm (CRISTINA\CRISTINA0OO0356.D) )
mAU | i
@
% i
50 “
Il
[
] \
i | [
. 407 |
| |
| ;
| 1 |
i 30
| : \
|
20 -
1
10—

Lo

Area Percent Report
Sorted By Signal
Calib. Data Modified 11/5/2014 6:45:44 PM
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: VWDl A, Wavelength=230 nm

Instrument 1 3/17/2015 11:45:38 AM Cristina

35

Page
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Data File C:\CHEM32\1\DATA\CRISTINA\CRISTINAO00359.D
Sample Name: Mixto 12 y 20 (Gradiente 10%ACN)

Acg. Operator 3
Acqg. Instrument
Injection Date
Acq. Method
Last changed

Cristina

Instrument 1

11/13/2014 11:36:39 AM

C:\CHEM32\1\METHODS\CRISTINA COCA_3.M

11/13/2014 11:34:11 AM by Cristina

(modified after loading)

Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\ENCENDIDO.M

Last changed 11/20/2014 10:11:47 AM by Cristina
VWD1 A, Wavelength=230 nm (CRISTINA\CRISTINA000359.D)

mAU | 8
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Area Percent Report

Sorted By - Signal
Calib. Data Modified : 11/5/2014 6:45:44 PM
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: VWDl A,

Wavelength=230 nm

Instrument 1 3/17/2015 11:47:27 AM Cristina
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Data File C:\CHEM32\1\DATA\CRISTINA\CRISTINAQOO0317.D

Sample Name: Problema A (Gradiente)

IR

Acg. Operator : Cristina
Acg. Instrument : Instrument 1 Location : Vial 1
Injection Date : 11/6/2014 11:14:09 AM
Acg. Method : C:\CHEM32\1\METHODS\CRISTINA COCA 2.M
Last changed 11/6/2014 11:12:09 AM by Cristina
(modified after loading)
Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\ENCENDIDO.M
Last changed : 11/20/2014 10:11:47 AM by Cristina
i VWD1 A, Wavelength=230 nm (CRISTINA\CRISTINA000317.D) ‘
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Area Percent Report
Sorted By : Signal
Calib. Data Modified : 11/5/2014 6:45:44 PM
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: VWDl A, Wavelength=230 nm

Instrument 1 3/17/2015 12:02:03 PM Cristina

Page

1l of 1



ita File C:\CHEM3Z\1\DATA\CRISTINA\CKLISTINAVUUUS31Y.U
imple Name: Problema B (Gradiente)

Acg. Operator : Cristina

Acqg. Instrument : Instrument 1 Location : Vial 1
Injection Date : 11/6/2014 11:32:41 AM

Acq. Method : C:\CHEM32\1\METHODS\CRISTINA COCA 2.M

Last changed : 11/6/2014 11:26:13 AM by Cristina
(modified after loading)

Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\ENCENDIDO.M

Last changed : 11/20/2014 10:11:47 AM by Cristina

VWD1 A, Wavelength=230 nm (CRISTINA\CRISTINA000318.D)

I
. mAU . 5
| | 1
I |
| |
i ] ‘»
i 80 | 1|
| | -
! { 5
| i ™
i | |-
I ;!
| 60—] 'i I
| .
1 |-
I ||
v A |
1i | |
! | i | 4
1 [ | D ~
! 20 | = b
[ | [ A @
| 7 i g /|
| 1 [ {‘. JN @)
I ' I S rs 1T =
SN | T [ S - B SGa
0 ]
[ e g e s [ = T T
L. o 'z 4 B 6 pr s il = aare 5
Area Percent Report
Sorted By H Signal
Calib. Data Modified : 11/5/2014 6:45:44 PM
Multiplier : 1.0000
Dilution - 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: VWDl A, Wavelength=230 nm

Instrument 1 3/17/2015 12:03:03 PM Cristina

Page

1l or 1L

min



Data File C:\CHEM32\1\DATA\CRISTINA\CRISTINAO00319.D
Sample Name: Problema C (Gradiente) ‘~1AJYVM

Acg. Operator : Cristina

Acqg. Instrument : Instrument 1 Location : Vial 1
Injection Date : 11/6/2014 11:53:16 AM
Acqg. Method : C:\CHEM32\1\METHODS\CRISTINA COCA_2.M

Last changed : 11/6/2014 11:44:45 BM by Cristina
(modified after loading)

Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\ENCENDIDO.M

Last changed : 11/20/2014 10:11:47 BM by Cristina

AT

\ b {\\ .

VWD1 A, Wavelength=230 nm (CRISTINA\CRISTINA000315.D)
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Data File C:\CHEM32\1\DATA\CRISTINA\CRISTINA0O00320.D
Sample Name: Problema D (Gradiente)

Acg. Operator : Cristina
Acg. Instrument : Instrument 1 Location : Vvial 1
Injection Date : 11/6/2014 12:08:53 PM
Acgq. Method : C:\CHEM32\1\METHODS\CRISTINA COCA 2.M
Last changed : 11/6/2014 12:05:21 PM by Cristina
(modified after loading)
Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\ENCENDIDO.M
Last changed : 11/20/2014 10:11:47 AM by Cristina
‘ VWD1 A, Wavelength=230 nm (CRISTINA\CRISTINA000320.D) a o
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B)Cromatografia de liquidos de alta eficacia con

detector de fluorescencia (HPLC-FLD)
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Data File C:\HPCHEM\1\DATA\CRISTINA\CAP_0003.D

Sample Name:

Injection Date
Sample Name
Acqg. Operator
Method

14/05/2015 15:09:44
coca 40ppm
PEPE

C:\HPCHEM\1\METHODS\COCA.M

14/05/2015 14:42:14

by PEPE

Location

CRomaolRAMNMMA

A

COCd 4uppi

Last changed
(modified after loading)

Determinacién de Cocaina

FLD1 A, Ex=243, Em=320 (CRISTINA\CAP_0003.D)
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External Standard Report
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Multiplier 5 1.0000
Dilution 2 1.0000
Signal 2: FLDl A, Ex=425, Em=515 not found
RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] LU *s [mg/L]
——————— el R e R e i e i e | Rl B e e s e s
7.999 = 2 = curcumina
Totals : 0.00000
Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors
Warning : Calibrated compound(s) not found
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Data File C:\HPCHEM\1\DATA\CRISTINA\CAP 0020.D Sample Name:

Injection Date : 18/05/2015 17:00:25

Sample Name : extasis 5 (15) Location : =
Acqg. Operator : PEPE
Acg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\COCA.M
Last changed : 18/05/2015 17:00:39 by PEPE _ o \
(modified after loading) (LS Wl -
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\COCA.M
Last changed : 25/11/2014 19:24:36 by CRISTINA
Determinacién de Cocaina
FLD1 A, Ex=243, Em=320 (CRISTINA\CAP_0020.D)
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Totals : 0.00000

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors

Warning : Calibrated compound(s) not found
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C)Cromatografia de fases detector de llama (GC-FID)
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Print of window 38: Current Chromatogram(s) ﬂcghucﬂidk(h~
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Print of window 38: Current Chromatogram(s) & y¥onS OO0 o KLL“‘&QAALQC“,KE'\

Current Chromatogram(s)

pAA
4
4

FID1 B, (FID01331.D)
§

L®

0.667

B A

T
1

miny

L T T R g

1

1 a/1E/"A“ A

2 88 :90 PP Med mided onm



Print of window 38: Current Chromatc . e —c
gram(s) Pt otouus\ oo QRS (lu‘\\uw@c« =)
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Print of window 38: Current Chromatogram(s) (o felre. WO SN (o FoA o TSN
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Print of window 38: Current Chromatogram(s) [\duaiva OO Qe (€ \ché*“u;\iz\
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drint of window 38: Current Chromatogram(s) Penoira wo e (Lo TR —(E;\
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'rint of window 38: Current Chromatogram(s)
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D) ESPECTROSCOPIA RAMAN
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