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RESUMEN

La presente investigacion se realizo en el Laboratorio de Criminalistica de la Provincia
de Chimborazo con el proposito de validar el método de Cromatografia de Gases para
determinar Cannabinoides (compuestos del Cannabis) proporcionando un sinnimero de
pruebas que garantizaron la reproducibilidad y confiabilidad de resultados. Primero se
utilizé una solucién madre de estandar puro y un estandar interno (Tetracosano) y se
procedio a analizar los siguientes parametros: La selectividad se analizd mediante el
calculo la resolucion (RS) obteniendo valores mayores a 1,5, la linealidad se determind
mediante el coeficiente de variacion r y r2 es > 0,999 y un t-Student con n-2 grados de
libertad a dos colas y 0=0.05 aceptando la H1 que confirma que existe correlacion lineal
entre las variables, la sensibilidad se calculé mediante la pendiente, el limite de
cuantificacion fue 1,87378x10°, el rendimiento de 99,9994% vy el error 0,0006%, la
precision se obtuvo mediante el coeficiente de varianza (%CV) y se aplico el test de
Fisher con 1 grado de libertad a una cola para el numerador y 6 grados de libertad para
el denominador y 0=0.05, se acepta la Ho demostrando que no existe varianzas
significativas en los datos, para determinar la robustez de un sistema se aplicé la prueba
de Youden y Steiner.

Los resultados del andlisis demostraron que el método es apropiado para la
determinacion de Cannabinoides ademas que las variables del equipo como la
temperatura y el volumen de inyeccion no deben ser modificadas porque alteran los

resultados de manera significatival.

PALABRAS CLAVE:

<VALIDAR> < CUANTIFICACION > <CROMATOGRAFIA DE GASES> < RESULTADOS
CONFIABLES > < RESULTADOS REPRODUCIBLES> <COMPUESTOS DEL CANNABIS>
<DROGAS>



CAPITULO |

INTRODUCCION

1.1. Situacion Problematica

En nuestro pais la posesion ilegal de drogas y estupefacientes es un delito penado por la
ley sin embargo se acepta ciertos limites permitidos por lo cual es importante conocer la
cantidad de droga incautada, esta investigacion se centra en la droga conocida como
Cannabis la cual es permitida en casos de terapia en una cantidad no mayor a 10

gramos.

La cromatografia de Gases es el método méas utilizado para la determinacion de esta
droga por lo tanto se necesita validarlo para que el departamento de Criminalistica de la
Provincia de Chimborazo obtenga un mejor desempefio en su trabajo y que garantice

resultados confiables.

1.2. Formulacion del Problema

En las primeras etapas de desarrollo de investigacion es necesario realizar los diversos

estudios de validacion para asegurar que los resultados obtenidos sean confiables,



evitando que existan errores que podrian perjudicar a los implicados en la posesion de
drogas.

Muchos investigadores se centran en la especificidad, linealidad, exactitud y estudios de
precision de drogas; aplicando pruebas presuntivas las cuales nos orientan acerca de la
presencia 0 ausencia de la sustancia en cuestion para aplicar después pruebas
confirmatorias que aseguren su presencia ademas de cuantificar los diversos

Cannabinoides que se presentan en las muestras analizadas.

1.3. Justificacion tedrica

La confiabilidad en los andlisis de laboratorio juega un papel decisivo en un proceso
penal. Si los resultados obtenidos no son fiables, se pueden producir errores al momento

de dictaminar una sentencia por parte de los jueces.

Mediante la validacién se puede asegurar que un método es adecuado para el proposito
que ha sido disefiado, es decir, resolver un problema analitico particular, dando validez

y confiabilidad de los resultados emitidos por el laboratorio.

La técnica que se utilizara para la determinacion de estas sustancias ilicitas es la
Cromatografia de Gases ya que es el procedimiento analitico mas confiable y

especifico actualmente, recomendado por la comunidad cientifica internacional.

Por tales razones, este trabajo pretende establecer los parametros de validacion para la
técnica instrumental de Cromatografia de Gases, para el analisis de Cannabinoides
encontradas en muestras solidas incautadas, en el Laboratorio de Quimica Forense del

Departamento de Criminalistica de la Provincia de Chimborazo

El fin de obtener datos de alta calidad, por medio del uso de mediciones analiticas que
sean precisas, confiables y adecuadas.



1.4, Justificacion practica

La Cromatografia de Gases es uno de los meétodos mas utilizados dentro del
departamento de Criminalistica de la Provincia de Chimborazo debido a que ofrece
resultados en un periodo de tiempo relativamente corto y adecuado para la

determinacion de drogas tanto en forma cuantitativa como cualitativa

Es por esto que se necesita que todos los resultados obtenidos sean confiables debido a
que cualquier error puede ocasionar problemas judiciales, es por esto que se debe
validar el método y asi tener un respaldo de que el trabajo realizado en el Laboratorio de

Quimica Forense de la Provincia de Chimborazo es afectivo para el propésito dado.

1.5. Objetivos

1.5.1. Objetivo general

Validar del método de cromatografia de Gases para determinar la presencia de

Cannabinoides en muestras incautadas

1.5.2. Objetivos especificos

= Determinar cuantitativamente los grupos delta-9- tetrahidrocarbocannabinol
presentes en muestras incautadas, establecidas por el método de Cromatografia
de Gases

= Establecer experimentalmente los valores de los parametros como selectividad,
linealidad, sensibilidad, limites (limite de deteccion y de cuantificacion),
exactitud, precision, robustez y aplicabilidad con el fin de establecer un
comprobable grado de confianza para el analisis

= Comprobar que el método de Cromatografia de Gases es efectivo y factible para

determinar Cannabinoides presentes en muestras incautadas.



CAPITULO II

MARCO TEORICO

2.1. Marco Filosofico o epistemoldgico de la investigacion

2.2. El laboratorio de quimica forense del departamento de criminalistica

de Chimborazo.

Es una institucion publica que presta sus servicios en el campo de la Quimica Forense a
toda la poblacion de la ciudad de Riobamba y la provincia de Chimborazo atendiendo
sus necesidades buscando fomentar la investigacion de los futuros profesionales que

alli se forman.

El departamento del Laboratorio de Quimica Forense de esta Institucion, esta
encargada de la investigacion de los diferentes toxicos y drogas que se pueden
encontrar en las multiples muestras biologicas y no biologicas que al ingresar al
organismo de un ser vivo van a producir severas alteraciones e incluso la muerte del

individuo y asi determinar la causa y el agente causal de la intoxicacion de la persona



2.3. Validacion

La validacion de los métodos analiticos conjunto con la calibracion del equipo son
elementos transcendentales de la garantia de calidad de los laboratorios, es por esto que
los métodos utilizados en un laboratorio de quimica forense del departamento de
Criminalistica deben ser evaluados y sometidos a pruebas para asegurarse de que los

resultados sean validos y coherentes con el objetivo previsto. (UNODC, 2010)

Todos los métodos nuevos que se introduzcan en un laboratorio deben estar ademas
documentados, y todos los analistas que los vayan a utilizar han de recibir una
formacion adecuada y demostrar su competencia en su utilizacién antes de empezar a

actuar en casos concretos.

La validacion o la verificacion de un método se realizan mediante una serie de pruebas
normalizadas y experimentales de las que se obtienen datos sobre su exactitud,
precision, etc. El proceso que ha de seguirse para ello debe constar por escrito como

procedimiento normalizado de trabajo.

Si un método se modifica o se aplica en una situacion nueva (por ejemplo, una muestra
de matriz nueva) se necesitard una revalidacion o una verificacién, segun el alcance de

la modificacion y el caréacter de la nueva situacion.

Los sistemas expuestos en la bibliografia pueden variar de las presentes directrices en
algunos aspectos porque la validacion depende necesariamente del uso predicho. Una de
las ventajas de estas directrices es que se ocupan en exclusiva del andlisis cualitativo y
cuantitativo de sustancias estupefacientes sometidas a fiscalizacion que se encuentren

en materiales incautados o especimenes biolégicos. (UNODC, 2010,)

El objetivo de la validacion de un proceso es demostrar la capacidad de proporcionar, de
forma continuada y reproducible, productos homogéneos de acuerdo a unas

especificaciones de calidad. La validacion transita por cuatro etapas o fases que son: la



calificacion de disefio, calificacion de la instalacion, calificacion de la operacion, y
calificacion del desempefio. (CECMED, 1994)

2.4.

Antecedentes de la investigacion

Las buenas précticas de fabricacion vigentes en los Estados Unidos (Codigo de

Reglamentos Federales, Administracién de Alimentos y Drogas), la Pharmacopoeia

Convention de los Estados Unidos, la Asociacion de Salud Publica Americana y la

Conferencia Internacional de Armonizacion, entre otros (SWGDRUG, 2008.)

Tabla 1-1. Validacion de materiales incautados segun la UNODC

2.9.2 Materiales incautados — Analisis cuantitativo (continuacién)

Parametro

Requisitos para la validacién

Criterios para la aprobacion

Recuperacion (si se
necesita una
extraccidn)

Preparar muestras del analito con tres miveles de concentracién en
una matriz tipica. Higanse cinco réplicas de los extractos de cada
muestra. Al mismo tiempo analicense las soluciones estindar del
analito de que se trate. La recuperacion se calcula a continuacion
comparando las respuestas espectroscopicas del analito, por ejemplo,
las absorciones, con las de los patrones.

Recuperacidn % = [AI/A2Z] x 100
Para cada muestra utilizada para la extraccion:
Al = respuesta del analito

A2 = respuesta del patrin.

La recuperacion debe ser reproducible con
un margen de +13%.

Nota: como se indica en la Parte 11, el por-
centaje de recuperacion absoluta no es fun-
damental en la medida en que sea reproducible
y el limite bajo de cuantificacién sea
adecuado.

Incertidumbre

Estimar los errores en cada etapa del proceso analitico utilizando los
datos de la validacidn, si se dispone de ellos, y calcular la incerti-
dumbre total (véase el apartado 2.6. de la Parte II).

Como orentacion general, la incertidumbre
debe sitarse en una banda de =I5% del
limite de cuantificacién; =10% del rango
medio o alto.

Especificidad/
selectividad

Como en el andlisis coalitativo

Como en el andlisis coalitative

Limite de
cuantificacion

Analizar, una sola vez, diez muestras en blanco extraidas de una
matriz tipica de la droga que contengan ésta en concentraciones
priximas al nivel minimo (cercano al limite de cuantificacidn) en el
que puede percibirse una sefial que indique su presencia.

Expresar el limite de cuantificacién como desviacion estindar de +3
o *10 del valor de la muestra en blanco en la posicion de la
droga.

El limite de cuantificacidn debe ser adecuado
para los fines previstos (es decir, de ser
sometido a un control de calidad externo,
debe permitir el cumplimiento de los objeti-
vos de calidad que correspondan).

Continuara. ..



Continta...

Linealidad y rango
de trabajo*

Analizar una muestra en blanco y otras seis muestras en blanco pre-  El rango de trabajo debe permitir la obten-
paradas independientemente que contengan la droga de interés en cidn de los resultados previstos.
sels concentraciones distintas distribuidas en intervalos iguales a lo

largo del rango de interés.

Precisién en
condiciones de
repetibilidad y
reproducibilidad

Analizar diez muestras en blanco preparadas independientemente ¥ La desviacion estindar de los controles de
anadidas con la droga de interés en seis concentraciones distribuidas  concentraciones bajas debe ser inferior al
a intervalos iguales dentro del rango de trabajo v expresar la variacidn ~ 20% v la de los controles de otros niveles
en términos de desviacion estindar de cada concentracidn. debe ser inferior al 15%.

Exactitod

Analizar diez muestras en blanco preparadas independientemente ¥ Los errores en los controles de concentracio-
afiadidas con la droga de interés en tres niveles de concentracién nes bajas han de ser inferiores al 20% y en
distintos (alto, medio v bajo) v expresar la diferencia entre el resul- los demds controles inferiores al 15%.

tado medio y el resultado esperado en porcentaje.

Fuente: UNODC (2010)

Entre las operaciones ordinarias de mantenimiento cabe mencionar los controles del

septum, el sistema de inyeccion, las presiones del gas y los filtros internos, el nivel de la

sefial de base y el ruido de fondo.

2.5. Bases Teoricas

2.5.1. El Cannabis

Cuadro 1-1. Clasificacion cientifica

CLASIFICACION CIENTIFICA

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Orden Urticales
Familia Cannabaceae
Género Cannabis

Realizado por: Estefania Heredia
Fuente: Datos tomados de Marshall (2012)



El Cannabis comunmente conocida como “Marihuana” es una planta anual y es una hierba
dioica, es decir las flores masculinas y femeninas se encuentran en distintas plantas,
aungue hay alguna excepcion. Las plantas masculinas o estaminadas son por lo general
mas altas pero menos robustas que las femeninas o pistiladas. Los tallos son erectos y
pueden variar desde 0,2 m. hasta 6 m. Sin embargo, la mayoria de las plantas alcanzan
de 1-3 m de alturas. La falta de ramificacion, como la altura de la planta, depende de

factores ambientales y hereditarios asi como del método de cultivo.

Microscopicamente la Cannabis presenta pelos tectores curvados aislados o formando
parte de la epidermis similares a una ufia de gato. Algunos de ellos pueden estar
engrosados en la base con cristales de carbonato calcico (cistolitos). Las bracteas (el
organo foliaceo en la proximidad de las flores y diferente a las hojas normales y las
piezas del perianto)de la inflorescencia femenina poseen abundantes pelos secretores
con pie pluricelular pluriseriado y cabeza globulosa constituida por 8-16 células. (LINEO
Carlos, 1753)

2.5.2.Composicién

Existen un sinnimero de variedades de Cannabis pero se conocen principalmente la
Indica, Sativa, Rudelaris, Spontanea y Kafiristanca; su principal diferencia es la
proporcion de Cannabinoides que presentan en su composicion Sin embargo los efectos
varian de acuerdo a cada organismo debido a su composicion inestable y al origen de

cultivo de cada planta.

La Cannabis esta compuesta de aproximadamente 400 sustancias quimicas diferentes,
60 de las cuales estan estructuralmente relacionadas con la sustancia psicoactiva
Tetrahidrocanabinol delta-9 o THC, que es el principal psicoactivo de esta planta, entre
las demas sustancias se encuentran Canabidiol CBD, Cannabiniol CBN y en minimas

cantidades Cannabigerol, Cannabicromero, Cannabicicol. (PGR, 1998)



Figura 1-1. Estructura quimica del THC segun la numeracion monoterpenoide

Fuente: Datos tomados de Grotenhermen (2003)

Figura 2-1. Cannabinol

OH

Fuente: Datos tomados de Grotenhermen (2003)

Figura 3-1. Cannabidiol

Fuente: Datos tomados de Grotenhermen (2003)



Figura 4-1. Cannabigerol

OH

Fuente: Datos tomados de Grotenhermen (2003)

Figura 5-1. Cannabiciclol

Fuente: Datos tomados de Grotenhermen (2003)

Figura 6-1. Canabicromero

HO

Fuente: Datos tomados de Grotenhermen (2003)
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2.5.3.Meétodos para determinar Cannabinoides

= Examen microscopico

= Espectrofotometria uv/visible

= Inhibicién de la hemaglutinacion

= Espectrofotometria de absorcion atémica
= |dentificacion fotogréafica

=  Pruebas colorimétricas

2.5.4. Métodos cromatograficos

La cromatografia cuyo significado es “Escribir en colores” es un método cualitativo de
analisis que permite separar a los diversos componentes que se presentan en una
muestra basado en dos fendmenos la adsorcion (en la cual la moléculas, iones 0 &tomos
son retenidos formando una pelicula en la superficie de un cuerpo) y la absorcién (en la

que sustancias son atraidas por un liquido logrando que las asimilen) .

En dependencia de las velocidades con que se mueven los componentes a través de dos
fases una mdvil que recorrera arrastrando a ciertos componentes afines y otra
estacionaria que retendrd a los demas componentes dependiendo de sus tazas de
migracion (IUPAC) logrando asi una identificacion, aislamiento o separacién clara y

definida segun el tipo de cromatografia que se empleel.

Cuando la muestra se presenta como un material de caracteristica vegetal, seco y
triturado, resulta dificultoso el reconocimiento de adulterantes procedentes de otras
especies vegetales, o del estiércol de ganado, sobre todo cuando la muestra se encuentra
prensada. (WADE DT, 2003)
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Cuadro 2-1 Estado fisico de las fases

ESTADO FISICO DE LAS FASES

FASE MOVIL
Liquida Gaseosa
o Cromatografia de
Cromatografia liquida
gases
. Cromatografia liquido- Cromatografia gas-
Solida . o
solido solido
FASE ESTACIONARIA i
L Cromatografia liquido- Cromatografia gas-
Liquida o o
liquido liquido

Realizado por: Estefania Heredia

2.5.4.1. Cromatografia de gases

Es una técnica analitica que aporta informacion tanto cualitativa como cuantitativa, se
basa en la separacion de los diversos componentes por el fendmeno de particion en la
cual la muestra se volatiliza y se transporta por la fase movil hacia la columna cerrada
en la que se encuentra presente la fase estacionaria y la respuesta es medida por el

tiempo de retencion.

Cabe destacar que existe una afinidad entre la muestra tanto en fase mévil como en fase
estacionaria. (BARQUERO Miriam, 2006.)

Las ventajas de la Cromatografia de Gases son que posee detectores universales, un sin
namero de aplicaciones, metodos sencillos, rapidos, efectivos e inclusive economicos

comparado con otras cromatografias como HPLC

La temperatura es una desventaja y limitante durante el analisis como en los compuestos
pocos volatiles cuyo peso molecular supera a 300 u.m.a., compuestos sensibles a
cambios de temperatura y compuestos muy poco volatiles que por lo general se

encuentran en forma iénica. (BLGO. Andrés, 2006 )
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Se puede diferenciar dos tipos de Cromatografia de Gases la cromatografia gas-sélido
(GSC) cuya fase estacionaria es sélida y el proceso se fundamenta en la adsorcion la
cual no es lineal por lo que provoca una retencion semipermanente del analito y picos
con colas delimitando asi a este analisis para muestras con peso molecular bajo mas

presenta coeficientes de distribucion mucho mayores

Se utiliza mas ampliamente tenemos a la cromatografia gas-liquido (GLC) que presenta
una fase estacionaria liquida inmavil en la superficie de un sélido inerte; en estos tipos

de Cromatografia la fase mavil es un gas portador. (BARQUERO Miriam, 2006)

2.5.5. Cromatografo de gases

Un Cromatografo de gases es un equipo complejo que permite la deteccién de los
diferentes componentes de una muestra permitiendo un flujo constante de la fase movil,
volatilizar a la muestra e introducirla en la corriente de gas portador, mantener la
longitud apropiada de la fase estacionaria y la temperatura de la columna asi como
detectar los componentes de acuerdo a los tiempos de retencion proveyendo una
respuesta clara. (MCNAIR Harold, 1998)

2.5.6. Descripcion del Cromatografo de gases

El Cromatografo de Gases consta de los siguientes elementos:

= Fase movil.

= Fase estacionaria.

= Sistema de inyeccion.

» Horno y columna del Cromatdgrafo.
= Sistema de deteccion

= Sistema de registro de datos.
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2.5.6.1. Fase movil.

Esta fase es generalmente un gas, liquido o un fluido supercritico (es un hibrido entre un
liquido y un gas) que no afectan la separacion debido a que no interfieren en los
procesos de sorcion (la agrupacion de compuestos quimicos de manera disuelta o
gaseosa), desorcién (la eliminacion de compuestos quimicos desde un medio

adsorbente)o particion que se producen en la columna,

Principalmente se utilizan Argon, Helio, Diéxido de Carbono o Nitrogeno dependiendo
del tipo de detector sin embargo el gas utilizado afecta en la altura del plato como se

explicara posteriormente,

Las fuentes mas utilizadas son cilindros de alta pureza o en su defecto eliminar las
impurezas que puedan afectan la respuesta del detector que se pueden administrar a una
presion adecuada y constante.

Puede estar almacenado en balas normales 0 mediante un generador, regulado por un
sistema de mandmetros ubicados a la entrada y salida del generador que controlan el
flujo constante regulado mediante un rotametro (medidor de caudal de area variable y
de caida de presién constante.) o un medidor de pompas de jabon y finalmente un tamiz

molecular que puede actuar como deshidratador del gas.

Para evitar la interferencia de las impurezas principalmente hidrocarburos, agua, CO,
etc. muchos dispositivos poseen trampas a la entrada del gas sin embargo poseen una
capacidad limitada (BARQUERO Miriam, 2006 .).

La fase movil tiene dos finalidades claras; el transportar los componentes de la muestra
sin discriminaciones y el acondicionar una matriz apropiada para el detector para este

fin debe cumplir ciertos parametros:
= Inerte tanto con los componentes de la muestra como con los de la fase estacionaria

= Minimizar la dispersion gradual de un gas en otro

» Elevada pureza
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=  Econdémico

= Disponible

= Compatible con el detector a utilizar

2.5.6.2. Fase estacionaria.

La fase estacionaria es aquella que interaccionara con los componentes de la muestra,

por lo general se encuentra entrelazada o entrecruzada impidiendo asi la perdida durante

el lavado o elucion, en la Cromatografia Gas-Sélido esta representada por un sélido de

aluminio, carbén, silica gel o tierra de diatomeas interaccionando por equilibrios de

adsorcién gaseosa, filtracion sobre geles porosos o intercambio i6nico.

Cromatografia Gas-Liquido debe ser de baja viscosidad y alta diferencia de solubilidad

interaccionando con la fase movil por reparto. Es fundamental ademas considerar la

polaridad del analito al momento de seleccionar la fase estacionaria (BARQUERO

Miriam, 2006 )

Cuadro 3-1. Tipos de fases estacionarias

TIPOS DE FASES ESTACIONARIAS

Utilizacion Ejemplos
Separan sustancias poco 0 | Gomas de silicona OV-1, OV-101 o SE-
No polares
nada polares 30

Ligeramente

polar

Selectividad para mezclas

mixtas

Sebacato de dietil, aceite de silicona,

gomas de silicona

Polaridad media

o alta

No aptos para
hidrocarburos no

aromaticos

Aceite de Ucon LB-550X, polifenil éter,

Carbowax 1 540, succinato de butanodiol

Realizado por: Estefania Heredia
Fuente: Datos tomados de Skoog (2001)
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Al momento de elegir la Fase Estacionaria se debe tener en cuenta ciertas condiciones
como:

= Adherencia para que sea arrastrada por la fase movil

=  Amplio rango de temperatura aproximadamente de -60 y 400 °C

= Baja presion de vapor

= Baja viscosidad dependiendo de la muestra y las condiciones en que se trabaje

» Baja reactividad (menor a 100°C) mayor que la temperatura méxima del horno
= Inerte

= Mojar completamente el soporte

= Selectiva

= Termoestable

Cabe destacar que no existe una fase estacionaria que cumpla con todos los requisitos
antes mencionados sin embargo en separaciones a temperaturas elevadas se recomienda
la utilizacion de polimeros liquidos con elevado peso molecular que proporcionauna

respuesta confiable.

El tiempo de retencién del soluto depende de su coeficiente de distribucion, punto de
ebullicion y solubilidad el cual estd relacionado con la naturaleza quimica de los
componentes y cabe destacar que deben ser significativos y no demasiado grandes ya
que pueden producir separaciones incompletas y tiempos de retencion relativamente
cortos o prolongados. (MCNAIR Harold, 1998)

En la investigacion se utiliza trifluoropropilmetil polisixolano como fase estacionaria
que resuelve compuestos imposibles de resolver con fases de fenilo y ciano,
sobresalientes en estabilidad térmica y bajo sangrado y adecuadas para utilizar con

detectores sensibles.

Los polisiloxanos constituyen las fases estacionarias mas comunes. Hay una enorme
variedad disponible y son estables, sélidos y versatiles. Los polisiloxanos estandar se
caracterizan por una estructura repetitiva de siloxano. Cada atomo de silicio contiene

dos grupos funcionales.

16



El tipo y el porcentaje de sustitucion de los grupos son los factores que permiten
diferenciar cada fase estacionaria y sus propiedades. Presenta las siguienmtes

caracteristicas:

» 100% dimetilpolisiloxano

= Apolar

= Excelente columna de uso general

= Amplia gama de aplicaciones

» Bajo sangrado

= Alto limite de temperatura

= Ligadas y entrecruzadas

= Lavable con disolvente

= Disponible en un amplio rango de dimensiones de columna

» Equivalente a la fase USP G2

» Fases similares: SPB-1, Rtx-1, BP-1, OV-1, OV-101, 007-1(MS), SP-2100, SE-30,
ZB-1, AT-1,MDN-1, ZB-1.(AGILENT J&W, 2010, pp 77)

2.5.6.3. Sistema de inyeccion.

El sistema de inyeccion de muestra es aquel que permite comunicar al gas portador con

la muestra, este se encuentra localizado a la entrada de la columna.

Se recomienda una inyeccion directa y rapida evitando la presencia de aire para obtener
mejores resultados se fundamenta en la inyeccion mediante una jeringa hipodérmica a
través de una pared que divide completa o incompletamente una estructura denominado
septum, a un alineador de vidrio contenido en un bloque metalico barriendo y

vaporizando a la muestra de manera instantanea.

La temperatura debe ser de 10° a 50°C mayor a la temperatura de la columna (SKOOG
Douglas, 1994)
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Cuadro 4-1. Descripcion de Split/Splitless

Descripcion Unidad | Referencia
Kit de sello con recubrimiento de oro, incluye arandela 5188-5367
5188-5367 10/paqg. | 5190-2209
Sello con recubrimiento de oro con cruz* 5182-9652
18740-
Sello de acero inoxidable
20880

Realizado por: Estefania Heredia
Fuente: Agilent Technologies (2013)

2.5.6.4. Hornoy columna del Cromatdgrafo.

El horno no es méas que el compartimiento en el cual se deposita la columna

cromatografica, el cual controla que la temperatura sea constante y que se pueda

calentar y enfriar rapidamente.

Para conseguir este efecto se necesita un sistema de flujo de aire el cual permita

atravesar la resistencia de calentamiento, ademas en el interior del horno existen unos

deflectores que reducen la resistencia del aire produciendo el efecto previamente

mencionado.. (SKOOG Douglas, 1994 )

2.5.6.5. Columnas de relleno

Las columnas de relleno o empacadas consisten en unos tubos de material inerte ya sea

metal, vidrio, etc. Que contiene en el interior un material sdlido, esférico y uniforme,

finamente dividido asegurando una maxima superficie de interaccion y una buena

resistencia mecanica y recubierta con una capa de espesores.
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Un aspecto importante es el tamafio de la columna debido a que a menor tamafio se
presenta una mayor interaccion y una mayor eficacia sin embargo se necesita que la
presion sea adecuada y que no afecte a una columna demasiado pequefia de forma que
para 50 psi de presion se necesita 250-149um de diametro de la columna (SKOOG
Douglas, 1994)

2.5.6.6. Columnas capilares

Dentro de las columnas capilares tenemos las WCOT de pared recubierta con una fina
capa de fase estacionaria y las SCOT de soporte recubierto con un material absorbente
usualmente con tierra de diatomeas, ademas presentan mayor capacidad de carga

= Columnas clasicas de relleno
= Columnas capilares rellenas

= Columnas capilares de capa porosa

2.5.6.7. Sistema de deteccion

El Cromatdgrafo de Gases posee un detector el cual es capaz de captar y medir los
solutos en la corriente del gas portador transmitiendo la sefial de salida del analito hacia
el final de la columna y codificandola en una sefial eléctrica la cual se amplifica y
registra de forma adecuado para ser analizado por el operario, para esto debe poseer

ciertas caracteristicas:
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Cuadro 5-1. Caracteristicas de un detector

CARACTERISTICAS DE UN DETECTOR

Es necesario que pueda determinar con precision cuando sale
Sensibilidad analito y cuando sale s6lo el gas portador. Posee sensibilidades
entre 10® y 10™ g/s de analito.

Respuesta lineal al analito Con un amplio rango de ordenes de magnitud

Tiempo de respuesta Relativamente pequefio, independiente del caudal de salida.

Intervalo de temperatura de .
Relativamente extenso

trabajo
Estabilidad y A cantidades iguales de analito debe dar salidas de sefal
reproducibilidad iguales.
Fiabilidad Alta
Manejo Factible, o a prueba de operadores inexpertos.
Respuesta Lineal, semejante o selectiva para todos los analitos y

altamente predecible para un reducido nimero de analitos.

No destructivo con la muestra

Realizado por: Estefania Heredia
Fuente: Principios Y Aplicaciones de la Cromatografia de Gases

A pesar de estas caracteristicas es importante sefialar que no existe un detector que
cumpla con todas ellas y al momento de seleccionar el tipo de detector se debe analizar
el tipo de muestras con las que se van a trabajar Algunos tipos de detectores se enlistan

a continuacion:

= Detector de captura de electrones (ECD)
= Detector de conductividad térmica (TCD)
= Detector de emision atomica (AED)

= Detector de fotoionizacion (PID)

= Detector de ionizacién de llama (FID)

= Detector fotométrico de Illama (PFD)

= Detector termoionico (TID)
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Figura 7-1. Detector de ionizacion de flama

Colector
removible

Colector

con aisladores Entrada
.

de aire
Flama Hz-aire @
i, Entrada
de hidrogeno
Pared interna del horno I

Salida de la columna

Fuente: Datos tomado de Barquero (2006)

En nuestra investigacion trabajamos con el detector de ionizacion de flama (FID), Este
detector esta compuesto por una flama de hidrdgeno/aire por donde transcurren las
muestras que contienen carbono rompiendolas en moléculas y llevados por una placa
colectora produciendo asi una sefial electrica, originando una combustion que

reduciende el oxigeno aplicando una diferencia de potencial.
Es uno de los detectores mas aplicados, selectivo para un amplio rango de compuestos

organicos y destructivo para las muestras dependiendo del flujo de masas (SKOOG
Douglas, 1994)
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Cuadro 6-1. Caracteristicas del FIT

Descripcion D. i. de punta de jet longitud (mm) Referencia
Jets para conexiones capilares optimizadas
G1531-
Capilar 0,29 mm 42,8
80560
Capilar Optimizado para G1531-
0,47 mm 42,8
destilacion simulada 80620
Jets para conexiones adaptables
Capilar 0,29 mm 61,5 19244-80560
Capilar Optimizado para
0,47 mm 61,5 19244-80620
destilacion simulada
Empaquetado 0,46 mm 63,5 18710-20119
Empaquetado, wide-bore 0,76 mm 63,5 18789-80070

Realizado por: Estefania Heredia
Fuente: Agilent Technologies (2013)

2.5.6.8. Sistema de registro de datos.

Consiste en un sistema que convierte los resultados a lenguaje que pueda ser analizado

por el operario, principalmente se utiliza para esto una computadora

2.5.7. Fundamentos tedricos

2.5.7.1. Teoria de los platos

Martin y Synge establecieron la teoria de los platos tedricos definiéndolos como un
conjunto de columnas horizontales y adyacentes y que en cada uno de ellos se establece

un equilibrio de la fase mavil y la fase estacionaria, por lo que se mejora la eficacia al
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aumentar el namero de platos tedricos y en la cual la altura también representa también
un factor importante. (BLGO Andrés, 2006)

Figura 8-1. Diagrama de tiempos de retencién

Altura Tangentes en los

puntos de

4 inflexién

Puntos de
inflexion

w =20

W =23540
¥ semialtura

0,500

0,000

tiemno

Fuente: Datos tomado de Barquero (2006)

El principal inconveniente de esta teoria es el sinnimero de suposiciones que se
establecen como considerar el volumen de la fase estacionaria en cada placa constante y
de igual forma el coeficiente de distribucién, ademas de asegurar que el equilibrio de las
dos fases en cada placa es constante e independiente de la concentracion del soluto.
(BLGO Andrés, 2006)

N= namero de platos tedricos
L = es la longitud del empaque de la columna.

H = altura del plato tedrico

N = namero de placas tedricas
tr = tiempo de retencion de un compuesto

w = ancho del pico a media altura
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2.5.7.2. Teoria cinética de la cromatografia

Esta teoria explica el comportamiento cinético que ocurre dentro de la columna y el
ensanchamiento de la banda con sus variaciones, asi como la forma gaussiana tipica, estos
cambios pueden manifestarse debido a un mayor tiempo de contacto con las diversas fases
produciendo una distribucion simétrica de las velocidades en la que fluye la fase mévil, el ancho

del pico ademas va a depender de la desviacién estandar (BLGO Andrés, 2006)

Figura 9-1. Diagrama de bandas cromatograficas.
tR

A—
L

Banda cromatografica

semialtura
Pico del soluto W\
no retenido
[
tiempo "

Fuente: Datos tomados de Wade (2003)

tR = es el tiempo de retencién para un soluto retenido por el empaque de la columna.

tM = es el tiempo para uno.

El ensanchamiento de los picos se puede explicar por tres proceso: la difusién en remolino, la
difusién longitudinal, y la transferencia de masa fuera del equilibrio; estos procesos a su vez
estan controlados como la velocidad de flujo, el tamafio de la particula del material de empaque,
las velocidades de difusién y el grosor de la fase estacionaria. Para explicar esto se ha
establecido la ecuacion de VVan Deemter. (BLGO. Andrés, 2006 )

H—A+2+Cu H =2+ Csu — Cyu

H = altura equivalente a una placa tedrica, milimetros.

u = aire promedio de la velocidad lineal, cm/seg
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A= difusion aparente

A = 2Adp

B = 2ADm

B = coeficiente del término debido a la difusion molecular

() 59

C = coeficiente del término debido a la resistencia a la transferencia de masas

2.5.7.3. Teoria para las columnas capilares

Cuadro 7-1. Consideraciones de la Teoria para las columnas capilares

CONSIDERACIONES

La difusion aparente

No contribuye de manera apreciable al
ensanchamiento de los picos en este tipo de

columnas.

El coeficiente de la difusion

molecular

Tiene un valor de uno debido a que la distancia que
recorre la particula es igual a la longitud de la

columna.

La transferencia de masas

Esté en funcion del didmetro de la columna y es més
importante que el tamarfio de particula de relleno.

Realizado por: Estefania Heredia
Fuente: Datos tomados de Wade (2003)

En este caso se parte de la ecuacion de Van Deemter pero considerando el valor de A como

despreciable.”® La ley de Darcy correlaciona la velocidad lineal de un gas que circula por una

columna con la gradiente de presién. (WADE, 2003)
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u = velocidad lineal en un punto de la columna
z = distancia a la entrada de la columna

n = viscosidad del gas

dP = gradiente de presién de un elemento

dz = longitud de columna

k =constante de permeabilidad.

2.6. Validacion

La validacion es un proceso mediante el cual se efectia un seguimiento de parametros
que ratifiquen que los resultados obtenidos sean confiables y reproducibles, para esto se
necesita un disefio experimental en el cual se plantee una hipétesis nula (Ho), otra
alternativa (H1) y un nivel de incertidumbre o una probabilidad de error (P), grados de
libertad (gl).

Existen un sinnumero de técnicas para validar un método dependiendo de sus
caracteristicas tenemos: (QUATTROCCHI O, 1992. pp. 29.-301)

Para validar un método sea cual fuere primero se establecen las condiciones que se
deben cumplir ya sean fisicas como el tipo de gas portador que se utilice, el flujo del
mismo, el tipo de detector y las temperaturas de trabajo asi como la rampa

Las condiciones quimicas pueden ser principalmente la polaridad de la fase estacionaria

y la selectividad
Las condiciones estadisticas como: selectividad, linealidad, sensibilidad, limites(valor

critico, limite de deteccién, limite de cuantificacion)exactitud, precision, robustez,

aplicabilidad
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Para asegurar que los resultados sea confiables se utiliza un Estdndar con caracteristicas
conocidas y pureza elevada para calibrar el equipo y definir las condiciones apropiadas
para el analisis y posteriormente evaluar los resultados obtenidos durante el andlisis a

las condiciones pre- establecidas.

Cuadro 8-1. Caracteristicas de validacion de los distintos tipos de pruebas recomendadas.

TIPO DE ANALISIS IDENTIFICACION | CUALITATIVO | CUANTITATIVO
Exactitud NO NO Sl
Limite de Cuantificacion NO NO Sl

Limite de Deteccion NO Sl NO

Linealidad NO NO Sl
Sensibilidad NO NO Sl
Precision NO NO Sl
Rango NO NO SI
Robustez NO NO Sl
Selectividad Sl Sl Sl

Realizado por: Estefania Heredia
Fuente:UNODCS (2010)

2.6.1. Aplicabilidad
Se establece los analitos, y concentraciones para los cuales es aplicable

satisfactoriamente un método el cual permitira su correspondiente analisis de acuerdo a

una norma pre- establecida.

2.6.2. Exactitud

Se define como exactitud a un sinnimero de resultados cuyo valor obtenido en

condiciones pre-establecidas se acerca al valor verdadero.
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2.6.3. Incertidumbre

Se define a la incertidumbre como aquel nivel de desconfianza que existe en la

determinacion y obtencion de resultados por el efecto de variables o errores.

2.6.4. Linealidad

Se define como un sinnimero de resultados obtenido en condiciones preestablecidas

proporcionales unos con otros.

2.6.5. Limite de deteccion (LD)

Es la concentracion de un analito que puede ser detectada aunque no necesariamente

cuantificada.

2.6.6. Limite de cuantificacion (LQ)

Es la concentracion minima de un analito que es cuantificada con un tolerable nivel de

incertidumbre.

2.6.7. Material de referencia

Se define como el material estable y homogéneo de acuerdo a sus propiedades

fisicoquimicas las cuales han sido predeterminadas para su estudio.
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2.6.8. Precisién

Se define como un sinnimero de resultados obtenido en condiciones pre-establecidas

los cuales se aproximan unos con otros.

2.6.9. Precision intermedia

Se define como un sinnimero de resultados obtenido en diferentes condiciones los

cuales se aproximan unos con otros.

2.6.10. Rango de trabajo

Se define como un intervalo dentro de los cuales se aceptan validos los resultados

obtenidos.

2.6.11. Repetibilidad

Es la precision de resultados que se obtiene mediante la utilizacion del mismo

procedimiento en las mismas condiciones de trabajo dentro de un mismo lugar de

trabajo.

2.6.12. Reproductibilidad

Es la precisién de resultados que se obtiene mediante la utilizaciéon del mismo

procedimiento en diferentes condiciones de trabajo en diferentes establecimientos con

diferentes analistas y de acuerdo con sus particulares condiciones.
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2.6.13. Robustez

Se define como la capacidad para mantener resultados inalterables a pesar de los

diversos cambios que puedan ocurrir lo que produce una confianza de su uso.

2.6.14. Selectividad

Se define como la propiedad para analizar un analito en particular haciendo distincion

de cualquier otro que se presente También se lo conoce como “Especificidad”.

2.6.15. Valor verdadero

Es un valor caracteristico en condiciones pre establecidas .Para nuestra investigacion no

se lo conoce exactamente.

2.6.16. Valor verdadero convencional

Es un valor caracteristico el cual puede sustituir al valor verdadero.

2.6.17. Veracidad

Es un pardmetro que se calcula mediante el promedio de un sinnimero de resultados y

un valor verdadero medido.

2.6.18. Verificacion

Se la define como la confirmacion de que los resultados obtenidos sean verdaderos y de

acuerdo a las condiciones especificas
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CAPITULO III

METODOLOGIA

3.1. Materiales, Equipos y Reactivos

3.1.1. Material de Estudio

Muestras incautadas

3.1.2. Materiales y Equipos

=  Mascarilla

=  Mandil
= Cofia

=  Guantes
= Gradilla

= Varillas de agitacion

= Espétula

= Tubos de ensayo

= Pipetas

= Balones aforados

= Vasos de precipitacion

= Micro pipetas
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» Matraces

= Micro jeringas

= Computadora

= Céamara Fotogréafica
= Estufa

* Incubadora

= Balanza

= Cromatografo de Gases

3.1.3. Reactivos

. Tetracosano (Estandar Interno)
= Acido clorhidrico

. Acetato de etilo

. Acetaldehido

. Agua destilada

. Ciclohexano

. Cloroformo

. Etanol

. Hidrdxido de sodio

. Hidroxido de potasio

. Metanol

. Sulfato sédico anhidro

. Reactivo de Duguenois Levine
. Reactivo de Sal Azul Solido B

Nota: Todos los reactivos existentes dentro del Laboratorio de Quimica Forense de la Provincia de
Chimborazo son de pureza analitica cuya informacion es reservada por la Institucion. .
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3.2. Métodos y técnicas de analisis

3.2.1. Pruebas presuntivas

DETERMINACION
DE MARIHUANA

MUESTRAS
INORGANICAS

Material vegetal
pulverizado

MUESTRAS
BIOLOGICAS

Procedimiento
para muestras
biologicas

Prueba de la Sal de
Azul Sélido B

Observacion al
Microscopio

Prueba de
DUQUENOIS —
LEVINE
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3.2.2. Identificacion de marihuana mediante el microscopio
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3.2.3. Identificacién de marihuana mediante la Prueba Colorimétrimetrica Sal de Azul Solido B

*REACTIVO AZUL SOLIDO B
(Disolver 50 mg de azul sélido B en
o MUESTRAS |NORGAN|CAS . 20 ml de Hidroxido de Sodio 0,1N)
Material vegetal pulverizado eColocar una pequefia cantidad de Solvente: Metanol, Cloroformo,
la Muestra sospechosa en un tubo Etepde petsr:(;(ie:.lH&dromdo de
*RESULTADO POSITIVO: La de ensaye. eColocar una pequefa cantidad de
aparicién de un color rojo purpura eAfadir una pequefia cantidad del Ia MUESTRf\ s(is echosa en un
caracteristico debido a la presencia reactivo (sal de azul sélido B con tubo de gnsa o
de los compuestos canabindlicos sulfato sédico anhidro a razén de o Me: )
que se encuentran en los pelos 2,5:100) Eadclbhai2inlceicalisuicliae
elandulares . eAfadir 25 gotas de Cloroformo'y *Afadir una pequefia cantidad de
agitar durante un minuto reactivo y agitar durante 1min.
«Afiadir 25 gotas de Solucion eAgregar unas gotas de !-Iidréxido
acuosa de hidréxido sddico, 0.1 N;

y agitar el tubo de ensayo durante
dos minutos. W,
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3.2.4. Identificacion de marihuana mediante la Prueba Colorimétrica DUQUENOIS — LEVINE

4

*MUESTRAS INORGANICAS :
Material vegetal pulverizado

*RESULTADO POSITIVO: La
aparicién de un color rojo purpura
caracteristico se debe a la
presencia de los compuestos
canabindlicos que se encuentran
en los pelos glandulares

eColocar una pequefia cantidad de
la Muestra sospechosa en un
tubo de ensayo.

eAfiadir 2 ml (50 gotas) del
reactivo (Disolver 0,4 g de
vainillina en 20 ml de etanol al 95
%, y afadir 0,5 ml de
acetaldehido.) y agitar el tubo
durante un minuto.

eAnadir 2 ml de HCI, volver agitar
durante unos segundos y dejarlo
reposar unos minutos.

*Si al cabo de 2 — 3 minutos
aparece un color, afadir 2 ml de
cloroformo y agitar suavemente
la mezcla
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*Vainillina 2g.
Acetaldehido 0,3ml. Etanol
csp 100ml

eDisolver 2g de vainillina y 0,3ml de
Acetaldehido en 100ml de alcohol
al 95% y guardar en recipientes
oscuros




3.2.5. Extraccién de marihuana mediante muestras bioldgicas.

*MUESTRAS
BIOLOGICAS

\

N

*Pipetear 10ml de
Orina en un tubo de
vidrio taponado (usar

alcoholemias).Anadir
2 mlde KOH 10N y

cerrar el tubo. Incubar
por 20 minutos a 50
grados centigrados

vials de las

ocasionalmente.

J
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eDespués de enfriar las
muestras sometidas a
hidrdlisis ajustar a un pH 2
con acido clorhidrico 2N
(8ml de acido clorhidrico
en 50ml de agua)

eAfiadir 15ml de
Ciclohexano : acetato de
etilo (7:1) y extraer con
agitacién mecanica
mediante embudos de
separacion y filtrar a
través de una pequefia
cantidad de sulfato de
sodio anhidro

eLavar el filtrado con 5ml
de solvente si es
necesario. Evaporar a
sequedad a temperatura
ambiente con aire. Re
disolver (adicionar) el
residuo en 2ml de
metanol.

eCromatografia
en capa fina




3.2.6.Pruebas Confirmatorias

3.2.6.1.Determinacion de Cannabinoides por Cromatografia en Capa Fina

KTriturar una pequena cantidad de muestra en un mortero

e Colocar en un tubo de ensayo y afiadir 10mL de Metanol

e Filtrar el contenido

® Colocar 10mL de Ciclohexano y proceder a separar las fases mediante un embudo
de separacion

* Se recoge la parte superior que es la parte organica de interés y se desecha la
parte inorganica

e Mediante un capilar se coloca una gota de la muestra Problema o de la muestra
biologica previa extraccion en la parte inferior de la silica gel aproximadamente a
1,5cm y se repite el proceso de 3-4 veces dejandolo secar al ambiente

* Se coloca el sistema de solventes en la cuba cromatografica Ciclohexano : Tolueno:
Dietilamina en una proporcién 75: 15:10

e En el interior de la cuba cromatografica se introduce la placa de silica gel que
contiene la muestra.

e Se retira la placa una vez que llegue a la linea superior marcada.

&Se revela fisicamente mediante luz UV a 254 y 366 nm /

38



3.2.6.2.Pruebas previas al analisis

4 )

eSe realizaron pruebas para controlar las
condiciones a las que se someterian las
diversas muestras de forma que los picos
obtenidos sean apropiados para el analisis.
eAcoplamos la temperatura a 200°C debido (_
que a esta temperatura se asegura una

volatilizacion apropiada de la muestra lo que
se evidencio en una mayor resolucion del
pico, la rampa se ajusté a 30 debido a que

pruebas realizadas a mayor rampa eUn pardmetro sumamente importante a
presentaban una menor resolucion de los considerar es el acondicionamiento del
picos. equipo lo que evitara la aparicidn de errores

y la equidad de resultados.

ePara esto se realiza una limpieza con una
solucion blanco adecuada para evitar que
residuos intervengan en el andlisis
*Se procede a inyectar el blanco en el equipo

y se comprueba la ausencia de la sefial o que

su sefial no interfiera con los tiempos de
retencién de los analitos. j

N

39



3.2.6.3. Determinacion de marihuana mediante el Método de Cromatografia de Gases

/

¢ Pesar 0,5g de muestraTriturar
¢ Colocar en un tubo de ensayo
¢ Afladir 1ml de Metanol

e Filtrar

* Dejar macerar por24horas

N

-

eAbrir el gas portador de N2 seco de pureza 4.8
eAjustar la presion del gas a 40-42 psi

*Prender el cromatografo (Carried FM)
eEncender la computadora

eAbrir el programa Peck Simple

eAjustar la temperatura inicial a 100°C, temperatura final
200°Cy larampaa 30

eDejar durante 1hora

ePrender el generador de H2

eEncender el botén FIT durante 10seg.

elnyectar la muestra dentro del Cromatografo
eProceder a correr y observar los tiempos de retencion

o
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3.2.7.Validacién

PARAMETROS A

VALIDAR

Selectividad Linealidad Sensibilidad Limites Exactitud Precision Robustez

Limite de Limite de
deteccion cuantificacion

Valor critico
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3.2.7.1. Preparacion de Estandares previa calibracion

-

p

e E|l Standar utilizado
para la
determinacion de
Cannabinoides es
de 99.93% de

pureza

e Se toman 200mg de
solucion standar vy
se llevan a un
volumen de 50mL
con agua destilada

e Se toma 1000pL de solucion y se lleve a un
volumen de 25mL con agua destilada

e Se toma 1250pL de solucion y se lleve a un
volumen de 25mL con agua destilada

e Se toma 1500pL de solucion y se lleve a un
volumen de 25mL con agua destilada

e Se toma 1750pL de solucion y se lleve a un
volumen de 25mL con agua destilada

e Se toma 2000pL de solucion y se lleve a un
volumen de 25mL con agua destilada

e Se toma 2250pL de solucion y se lleve a un
volumen de 25mL con agua destilada

e Se toma 2500uL de solucién y se lleve a un
volumen de 25mL con agua destilada

e Se toma 2750uL de solucién y se lleve a un

volumen de 25mL con agua destilada /
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e E| estandar interno
utilizado para esta
determinacion es el
Tetracosano de
99.97%

e Se tomaron 250uL de
Tetracosano y  se
llevan a un volumen
de 50mL con agua
destilada

e Se repite por
sextuplicado y se
toma 5mL en un tubo
de ensayo




3.2.7.2. Condiciones previas del equipo

CONDICIONES DEL EQUIPO

LGl Tl Volumen de Duracién del
Detector: Columna: Gas portador: del Inyector: Rampa . ya )
o inyeccion: ensayo:
280 °C
FID HP-1 0 Nitrogeno seco Lir]dﬁztttrré 30°/min 0,2 uL 3-5min
equivalente, de pureza 4.8 280°C ' ks
longitud 30
m, didmetro |
interno 0,25
mm,
Temperatura
espesor de L
la pelicula inicial deI°
©.25 (i horno: 100 °C |

Temperatura
final del horno:
200 °C
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3.2.7.3. Comprobacion de cromatografias

COMPROBACION DE
CROMATOGRAMAS

Para asegurar que las
cromatografias sean las

apropiadas para el andlisis se
realiza una comprobacion
de:

La aparicion de los
picos estén dados en
los tiempos de
retencion esperados.
J

La resolucion de la

columna entre los

diversos picos sea
siempre superior a 1,5.

La forma de los picos
es guissiada y no
presentan colas.

Los criterios
establecidos han sido
respetados.

En un rango de 1,650-
1,750
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Andlisis, interpretacion y discusion de resultados

Tabla 1-4. Muestras analizadas durante el periodo de investigacion

MESES DE ANALISIS | No. MUESTRAS
SEPTIEMBRE 16
OCTUBRE 19
NOVIEMBRE 23
DICIEMBRE 21
ENERO 18
TOTAL 97

Realizado por: Estefania Heredia
Fuente: Departamento de Criminalistica de la Provincia de Chimborazo

MESES DE ANALISIS

® MESES

m SEPTIEMBRE
22%

= OCTUBRE

= NOVIEMBRE
18%

= DICIEMBRE

= ENERO

Grafico 1-4. Muestras analizadas durante el periodo de investigacion

Realizado por: Estefania Heredia
Fuente: Departamento de Criminalistica de la Provincia de Chimborazo
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El tiempo de andlisis comprendié desde Septiembre hasta Enero y se manifiesta un
mayor porcentaje en el mes de Noviembre y un menor porcentaje en Septiembre, sin
embrago no se pudo evidenciar una marcada diferencia entre las muestras incautadas

durante el periodo de investigacion.

4.1.1. Pruebas presuntivas

Figura 1-4. Cannabis vista a través del microscopio

Fuente: Departamento de Criminalistica de la Provincia de Chimborazo

Se analizaron las muestras ingresadas durante el periodo de septiembre a enero
observando mediante el microscopio la forma caracteristica de ufia de gato por lo que

se presume gue las muestras analizadas pertenecen a la Cannabis.

Figura 2-4 Prueba de Duquenois-Levine y Prueba de Sal Azul Solido respectivamente

Realizado por: Estefania Heredia
Fuente: Departamento de Criminalistica de la Provincia de Chimborazo
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Se realizaron las pruebas colorimétricas tanto de Duquenois - Levine como de Sal Azul
Solido B las cuales evidenciaron un cambio de color caracteristico por lo que se presume

la presencia de Cannabinoides.

4.1.2. Pruebas confirmatorias

4.1.2.1.Cromatografia en capa fina

Figura 3-4 Cromatografia en capa fina observada por luz UV a 254 y 366nm
respectivamente

Realizado por: Estefania Heredia
Fuente: Departamento de Criminalistica de la Provincia de Chimborazo

distancia recorrida por la sustancia
distancia recorrida por el solvente

Para confirmar que las muestras analizadas tanto por el Microscopio como por las
Pruebas Colorimétricas se realiz6 una prueba confirmatoria de Cromatografia en Capa
Fina, esto confirmo que efectivamente las muestras son de Cannabis ademas esta prueba
permitié observar los 3 Cannabinoides principales, el CBN que se mantiene en la linea
base debido a que el solvente no lo arrastra, el THC es el segundo en aparecer con un
Rf=0,60y en tercer lugar el CBD con un Rf=0,97
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4.2. Pruebas de hipotesis

4.2.1. Selectividad

Se obtuvieron los parametros cromatograficos principales de acuerdo a las siguientes

ecuaciones:

. tr—tm

K=—
tm

tT’ (Ml) - tm

@Q=—

tT'(Mz) —tm

2tr, — tr,

Rs = 2¥b ta

wy +w,

En donde se definié el tm = 0,300, L= 30m

Tabla 2.4. Parametros cromatograficos

ST Tr AREA K’ w N RS o
CBD 0,6468 0,2453 1,156 | 0,163 | 0,178

1 7,957 | 0,246
THC 1,7080 0,1323 4,693 | 0,168 | 1,317
CBD 0,6553 0,2623 1,184 | 0,163 | 0,183

2 8,349 | 0,236
THC 1,7053 0,3087 4,684 | 0,167 | 1,298
CBD 0,5720 0,3695 0,906 | 0,164 | 0,141

3 8,484 | 0,195
THC 1,6943 0,5278 4,648 | 0,168 | 1,296
CBD 0,6185 0,4777 1,062 | 0,162 | 0,161

4 8,376 | 0,230
THC 1,6830 0,7460 4,610 | 0,166 | 1,249
CBD 0,7131 0,6143 1,377 | 0,163 | 0,216

5 8,054 | 0,296
THC 1,6935 0,9475 4,645 | 0,169 | 1,311
CBD 0,6575 0,8078 1,192 | 0,164 | 0,186

6 8,339 | 0,254
THC 1,7048 1,1579 4,683 | 0,166 | 1,281
CBD 0,6957 0,9080 1,319 | 0,163 | 0,206

7 8,126 | 0,285
THC 1,6887 1,4046 4,629 | 0,167 | 1,273
CBD 0,7877 2,2398 1,626 | 0,162 | 0,261

8 7,948 | 0,347
THC 1,7053 1,6372 4,684 | 0,168 | 1,313

Realizado por: Estefania Heredia
Fuente: Departamento de Criminalistica de la Provincia de Chimborazo
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De acuerdo a la Tabla 2-4 se identificé que para cada medicion realizada la Resolucion
es mayor a 1,5 esto quiere decir que los diferentes analitos se encuentran separados y

bien definidos comprobando asi que el método es selectivo.

4.2.2. Linealidad

Para validar la linealidad del sistema se utiliza la curva de calibracion de estandares

indicada anteriormente en la Grafica 2-4. En ella se evidencia la ecuacién de la recta:

y=bx+a
y = 446,33x - 6,2397

X: concentracion del analito
y: respuesta
a: intercepto

b:valor de la pendiente

Tabla 3-4. Concentracion de estandar y la relacion de areas del ST/STI

Concentracion del Relacion de
ST areas(ST/STI)
0,0159 1,0965
0,0199 2,5586
0,0239 4,3746
0,0279 6,1832
0,0319 7,8533
0,0360 9,5972
0,0399 11,6419
0,0439 13,5698

Realizado por: Estefania Heredia
Fuente: Departamento de Criminalistica de la Provincia de Chimborazo
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Y x2=7,8312x10°
¥'x=0,2393
% = 0,0299

Y y2=538,5717
Yy=56,8751

$=7,1094

> xy=2,0017

Curva de regresion lineal

16
©
% 12
% 10
c 8
2 6
o A y = 446,33x - 6,2397
] R?=0,999
e 5 ‘/,0/

0

0 0,01 002 0,03 0,04 0,05
Concentracion de THC (ST)

Grafico 2-4. Curva de calibracion de la Relacion de areas con los diferentes

Estandares Vs. La Concentracion.
Realizado por: Estefania Heredia
Fuente: Departamento de Criminalistica de la Provincia de Chimborazo

La Curva de Calibracion representa la relacion de areas del Estandares con respecto al
Estandar Interno, esto se realiza debido a que se necesita tomar un patron de referencia
conocido para determinar las concentraciones en las que se encuentran cada uno de los
estandares y las diferentes muestras que se analizaron durante el periodo de

investigacion.

Para determinar la linealidad del sistema se toma en cuenta el coeficiente de

correlacion: lineal.
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xxy

Sxy =

Sxy = 2,0017/8 — 0,0299 —7,1094

Sxy = 7,3297
Sxy: desviacion estandar de xy
x: media de de la sumatoria de x
y: media de de la sumatoria de y
2
Sx = 2x —(x)?
n

—(0,0299)2

j7,8312x103
Sx= |————

8

Sx = 4/8,4151x10->

Sx = 9,173473

Sx: desviacion estandar de x

/ 2
Sy = Z%—(3‘/)2

538,5717
Sy = |/ _(7,1094)2

8
Sy = /16,7781
Sy = 4,0961

Sy: desviacion estandar de y

_ n(Exy) - (E0E)
(@) - E0A[neE, 2 - €07

8(2,0017) — (0,2393)(56,8751)
JI8(7,8312x10-3) — (0,2393)2][8(538,5717) — (56,8751)2]

T =
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2,4031

r =

J15,3851x103x1073,7967]
r = 0,9993

r: coeficiente de correlacion

Tabla 4-4. Estadistica de la regresion lineal

Estadisticas de la regresion
Coeficiente de correlacion multiple 0,99929851
Coeficiente de determinacion R"2 0,99859752
RA2 ajustado 0,99836377
Error tipico 0,17712893
Observaciones 8
Fuente: Dapartamento s Criminalsticade I Provinciade Chimborazo
Tabla 5-4. Analisis de los residuales
Analisis de los residuales
v Yi-y (Yi-¥)?
Observacion | Pronodstico Relacion de areas Residuos Residuos estandares
1 0,856892176 0,239607824 1,461116658
2 2,642203592 -0,083603592 -0,509810568
3 4,427515008 -0,052915008 -0,322673099
4 6,212826423 -0,029626423 -0,180660464
5 7,998137839 -0,144837839 -0,883213979
6 9,814692205 -0,217492205 -1,326256706
7 11,56876067 0,073139329 0,446000012
8 13,35407209 0,215727914 1,315498146
Promedio 56,8751 -6,88338x10™ |  -4,19664x10™

Realizado por: Estefania Heredia

Fuente: Departamento de Criminalistica de la Provincia de Chimborazo
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Para verificar los resultados se realiz6 un t-Student con n-2 grados de libertad a dos

colas y a=0.05

Ho: no existe correlacion entre x(concentracion del ST) e y (relacion de areas)

H1: existe correlacion entre x(concentracion del ST) e y (relacion de areas)

r(n—2)
Lcalculado = ﬁ
0,9993,/(8 — 2)
tcalculado = 1—0,9986

2,4478
tcalculado = 00374

tcalculado : Valor practico calculado
r: correlacion lineal

n: nimero de muestras analizadas

tealculado = 65,4492
t critico = 2,447
tealculado > t critico € fOrma que se rechaza la Ho

y se acepta la H1

El valor de r y r’ es > 0,999 evidenciando que existe una linealidad entre los resultados
obtenidos, ademas mediante el t-Student se rechazé la hipédtesis nula (Ho),

confirmando que existe una correlacion lineal entre los datos.

4.2.3. Sensibilidad

Para calcular la sensibilidad dentro de regresion lineal se la identifica como la pendiente

calculada (m) por la siguiente ecuacion:
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_Xxy— QxXy/n)
- 2
v 2 <(er) )
= 2,0017 — (0,2393x 56,8751/8)
~7,8312x107° — ((0,2393)2/8)

0,3004
m = )
6,7321x10
m = 446,33

El valor de la pendiente nos permite hacer una discriminacion de los valores, de modo
que se define al método como sensible. En este caso se observa que mientras mas
proxima al eje de las Y esté la recta, significa que a ligeros cambios en las
concentraciones esperadas habra grandes variaciones en los resultados.

4.2.4. Limites

y = 446,33X - 6,2397

| 2Gi—y)?
Sy/x = /ﬁ

4,19664x10~14
Sy/x =

6

Sy/x = 0,000000084

Sy/x: desviacion estandar de la regresion lineal

yB =5bx3 + a
yB = 0,000000084 x3 — 6,2397
yB = —6,239699749

yB: es el valor de y en el origen de la regresion lineal
Sh: desviacion estandar

a: intercepto
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LOD = Sbx3/b
LOD = 0,000000084x3/446,33
LOD = 5,62135x10 — 10

LOD: limite de deteccién

yQ = Shx10+a
yQ = 0,000000084 x10 — 6,2397
yQ = —6,239699164

yQ: es el valor de y en el origen de la regresion lineal
LQ = Sbx10/b
LQ = 0,000000084x10/446,33
LQ =1,87378x10"°

LQ: limite de cuantificacion

Tabla 6-4. Analisis de los residuales

SB=Sy/x 0,000000084
a -6,2397
b 446,33
yB -6,239699749
LOD 5,62135x10™"
yQ -6,239699164
LQ 1,87378x10™

Realizado por: Estefania Heredia
Fuente: Departamento de Criminalistica de la Provincia de Chimborazo
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EL limite de deteccion esta expresado por LOD= 5,62135x10*° demostrando que el
equipo es Optimo para determinar cantidades mayores o iguales al limite de deteccion
encontrado.

El limite de cuantificacion esta expresado por LQ= -1,87378x10™ determinando asi que
el equipo es dptimo para cuantificar concentraciones mayores o iguales al limite

encontrado.

4.25. Exactitud

.. Conc. practica
%Rendimiento = Concpmxj' 0

.. 0,,02990856
%Rendimiento = leoo

%Rendimiento =99,9994

Conc. practica —Conc. tedrica
(Cone. p )%100

%Error =
Conc. teorica

0,02990856 —0,02990875
( )%100
0,02990875

%Error= 0,0006%

%Error =

Mediante el analisis de rendimiento y del error podemos demostrar que existe un alto
grado de rendimiento por parte del método y que presenta minimas variaciones de error

dentro del estudio por lo que se considera al método como exacto.

4.2.6. Precision

Para determinar la precision se calcula partiendo del analisis de los estandares de
acuerdo a los tiempos de retencion y se analiza la desviacién estandar (S) y el

porcentaje de variacion (%CV)

56



El criterio de aceptabilidad para la precision se puede hacer en base a coeficiente de

variacién de Horwitz:

VEQi—y)?
n—1
\4,19664x10-14
S =
7
S=2,92653x10®

S =

S
%CV = §x100

2,92653x1078

0 =
%o CV 0,0299 x100

%CV = 9,784x1075%

%CVh = 0,02 x ¢%84%° = 04CVh = 2(1-0.5)logC

C=1x10"°

C: valor nominal del analito en potencia de diez

%CVh = 0,125%

La férmula para calcular el coeficiente de varianza para una prueba interlaboratorio es:

%CVh = 2 %« %CVh /3
%CVh = 2 %0,125% / 3 = 8,333x107

S: desviacion estandar
¥: media de de la sumatoria de y

C: concentracion en potencia de 10, en este caso ppm
%CV: coeficiente de variaza

%CVh: coeficiente de varianza de Horwitz
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Se aplica la formula %CV < %2CVh/3 por tratarse de una reproducibilidad
interlaboratorio y se observa que se cumple el criterio de aceptabilidad establecido,
ademas segun la normativa de la UNODC se establece que el %CV debe ser < 2% por
lo que se considera al método preciso .Ademas se aplicd el Test de Fisher para anélisis de

varianzas como muestra la Tabla 7-4.

Tabla 7-4. Analisis de varianzas test de Fisher

ANALISIS DE VARIANZA
Sl Suma de Promedio de Valor critico
de F

. cuadrados | los cuadrados de F

libertad
Regresion 1 134,036337 134,036337 4272i1211 8'62?3)(10
Residuos 6 0,18824795 0,03137466

Total 7 134,224585

Realizado por: Estefania Heredia
Fuente: Departamento de Criminalistica de la Provincia de Chimborazo

Ho: no existe varianza entre x(concentracion del ST) e y (relacion de areas)

H1: existe varianza entre x(concentracion del ST) e y (relacion de areas)

F es> F critico “por lo que se rechaza la H1

y se acepta la Ho

Mediante el test de Fisher se comprueba que no existe varianzas significativas en los
datos analizados por lo que se comprueba al método como preciso

4.2.7. Robustez

Para determinar la robustez de un sistema se aplica la Prueba de Youden y Steiner
como se muestra en la siguiente tabla. (Quattrocchi O,col. 1992 pp 29-40)
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Tabla 8-4. Analisis de los residuales

Valor de la Valor de la
o Valor
N | Clave Descripcion letra letra
normal ] o
° mayuscula mindscula
Temperatura del
1 Ala ) 280°C 285°C 275°C
inyector
Temperatura del
2 B/b 280°C 285°C 275°C
detector
Temperatura
3 Clc - 100°C 200°C 80°C
inicial del horno
Temperatura
4 D/d ) 200°C 240°C 180°C
final del horno
Volumen de
5 Ele ) » 0,2 ul 0,5 ul 0,1 pl
inyeccion
Realizado por: Estefania Heredia
Fuente: Departamento de Criminalistica de la Provincia de Chimborazo
Tabla 9-4. Prueba de Youden y Steiner
Analisis
Clave
1 2 3 4 5 6 7 8
Ala A A A A a a a a
B/b B B b b B B b b
Clc C c C c C c C c
D/d D D d d d d D D
Ele E e E e e E e E
Resultados S t u % w X y z

Realizado por: Estefania Heredia
Fuente: Departamento de Criminalistica de la Provincia de Chimborazo
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Tabla 10-4. Analisis con respecto a la Prueba de Youden y Steiner

Analisis
Clave

1 2 3 4 5 6 7 8
Ala 285 285 285 285 275 275 275 275
B/b 285 285 275 275 285 285 275 275
Clc 200 80 200 80 200 80 200 80
D/d 240 240 180 180 180 180 240 240
E/e 0,5 0,1 0,5 0,1 0,1 0,5 0,1 0,5

Resultados S t u \ w X y z

202,1 | 178,02 | 188,1 | 164,02 | 188,02 | 164,1 | 198,02 | 174,1

Realizado por: Estefania Heredia
Fuente: Departamento de Criminalistica de la Provincia de Chimborazo

Para calcular los promedios se utilizan las siguientes ecuaciones como nos indica la

Prueba de Youden y Steine:

(s+t+u+v)
- 4
A= (202,1 + 178,02 + 188,1 + 164,02)
4
A = 183,06

w+x+y+2)
- 4

(188,02 + 164,1 + 198,02 + 174,1)
- 4
a= 181,06

a

a

(s+t+w+x)
- 4
B (202,1 + 178,02 + 188,02 + 164,1)
4
B = 183,06
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_ (u+tv+y+z)

4
. (188,1 + 164,02 + 198,02 + 174,1)
B 4
b = 181,06

_(stut+tw+ty)

4
- _ (2021 +188,02 + 188,02 + 198,02)
4
C = 194,06
(t+v+x+2)
€= 4
(178,02 + 164,02 + 164,1 + 174,1)
€= 4
¢ = 170,06

s+t+y+z
D=( y+2z)

4
Do (202,1 + 178,02 + 198,02 + 174,1)
N 4
D = 188,06

(u+v+w+x)
- 4
d= (188,1 + 164,02 + 188,02 + 164,1)
4
d= 176,06

(s+u+x+2)
- 4
o _ (2021+1881+1641+1741)
4
E = 182,1
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_ (t+v+w+y)

e
)
_ (178,02 + 164,02 + 188,02 + 198,02)
€= 4
e = 182,02

S =2,92653x10®
V2S =2,419x10™

Tabla 11-4. Prueba de Youden y Steiner

Condicién Promedio Diferencia Comparacion
X) | X X A(X-X) A <+2S

A a 183,06 | 181,06 2 Sensible a variable
B b 183,06 | 181,06 2 Sensible a variable
C C 194,06 | 170,06 24 Sensible a variable
D d 188,06 | 176,06 12 Sensible a variable
E e 182,1 | 182,02 0,08 Sensible a variable

Realizado por: Estefania Heredia
Fuente: Departamento de Criminalistica de la Provincia de Chimborazo

En nuestra investigacion se determind que no se debe modificar las variables que se
establecieron como sensibles durante el estudio de robustez puesto que cualquier

variacion puede determinar errores en los resultados de analisis.

4.2.8. Aplicabilidad

= El Método de Cromatografia de Gases tiene un amplio espectro de analisis para la
identificacion de Cannabinoides como son THC, CBDy CBN, ademas se puede
determinar los analitos contenidos tanto en muestras incautadas como biolégicas
(orina, sangre, etc.) pero con previo tratamiento para evitar interferencias o falsos

resultados.
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» El método se puede utilizar no solamente para la determinacion de Cannabinoides
sino para un sinnimero de drogas y compuestos y esta en dependencia del tipo de

columna con la que se trabaje.

4.3. Presentacion de resultados

Tabla 12-4. Presentacion de resultados de la validacion

PARAMETROS RANGO RESULTADO

Selectividad RS>1,5 Aceptable

Linealidad R>0,999 Aceptable
L Pendiente cercana al

Sensibilidad ) Aceptable

ejey
Exactitud %Error<5% Aceptable
. %CV < 2%

Precision Aceptable
%CV <(2CVh%/3)

Robustez A <A\2S Aceptable

Aplicabilidad - Aceptable

Realizado por: Estefania Heredia

La Tabla 12-4 es una representacion simplificada de lo expuesto anteriormente y en ella
se manifiesta que todos los pardmetros evaluados cumplen con los requerimientos
establecidos, asegurando asi que el método de Cromatografia de Gases es apropiado
para la determinacion de Cannabinoides y que ademas detecta minimas cantidades del
analito con un porcentaje de error inapreciable que asegura la confiabilidad y veracidad

de los resultados.
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5. CONCLUSIONES

= Se pudo determinar cuantitativamente los grupos delta-9-
tetrahidrocarbocannabinol presentes en muestras incautadas mediante la curva de
calibracion utilizando 8 estandares de concentracién conocida por analisis
sextuplicado.

= Se establecieron experimentalmente los valores de cada parametro con respecto a la
UNODC como se muestra en la Tabla 1-1. y se comprob6 que en cada analisis se
cumple el rango de aceptacion.

= Se pudo comprobar que el método de Cromatografia de Gases en condiciones
ideales de trabajo provee resultados verdaderos y confiables de acuerdo a los
parametros pre-establecidos de la UNODC.

= La selectividad se analizd6 mediante el calculo la resolucion (RS) obteniendo
valores mayores a 1,5como muestra la Tabla 2-4., esto quiere decir que los
diferentes analitos se encuentran separados y bien definidos.

» La linealidad se determind mediante el coeficiente de variaciéon r y r2 es > 0,999,
ademas para verificar los resultados se realizdé un t-Student con n-2 grados de
libertad a dos colas y 0=0.05 aceptando la H1 que confirma que existe correlacion
lineal entre x(concentracion de ST) e y (relacion de areas)

» La sensibilidad se calcul6 mediante la pendiente calculada (m) la cual demuestra
que a minimas variaciones de concentracion existe grandes variaciones en los
resultados, definiendo al método como sensible.

El limite de deteccion calculado demuestra que el equipo es 6ptimo para determinar
cantidades mayores o iguales a 5,62135x10™°

El limite de cuantificacion calculado demuestra que el equipo es Optimo para
cuantificar concentraciones mayores o iguales a LQ= -1,87378x10~

= La exactitud se defini6 mediante dos parametros: el rendimiento el cual fue
99,9994% vy el error de 0,0006% demostrando que el método provee resultados
exactos y confiables.

= La precision se obtuvo mediante %CV < %2CVh/3 por tratarse de una
reproducibilidad interlaboratorio y se observa que se cumple el criterio de

aceptabilidad establecido, ademas se aplico el test de Fisher con 1 grado de libertad
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para el numerador y 6 grados de libertad para el denominador y a=0.05, se acepta
la Ho demostrando que no existe varianzas significativas en los datos.

Para determinar la robustez de un sistema se aplicé la Prueba de Youden y Steiner,
en nuestra investigacion se determind que no se debe modificar las variables que se
establecieron como sensibles durante el estudio de robustez puesto que cualquier

variacion puede determinar errores en los resultados de andlisis.
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6. RECOMENDACIONES

= Se debe considerar previo a cualquier andlisis dentro del departamento de
criminalistica que la muestra receptada este acompafada de la cadena de custodia,
ademas comprobar que las muestras no se hayan deteriorado mediante el
almacenamiento y transporte previas al analisis.

= Al trabajar con silica gel se debe controlar la humedad del ambiente debido a que
tiene cualidades higroscopicas que pueden influir en el momento del analisis.

= Al manipular el Cromatografo lo primero que se debe tomar en cuenta es que el gas
portador este abierto a 40psi. y que la temperatura inicial del horno sea de 180°C,
seguido de su acondicionamiento durante al menos 1hora.

= Se debe tener en cuenta los pardmetros analizados en la robustez debido a que
producen cambios significativos en los resultados, es por esto que antes de
efectuarse cualquier analisis se debe acondicionar al equipo adecuadamente y evitar
errores en los resultados finales

= Todos los andlisis efectuados se deben realizar por triplicado para asegurar la

confiabilidad de los resultados y disminuir errores.

66



7. BIBLIOGRAFIA

BARQUERO QUIROS Miriam, Principios Y Aplicaciones de la Cromatografia de Gases,
2% ed., Costa Rica, Editorial Universidad de Costa Rica, 2006, Pp 33-40

BELLO GUITIERREZ, JOSE Y LOPEZ DE CERAIN SALSAMENDI, ADELA.,
Fundamentos de ciencia toxicélogica, 1.ed., Madrid-Espafia, Ediciones Diaz de Santos S. A,
2001, Pp 349

BLGO. CHAVIERI SALAZAR Andrés Ricardo, Principios fundamentales teoricos y
practicos de la fotografia forense y la escena del delito, 2a. ed., Lima-Peru, 2006, Pp 20-25

BRENNEISEN R, EGLI A, ELSOHLY MA, HENN V, SPIESS Y, The effect of orally and
rectally administered delta-9-tetrahydrocannabinol on spasticity: a pilot study with 2 patients.
Int J of Clin Pharmacol Ther, 22a. ed., -New York-USA, National Library of Medicine,
1996, Pp 34:446-452.

COULSON, J.M. Y J.F. RICHARDSON. Ingenieria Quimica. Tomoll. Operaciones béasicas.

2a. ed., Barcelona-Espafia, Barcelona Editorial Reverté, 1988. Pp 32

FERNANDEZ-RUIZ JJ, RODRIGUEZ F, NAVARRO M, RAMOS JA. Maternal
cannabinoid exposure and brain development: changes in the ontogeny of dopamine neurons:
Bartke A, Murphy LL (eds). Marihuana/cannabinoids: neurobiology and neurophysiology.
Biochemistry and physiology of substance abuse, Florida-USA, CRC Press, 1992, Pp 119-64.

INSTITUTO DE SALUD PUBLICA DE CHILE, Validacion de métodos y determinacion de
la incertidumbre de la medicidn, led. Santiago de Chile- Chile, 2010, Pp 27-49

J.A. RAMOS ATANCE, Cannabinoides: propiedades quimicas y aspectos metabélicos.
Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina. Universidad Complutense, 22 ed.,

Madrid-Espafia, Pp 41-54

LAUWERYS, ROBERT R. Toxicologia industrial e intoxicaciones profesionales/Robert R.
Lauwerys, 3aed. Barcelona-Espafia, Masson S.A., 1994, Pp 631

67



LINDGREN JE, OHLSSON A, AGURELL S, HOLLISTER L, GILLESPIE H., Clinical
effects and plasma levels of delta 9-tetrahydrocannabinol (delta 9-THC) in heavy and light users
of cannabis. Psychopharmacology . 2 ed, New-York-USA, 1981, Pp 74

LODZKI M, GODIN B, RAKOU L, MECHOULAM R, GALLILY R, TOUITOU E.,
Cannabidiol transdermal delivery and anti-inflammatory effect in a murine model. J Control
Release,. 3a. ed., New York-USA, 2003. Pp 93

MCNAIR, HAROLD M. & MILLER, JAMES M, Basic Gas Chromatography.John Wiley
& Sons, Inc .3a. ed, Ottawa-Canada, 1998. Pp 73

NMKL, Validacién de Métodos de analisis quimicos Procedimiento, 4a. ed., 1996. Version
Espafiol 1997 Pp 56-72

PERTWEE RG. Cannabinoid receptors and pain. Progress in Neurobiology. 12. Ed., USA,
Elsevier Science Ltd,. 2001; 63: 569-611

QUATTROCCHI O, ABELAIRA S, LABA R, Validacién de métodos. Introduccion a la
HPLC Aplicacion y practica, 22 ed., Buenos Aires- Argentina, Edit. Artes Graficas Farro S.A.,

1992, Pp. 29.-301

RAMOS ATANCE JA, FERNANDEZ RUIZ J., Cannabinoides: propiedades quimicas y
aspectos metabolicos. Adicciones,. 2a. ed, Madrid-Espafia, 2000, Pp 41-56.

REMCO. ISO Committee on Reference Materials. 2005-08-24. Pp 15-38

SKOOG, Douglas Y LEARY, James, Analisis Instrumental, 4a. ed., Madrid-Espafia,
McGraw-Hill, 1994, pp 109-115

SWEDISH NATIONAL FOOD ADMINISTRATION., Estudio de Validacion de Métodos
Analiticos, 3a.ed., Madrir-Espafia, 2007, Pp 80-83

WADE DT, ROBSON P, HOUSE H, MAKELA P, ARAM J., A preliminary controlled

study to determine whether whole-plant cannabis extracts can improve intractable neurogenic
symptoms. Clin Rehabil,. 42. ed., National Library of Medicine USA, 2003, Ppl7: 21-29

68



WILLIAMSON EM, EVANS F, Cannabinoids in clinical practice. DrugsMolecular
Interventions American Society for Pharmacology and Experimental Therapeutics, 2000, Pp
60: 1303-14.

EUGENI SEDANO | MONASTERIO, Butlleti dinformacié terapéutica del Departament de
Sanitat i Seguretat Social de la Generalitat de Catalunya., Generalitat de Catalunya
Departament de SanitatCatalunya, Volumen 13, 2001, Pp 32-54

GROTENHERMEN F. Pharmacokinetics and pharmacodynamics of cannabinoids. Clin
Pharmacokine, Springer International Publishing AG,. Volumen 102. 2003, Pp 42: 327-60.

PGR. Manual de identificacion de estupefacientes y psicotropicos. 2. ed. Arbol Editorial.
México-México 1998 pp 23-30

MANUAL DE IDENTIFICACION DE ESTUPEFACIENTES Y PSICOTROPICOS,
INSTITUTO DE CAPACITACION DE LA PGR, MEXICO, Uso terapéutico del cannabis.
2007.

URL.: http://w3.icf.uab.es/ficf/es/bin/view/Cannabis/FarmacologiaBasica#Absorci_n

MANUAL DE DESCRIPCION DE LA PLANTA CANNABIS SATIVA. Marshall 2012.

URL: http://www.tecnicoagricola.es/descripcion-de-la-planta-cannabis-sativa/

69



ANEXOS

Anexo A. Analisis de Estandares mediante Cromatografia de gases por sextuplicado

Tr AREA | PROMEDIO Tr AREA
CBD 0,533 0,2365
ST11
THC 1,716 0,1220
CBD 0,716 0,2365
ST12
THC 1,700 0,1220
ST 13 CBD 0,700 0,2630 CBD 0,6468 0,2453
' THC 1,716 0,1320 THC 1,7080 0,1323
CBD 0,600 0,2365
ST14
THC 1,716 0,1520
CBD 0,666 0,2365
ST15
THC 1,700 0,1350
CBD 0,666 0,2630
ST16
THC 1,700 0,1308
CBD 0,600 0,2365
ST21
THC 1,716 0,3109
CBD 0,666 0,2365
ST 22
THC 1,700 0,3109
S oe CBD 0,700 0,3140 CBD 0,6553 0,2623
' THC 1,700 0,3108 THC 1,7053 0,3087
CBD 0,600 0,2365
ST24
THC 1,716 0,3020
CBD 0,666 0,2365
ST 25
THC 1,700 0,3090
CBD 0,700 0,3140
ST 26
THC 1,700 0,3085
CBD 0,450 0,3190
ST31
THC 1,683 0,4900
CBD 0,666 0,3570
ST 3.2
THC 1,700 0,5470
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cTas CBD 0,450 0,5080 CBD 0,5720 0,3695
' THC 1,700 0,5460 THC 1,6943 0,5278
CBD 0,750 0,3570
ST 3.4
THC 1,700 0,5470
CBD 0,450 0,3190
ST 35
THC 1,683 0,4900
CBD 0,666 0,3570
ST 3.6
THC 1,700 0,5470
CBD 0,583 0,4630
ST 4.1
THC 1,683 0,7390
CBD 0,516 0,5010
ST 4.2
THC 1,700 0,7270
o113 CBD 0,583 0,5080 CBD 0,6185 0,4777
' THC 1,666 0,7392 THC 1,6830 0,7460
CBD 0,700 0,4300
ST 4.4
THC 1,666 0,7570
CBD 0,533 0,4630
ST 45
THC 1,700 0,7570
CBD 0,796 0,5010
ST 4.6
THC 1,683 0,7570
CBD 0,917 0,6300
ST5.1
THC 1,780 0,9020
CBD 0,750 0,6050
ST5.2
THC 1,666 0,9650
cres CBD 0,583 0,6080 CBD 0,7131 0,6143
' THC 1,666 0,9620 THC 1,6935 0,9475
CBD 0,700 0,6300
ST 5.4
THC 1,666 0,9570
CBD 0,533 0,6050
ST55
THC 1,700 0,9570
CBD 0,796 0,6080
ST5.6
THC 1,683 0,9420
CBD 0,583 0,8130
ST6.1
THC 1,780 0,9915
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CBD 0,750 0,8350
ST6.2
THC 1,700 0,9890
ST 6.3 CBD 0,583 0,7640 CBD 0,6575 0,8078
' THC 1,666 1,0865 THC 1,7048 1,1579
CBD 0,700 0,8070
ST6.4
THC 1,700 1,0825
CBD 0,533 0,8117
ST 6.5
THC 1,700 1,3990
CBD 0,796 0,8160
ST 6.6
THC 1,683 1,3990
CBD 0,583 0,8560
ST71
THC 1,683 1,4049
CBD 0,750 0,8850
ST72
THC 1,700 1,4065
ST 73 CBD 0,583 0,9640 CBD 0,6957 0,9080
' THC 1,666 1,4045 THC 1,6887 1,4046
CBD 0,796 0,9070
ST74
THC 1,700 1,4025
CBD 0,666 0,8800
SHNES
THC 1,700 1,4049
CBD 0,796 0,9560
ST76
THC 1,683 1,4045
CBD 0,766 2,3070
ST8.1
THC 1,700 1,6525
CBD 0,796 2,2800
ST 8.2
THC 1,700 1,6010
ST 83 CBD 0,806 2,0988 CBD 0,7877 2,2398
' THC 1,716 1,6500 THC 1,7053 1,6372
CBD 0,796 2,3070
ST 84
THC 1,700 1,6525
CBD 0,766 2,2800
ST 8.5
THC 1,700 1,6010
CBD 0,796 2,1660
ST 8.6
THC 1,716 1,6660
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Anexo B. Estandar Interno (Tetracosano)
analizado por Cromatografia de Gases

por sextuplicado

ST Interno Tr AREA
1 2,083 0,1103

2 2,000 0,1371

3 1,950 0,1034

4 2,083 0,1140

5 2,000 0,1327

6 2,000 0,1264
Promedio 2,019 0,12065

Anexo C. Relacién de éareas de THC del

Estandar con el area del Estandar Interno

i Relacion de areas
Area _ _

ST de ST (Area ST/ Area ST
Interno)
1 | 0,1323 1,0965
2 | 0,3087 2,5586
3 | 0,5278 4,3746
4 | 0,7460 6,1832
5 | 0,9475 7,8533
6 | 1,1579 9,5972
7 | 1,4046 11,6419
8 | 1,6372 13,5698
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Anexo D. Concentracion de muestras incautadas examinadas por Cromatografia de

gases

MUESTRA Tr AREA CONCENTRACION
1 1,733 307,797 0,7036
2 1,816 989,333 2,2306
3 1,733 307,797 0,7036
4 1,717 704,563 1,5925
5 1,700 977,549 2,2042
6 1,700 948,603 2,1393
7 1,733 1370,250 3,0840
8 1,700 554,027 1,2553
9 1,733 810,244 1,8293
10 1,716 855,131 1,9299
11 1,716 765,604 1,7293
12 1,733 673,908 1,5239
13 1,716 128,182 0,3012
14 1,666 1586,615 3,5688
15 1,716 753,120 1,7013
16 1,716 658,117 1,4885
17 1,700 936,9795 2,1133
18 1,700 337,349 0,7698
19 1,700 883,691 1,9939
20 1,683 857,979 1,9363
21 1,700 986,884 2,2251
22 1,666 998,553 2,2512
23 1,683 272,984 0,6256
24 1,683 984,638 2,2201
25 1,683 999,809 2,2540
26 1,666 846,630 1,9109
27 1,683 994,494 2,2421
28 1,700 1699,141 3,8209

PROMEDIO 1,710 828,213 52,3484
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Anexo E. Muestras incautadas por el departamento de Criminalistica

de la Provincia de Chimborazo 1

Anexo F. Muestras Rotuladas
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Anexo G. Trituracién de las muestras

Anexo H. Filtracién de la muestra




Anexo |. Separacion de las fases

Anexo J. Cromatografia en Capa Fina de Cannabinoides a luz normal
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Anexo K. Cromatografia en Capa Fina vista con UV a 254 y 366nm respectivamente
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Anexo M. Horno y Columna Cromatografia

Anexo N. Camara de Hidrogeno
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