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RESUMEN

En este proyecto se busca identificar sustancias de abuso tales como COCAINA,
BENZOILECGONINA, ACIDO 11- NOR-DELTA-9-TETRAHIDROCANNABINOL-9-
CARBOXILICO (THC-COOH) Y 11-HIDROXI- DELTA-9-
TETRAHIDROCANNABINOL (THC-A9) por medio de la estandarizacion vy
validacion de una metodologia analitica por Cromatografia de
Gases/espectrometria de masas (GC-MS) con extraccion liquido-liquido, en
sangre y orina como fluidos biolégicos. La importancia en la identificacion de
estos compuestos radica en que estos representan un grave problema social,
relacionado al consumo de estupefacientes que se asocia a casos de homicidio y
demas tipos de violencia, no solo en Colombia sino en todos los paises del
mundo. Esta problematica afecta la calidad de vida de la poblaciéon, generando

mayor inseguridad y violencia. [1]

Los distintos tipos de drogas tienen efectos diferentes sobre nuestro sistema
nervioso: unas son excitantes y otras depresoras, es decir, unas aceleran nuestro
funcionamiento fisico y mental, y otras lo disminuyen e incluso pueden causar

alucinaciones y distorsion en la percepcion de la realidad.

En Colombia, los laboratorios del Instituto Nacional de Medicina Legal y Ciencias
Forenses (INML) estan en proceso de mejoramiento de sus técnicas de analisis
para estas drogas en respuesta a la problemética antes mencionada, y con el fin
de proporcionar a las autoridades herramientas Gtiles para aplicar la ley de forma
justa. Siendo este proyecto, una contribucién a la mejora de la calidad de estos
analisis y los esfuerzos por controlar el problema que las drogas ilicitas

representan.



1. INTRODUCCION

Actualmente la drogadiccion en el mundo es un problema contemporaneo que
afecta un 80% de la poblacion civil. En Colombia la drogadiccion ha alcanzado
cifras muy altas de consumo y expendio, durante los Ultimos doce afios se ha
pasado de ser un productor a un consumidor de drogas. Hay alrededor de 20.000
jovenes entre 10-24 afios que son procesados por algun delito, el 50% los cometio
bajo el efecto de las drogas, siendo esta la poblacién mas alta en el consumo de
estas sustancias que van desde la marihuana, cocaina, heroina y consumo de
farmacos, afectando a los jévenes y convirtiéndose en un problema de salud

publica.

En la mayoria de los casos los asaltos, homicidios, suicidios y prostitucion se
llevan a cabo bajo el efecto de la droga, elevando la delincuencia en el pais.
Colombia durante los ultimos 30 afios ha estado sometida bajo el rigor del
narcotrafico que ha sido el motor fundamental en el aumento del consumo de

droga [1].

En conclusion, el consumo de estas sustancias genera en nuestra sociedad un
ambiente de violencia y corrupcion, donde los mas afectados son los jovenes,
generando en los padres de familia mayor preocupacion y control sobre sus hijos

con el fin de evitar que resulten involucrados en este tipo de problematica.

Por las razones anteriores se desarroll6 un método analitico de extraccion liquido-
liguido con diclorometano y una mezcla de hexano-acetato de etilo con la técnica
(GC-MS) para la deteccion y confirmacion de Cocaina, Cannabinoides y sus

principales metabolitos en sangre y orina.

Desde el punto de vista analitico, en el analisis toxicologico se debe contar con

meétodos analiticos selectivos para la evaluacion cualitativa de las sustancias



toxicas que conduzcan a una correcta interpretacion forense, teniendo en cuenta
que ademas de esto, se debe buscar resultados confiables obtenidos bajo

rigurosos controles de calidad.

Para lograr esto, se hace necesario validar el método desarrollado, con el fin de
demostrar que es idéneo y apropiado para el propésito para el cual fue disefiado,

permitiendo conocer la confiabilidad del mismo para su aplicacion rutinaria.

Los parametros que se evallan en un método analitico cualitativo son: precision,
especificidad, selectividad, limite de deteccién y robustez. También, en el estudio
de validacion se evalia la idoneidad del sistema que para métodos
cromatograficos incluye el factor de selectividad, determinacion y estabilidad del
tiempo de retencién de cada uno de los analitos, la resolucion, el factor de
capacidad y el numero de platos tedricos. Estos pardmetros permiten determinar
la capacidad que tiene el sistema cromatografico de arrojar resultados

reproducibles cada vez que el método sea aplicado.

Se realiz6 un analisis estadistico para la interpretacion de los datos obtenidos, en
un estudio de validacion, la aplicacion de pruebas como analisis de varianza
(ANOVA), desviacion estandar y coeficiente de variacion, son utilizadas para

demostrar la validez de un método.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

El uso de drogas de abuso tales como Marihuana y Cocaina representa un grave
problema social en el pais y en el mundo, debido a que generalmente se asocia su

consumo con episodios de violencia.

En la actualidad, dos de las principales drogas de mayor abuso en el mundo son la
Marihuana y Cocaina, siendo esta Ultima la que presenta casos mas graves de
intoxicacion 'y muerte. La Cocaina en dosis elevadas puede producir
alucinaciones, trastornos paranoides y convulsiones, y en muchos casos la
muerte. [2]. A diferencia de la cocaina, la Marihuana no presenta casos de muerte
registrados, aunque su toxicidad esta bien establecida, en dosis elevadas puede
inducir alucinaciones y pérdida de juico de la realidad, por lo que se asocia

frecuentemente con casos de violencia. [3]

Por todo lo expuesto anteriormente, es necesario contar con analisis confiables
que permitan evidenciar el consumo de estas sustancias y sirvan de apoyo en la
lucha contra esta problematica. Un analista puede decir que ha determinado la
presencia de Cocaina y Cannabinoides en una muestra proveniente de una
victima, pero se debe demostrar que los resultados son veridicos y confiables, es
decir que el método utilizado para el analisis cumple con los parametros de calidad
establecidos y que la manipulacion de la muestra fue optima. Para comprobar
dichos resultados, el analista debe suministrar evidencias documentadas, tales
como, registro de los limites de deteccion, robustez y repetibilidad del método, la
Optima calidad de los reactivos soportada a través de un certificado de calidad y
pureza expedido por el laboratorio, analisis de incertidumbre del resultado
obtenido y monitoreo de las condiciones ambientales.[4] [5]

La aplicacion del nuevo Sistema Penal Acusatorio conlleva a un aumento en la

exigencia en lo referente a la calidad de las pruebas y ensayos realizados por las



instituciones que cumplan funciones de investigacion. [6]. En respuesta a esto, el
Laboratorio de Toxicologia del Instituto Nacional de Medicina Legal y Ciencias
Forenses Regional Occidente estd en proceso de desarrollo y validacion de
nuevas metodologias de andlisis a fin de aportar pruebas reconocidas

cientificamente y que sirvan de soporte en el proceso judicial.



3. OBJETIVOS

3.1.OBJETIVO GENERAL

Determinar cualitativamente por medio de la técnica de extraccién liquido-liquido
utilizando un cromatdgrafo de gases con detector de espectrofotometro de masas

Cocaina, Benzoilecgonina, THC-COOH y A9-THC en sangre y orina humana.

3.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar Cocaina, Benzoilecgonina, THC-COOH y A9-THC en muestras de

sangre y orina.

e Estandarizar y validar una técnica analitica por cromatografia de gases con

extraccién liquido-liquido y detector espectrofotbmetro de masas.

e Elaborar una metodologia analitica para la identificacion y analisis de estas

sustancias en muestras forenses de sangre y orina.



4. SITUACION ACTUAL

Practicamente en todas las culturas conocidas hasta ahora se encuentra el uso y
también el abuso de algunas sustancias de las que crean dependencia fisica y de
otras que solo afectan el comportamiento psiquico. Pero es cierto que como
comun denominador, encontradas excepciones, aparece su empleo ritual o social,
en los jévenes, adultos y en la mayoria de los casos inscrita a los varones. Hoy en
dia, y quizas esto distinga nuestra época, son los adolecentes de ambos sexos y
también los nifios, los que consumen en alta cantidad drogas de abusos que
muchas veces son exigidas por grupos, costumbres sociales 0 medios de evasion

de alivio a presiones internas o externas.



5. IMPORTANCIA FORENSE

La ciencia forense no es otra cosa que la aplicacién de la quimica y disciplinas
afines a la ley. Pretende analizar las evidencias encontradas en la escena de un

delito, para aportar a las pruebas que un experto debe presentar ante un tribunal

[3].

Es importante resaltar que el andlisis cromatografico depende de una cuidadosa
toma y preparacion de muestras, asi como la seleccion de patrones que serviran
de referencia para la realizacion de la validacion y la confrontacion de resultados

obtenidos por la técnica de cromatografia de gases (GC)

Con la estandarizacion y validacion de una técnica analitica para la determinacion
cualitativa de Cocaina, Cannabinoides y sus metabolitos en sangre y orina, el
Instituto Nacional de Medicina Legal y Ciencias Forenses puede beneficiarse de la

siguiente manera:

1. El valor de los resultados analiticos toxicoldégicos encontrados en el
laboratorio sirven de apoyo para la correlacion con los hallazgos clinicos o
patolégicos para establecer posibles causas de muerte. Por estas razones,
es muy importante garantizar que estos resultados toxicoldgicos obtenidos

sean confiables y legalmente defendibles en juicio oral. [7]

2. El resultado del dictamen pericial que se le esta entregando a la autoridad
competente es mas completo y con una mayor credibilidad lo que conlleva
a estar cada vez mas relacionado con la utilizacion de sistemas de gestion
que permitan asegurar una monitorizacion del control de calidad sobre el
trabajo desarrollado, mejorando la prestacion de los servicios forenses

debido a la reduccién de tiempos de repuesta. [8]



3. Debido a que el método de extraccidbn permite obtener dos familias de
compuestos diferentes, se lograra la reduccibn de costos y tiempos
requeridos para el analisis toxicolégico en comparacion con los métodos

actualmente utilizados.

4. Facilmente la metodologia puede ser aplicada en todas las regionales de la
institucion por las bondades anteriores y el manejo previo que tienen las

regionales con los equipos GC/MS.

5. Ser una entidad referente de apoyo a las instituciones judiciales aportando
informes periciales que son producto de analisis validados, confiables y con
credibilidad en sus resultados apoyados en un sistema integrado de gestion
de calidad que permite satisfacer las necesidades y expectativas de la

comunidad y la administracion de justicia. [7] [9]



6. MARCO TEORICO

CANNABINOIDES:

La Marihuana cuyo nombre cientifico corresponde a Cannabis Sativa es una
planta que sintetiza mas de 60 Cannabinoides siendo su principal componente
activo el isbmero I-delta 9- THC. Una vez es consumida los efectos se presentan
de 15 a 30 minutos para alcanzar el maximo a una hora y prolongarse durante 2 o
3 horas. La ingestion hace retrasar el comienzo de los efectos hasta los 30 o 60
minutos, alcanzando el maximo a las 2-3 horas y prolongandose hasta las 6 horas.
El THC circula unido mayoritariamente a fracciones lipoproteinas y albumina
desapareciendo con cierta rapidez del plasma dificultando de esta manera su
identificacion en sangre como THC. ElI THC se transforma en el higado por
metabolismo de primer paso al acido 11-Nor-Delta-9 Tetrahidrocannabinol-9-
Carboxilico eliminandose de manera conjugada con el Acido Glucurdnico. Al cabo
de una semana se elimina del 67 — 71%, del cual el 65% es excretado en las
heces y un 20% en orina. [10]

La marihuana es consumida principalmente por via oral (ingestién de alimentos
gue contienen marihuana y partes de la planta) y via inhalatoria. La intoxicaciéon
por THC puede dar como resultado pérdida de conocimiento, afectar el equilibrio,
la estabilidad de la postura, aumentar la frecuencia cardiaca y la presion arterial,
incluso puede producir la muerte, pero muy pocos reportes de fatalidades se han

encontrado.

COCAINA:

La cocaina es un alcaloide que se obtiene de la planta de coca. Es un estimulador

del sistema nervioso y supresor del hambre, era usado en medicina como



anestésico, incluso en nifios, especificamente en cirugias de ojos y nariz, pero
actualmente esta prohibido. A nivel del sistema nervioso central, actla
especificamente como un inhibidor de la recaptacion de serotonina —norepinefrina-
dopamina, aumentando el efecto de estos neurotransmisores, causando diferentes
acciones a nivel sistémico. En la mayoria de los paises la cocaina es una popular

droga recreacional prohibida. [11]

La cocaina puede ser suministrada por tres principales vias: oral, parenteral
(intravenosa) e inhalatoria. Su dosis letal minima estimada es de 1,2 g, pero
personas susceptibles han muerto de dosis tan pequefias como 30 mg y los

adictos pueden ser capaces de tolerar hasta 5 g el dia.

MATRICES BIOLOGICAS EN LAS QUE SE ANALIZAN ESTAS SUSTANCIAS

La matriz es generalmente un espécimen bioldgico como un fluido corporal o un
tejido sélido. El agente de interés debe existir en la matriz en una solucién simple
o debe estar unido a proteinas y otros constituyentes celulares. El reto es separar
el agente toxico con suficiente pureza y cantidad para permitir que sea
caracterizado y cuantificado. [12]

Las matrices en las cuales se desarrolla este proyecto son sangre y orina, siendo
estas las matrices de mayor interés toxicoldgico debido a la ruta de distribucion u
eliminacion de las sustancias. [12]

En el caso de la cocaina, se utilizan ambas matrices debido a que una vez
absorbida la cocaina pasa a la sangre y se distribuye en todos los oOrganos,
metabolizandose especialmente en el higado [2]. Su eliminacion se efectia por
via renal con varios metabolitos de la ecgonina y con una pequefia cantidad de

cocaina libre [3]
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Para el caso de la Marihuana, también se utiliza la orina como matriz principal en
el analisis toxicoldgico, debido a que su toxicocinética es similar a la de la cocaina
en cuanto a su excrecion (orina). En la sangre los cannabinoides se unen a

proteinas, por lo tanto es muy dificil su extraccion en dicha matriz.

TECNICAS Y METODOLOGIAS UTILIZADAS

Entre las diversas practicas instrumentales empleadas en el campo de las ciencias
forenses, particularmente en el andlisis de compuestos quimicos, las técnicas
cromatografias ocupan un lugar preponderante, sin desacreditar otras técnicas de
importancia. Considerando esos métodos cromatograficos, la cromatografia de
gases (GC) y la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) se destacan quiza
como los de mayor utilidad, debido a su alta resolucion y especificidad, facilidad en
la identificacion de sustancias y bajos limites de deteccion (alrededor de ppm y

ppb). [3]

En este proyecto, la técnica utilizada es la cromatografia de gases acoplada a
espectrofotometria de masas (GC/MS). La cromatografia de gases es un proceso
de separacién de los componentes de una mezcla, la cual ocurre por interaccion
entre la fase estacionaria, la fase mévil y el analito, a través de mecanismos
fisicoquimicos de adsorcion y reparto. Los compuestos separados pasan por el
detector, el cual genera una respuesta en tiempo al paso de una sustancia. La
cromatografia de gases es una técnica de separacion basada en el coeficiente de
reparto de los componentes de una muestra entre una fase moévil (Gaseosa) vy

una fase estacionaria. [13]

El detector de masas, permite obtener un espectro de masas que muestra la
relacion masa/carga de la molécula, sus fragmentos y su abundancia relativa, La
ionizacion de la molécula puede llevarse a cabo mediante impacto electronico,

ionizacion quimica negativa o positiva e ionizacion por campo eléctrico.
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La cromatografia de gases constituye una herramienta util y versatil tanto en
andlisis cualitativo como cuantitativo de diferentes tipos de téxicos en fluidos y
tejidos biologicos. Son candidatos a ser analizados por GC los compuestos
volatiles o facilmente derivatizables a productos relativamente volatiles, cuyo peso
molecular no exceda de 500 UMAS. Entre estos se encuentran drogas de abuso,
etanol y otros alcoholes, agentes volatiles, plaguicidas utilizados en agricultura,
disolventes, farmacos o sus metabolitos, etc. Existen en la actualidad patrones
cromatograficos de gases contra los cuales comparar los datos obtenidos en un

analisis, con el propésito de determinar la presencia de un compuesto dado. [3]

El dato caracteristico para cada sustancia en la determinacion cualitativa es el
tiempo de retencidn y la fragmentacion de masas caracteristica para casa una de

las sustancias comparandola con la biblioteca predeterminada en el quipo. [3]

En general, antes de realizar un andlisis cromatografico o de otro tipo en
toxicologia forense, se debe proceder a un pretratamiento a manera de
preparacién de la muestra, que pretende extraer de la matriz bioldgica el
compuesto por analizar y aislarlo de sustancias que dificultan el procedimiento,
tales como proteinas, asi como ajustar el pH y la fuerza i6nica para permitir
eficiencias de extraccion optimas. Este proceso abarca una primera etapa de
dilucion de la muestra (plasma, suero, orina, etc). Posteriormente, la droga se
extrae de la matriz biolégica mediante procedimientos de extraccion liquido-liquido
0 extraccion en fase solida. Estos métodos deben optimizarse para lograr un
maximo de recuperacién de cada compuesto en particular. Algunos factores que

afectan la recuperacion de una droga son los siguientes: [3]

Seleccion de la droga.
e pH de la muestra.
e Propiedades y volumen del disolvente.

e Propiedades y volumen del diluyente.
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e pH ytipo de buffer.

e Coeficiente de reparto.

VALIDACION DEL METODO:

La validacion de una metodologia analitica, es un proceso de seguimiento que
comprende la determinacion de una serie de parametros que demuestren que los
resultados del método son confiables y reproducibles. Cada uno de los parametros
a validar debe tener un disefio experimental planteado donde se define la hipbtesis
nula (Ho), la hipotesis alternativa (H1), se fija la probabilidad de error (P) o
confiabilidad, los grados de libertad (gl), etc. Posterior al disefio, se compara el

valor experimental con el tabulado para aceptar o no la hipotesis planteada.

Los parametros evaluados son selectividad, especificidad, limite de deteccidn,
precision y robustez, en un sistema acuoso, una matriz de sangre y una matriz de

orina enriquecidas con soluciones estandares denominadas método. [14]

e SELECTIVIDAD Y ESPECIFICIDAD: Se considera selectividad como la
habilidad de un método para diferenciar uno o varios analitos en presencia
de otros componentes que se sospecha puedan estar presentes en la
muestra. Las sustancias potencialmente interferentes en una matriz
biologica incluyen componentes endogenos de la matriz, metabolitos,
productos de degradacién, impurezas etc. El método se considera selectivo
si ninguno de los blancos u otras sustancias analizadas presenta el mismo

tiempo de retencion de los analitos de interés.

La especificidad esta definida como la habilidad que tiene el método para
medir de forma inequivoca los analitos de interés en presencia de otros

componentes que pudiesen estar presente en la muestra. [14]
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LIMITE DE DETECCION: Es la minima concentracién o la minima masa de
un analito que se puede detectar y que proporciona una sefial igual a la
sefal del blanco (ySB) mas tres veces la desviacion estandar del blanco
SB. [14]

PRECISION: Es la concordancia mutua entre datos que se han obtenido de
la misma forma, e indica la medida del error aleatorio de un analisis. Se

divide en repetibilidad y precision intermedia. [14]

* REPETIBILIDAD: Se refiere a la concordancia de los resultados
recolectados por el mismo investigador, los mismos reactivos, laboratorio e
instrumento en un corto periodo de tiempo, se evalia determinando el

coeficiente de variacion (CV) o desviacion estandar relativa (RSD). [14]

CV 0 RSD = (s/x) * 100

S: desviacion estandar

X: media aritmética.

« PRECISION INTERMEDIA: Es hallada realizando mediciones a una
muestra en diferentes dias, por diferentes analistas, se expresa en
coeficiente de variacién global. Para este estudio se realizan analisis a
cinco muestras en tres dias diferentes, dos analistas y el mismo

instrumento. Se analiza por el método de analisis de varianza ANOVA. [14]

ANALISIS DE VARIANZA ANOVA: El andlisis de la varianza (ANOVA) es
una potente herramienta estadistica, de gran utilidad tanto en la industria,
para el control de procesos, como en el laboratorio de analisis, para el

control de métodos analiticos. Sirve para comparar si los valores de un
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conjunto de datos numéricos son significativamente distintos a los valores
de otro o mas conjuntos de datos. El procedimiento para comparar estos
valores esta basado en la varianza (coeficiente de variacion) global

observada en los grupos de datos numéricos a comparar. [14]

e ROBUSTEZ: Se refiere a la validez de aplicacion del método en las
condiciones dadas, asi como su reproducibilidad en dichas condiciones. Se
dice que un método es robusto, cuando los datos de variabilidad estan
dentro de los limites establecidos por pardmetros como selectividad y

precision. [14]

DERIVATIZACION QUIMICA.

La derivatizacion quimica es un proceso en el cual una sustancia, generalmente
organica, es transformada en otra mediante una reaccion quimica. Cuando es
usada en conjunto con GC y HPLC la cantidad de derivatizante utilizada esta en
el orden de los miligramos a microgramos. Dentro de los grupos funcionales
presentes en una molécula susceptibles de ser derivatizados estan; -COOH, -OH,
-NH, y -NH,, generandose reacciones de derivatizacion quimica como acilaciones,

alquilaciones, esterificaciones, silanizaciones o procesos analogos. [15]

Cuando la metodologia es desarrollada para aplicaciones ya sea en cromatografia
gaseosa o liquida se obtienen numerosas ventajas dentro de las cuales podemos

destacar:

e Disminucion de la polaridad e incremento de la volatilidad y estabilidad
térmica para mejorar las propiedades cromatograficas de la sustancia.
e Aumentar la sensibilidad del GC para detectar drogas de abuso y sus

metabolitos. [15]

15



7. METODOLOGIA

La metodologia de trabajo se estableci6 con base en el procedimiento
estandarizado de trabajo PET con titulo “Confirmacion de Cocaina,
Benzoilecgonina, Cocaetileno y Cannabinoides en muestras biolégicas de orina y
sangre por GC/MSD.” [15].

7.1. MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS:

7.1.1. MATERIALES Y REACTIVOS

7.1.1.1. REACTIVOS

e Cocaina clorhidrato estandar certificado primario

¢ Benzoilecgonina hidrato estandar certificado primario

e Lidocaina certificado primario

e Acido 11-Nor-delta-9-Tetrahidrocannabinol-9-Carboxilico (THC-COOH)
estandar certificado primario

e 11-Hidroxi- delta-9-Tetrahidrocannabinol (THC DELTA9)

e Etanol Grado Reactivo Analitico (R.A.)

e Metanol R.A.

e KOH en lentejas R.A

e NaOH en lentejas R.A

e Tetraborato de sodio decahidratado R.A

e Acido acético Glacial R.A

e Diclorometano R.A

e n-—HexanoR.A

e Acetato de etilo R.A

e Agua destilada y desionizada.
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7.1.1.2. EQUIPOS

e Cromatografo de gases Agilent 7890 A Network GC System con
automuestreador 7693 series, con detector selectivo de masas Agilent 5975
XL MSD, equipado con columna capilar Agilent 19091S-433: 30m * 0.25
mm |.D. * 0.25 um.

e Sistema de manejo de informacion, estacion de datos cromatogréaficos de
canal simple MSD ChemStation Agilent E.02.00.493.

e Impresora laser monocromatica.

e Sistema de suministro de gases calidad cromatografica: Helio.

e Equipo de calentamiento y evaporacion Rapid — Vap Labconco serie
110847010H.

e Balanza analitica con division de escala 0.001 g.

e Agitador de muestras Vortex Thermolyne Maxi Mix Il 37600.

e Centrifuga Indulab.

e Ultrasonido Fisher Scientific FS60H.

7.1.1.3. MATERIAL DE LABORATORIO

e Micropipeta de 10 uL -100 uL, BRAND.

e Micropipeta de 100 uL -1000 uL, BRAND.

e Balones aforados de 10 mL

e Pipetas aforadas de 3,5y 10 mL

e Pipetas volumétricas de 1 mL

e Puntas para micropipetas de capacidad para 100uL y 1000uL
e Vasos de precipitado de 50 mL.

e Erlenmeyer de 250 mL

e Embudo de vidrio.
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e Tubos de ensayos de 10mL y 15 mL.
e Viales de 3mL.
e Insertos para viales.

e Pipetas Pasteur.

7.1.2. PREPARACION DE ESTANDARES

7.1.2.1. PREPARACION DE SOLUCIONES STOCK PARA CADA UNO DE LOS
ANALITOS: Para la preparacion de las soluciones madre (stock), es necesario
hacer un ajuste de la cantidad a pesar, de acuerdo a la pureza del material de

referencia utilizado, siguiendo la formula:

Cantidad en
Peso molecular
(mg) del 100 _
_ de la sal Cantidad en (mg)
material de
X X ——— = que se debe pesar

referencia a
Peso molecular
pesar como Pureza
del la base
base

Se prepararon soluciones stock de 1000 ppm de cada una de las sustancias a

analizar, de la siguiente manera:
e SOLUCION DE LIDOCAINA DE 1000 ppm (1mg/ ml 6 1000pug/ml)

Pesar 10mg de Lidocaina, llevar a un bal6n aforado de 10mL, diluir y

completar a volumen con metanol.
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SOLUCION DE COCAINA DE 1000 ppm (1mg/ ml 6 1000ug/ml)

Nota: Peso molar de cocaina Clorhidrato = 339,8g/mol

Peso molar de cocaina Base = 303,36g/mol
Pesar 11,2mg de Cocaina clorhidrato, correspondientes a 10,0mg de

Cocaina Base llevar a un balén aforado de 10mL, diluir y completar a

volumen con metanol.

SOLUCION DE BENZOILECGONINA DE 1000 ppm (1mg/ ml 6 1000pg/ml)

Nota: La Benzoilecgonina Hidrato tiene un 18,4% de humedad, es decir el

81,6% de la cantidad tomada corresponde a Benzoilecgonina.
Pesar 12,25mg de Benzoilecgonina Hidrato, correspondientes a 10mg de
Benzoilecgonina, llevar a un balén aforado de 10mL, diluir y completar a

volumen con metanol.

SOLUCION DE 11-HIDROXI- DELTA-9-TETRAHIDROCANNABINOL DE
1000ppm (1mg/ml 6 1000ug/ml)

Preparar una solucibn que contenga 1mg de 11-Hidroxi-delta-9-

Tetrahidrocannabinol por mL de solucion utilizando como solvente metanol.

Si el contenido del frasco es de 0,5mg, diluir el contenido del frasco en 500uL

de metanol.

Nota: se debe almacenar protegido de la luz.
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e SOLUCION DE ACIDO 11-NOR-DELTA-9-TETRAHIDROCANNABINOL-9-
CARBOXILICO (THC-COOH) DE 1000ppm (1 mg/mL 6 1000ug/mL)

Preparar una solucion que contenga 1mg de Acido 11-Nor-delta-9-
Tetrahidrocannabinol-9-Carboxilico (THC-COOH) por mL de solucién

utilizando como solvente metanol.

O SOLUCION DE ACIDO 11-NOR-DELTA-9-TETRAHIDROCANNABINOL-
9-CARBOXILICO (THC-COOH) DE 100ppm (0,1 mg/mL 6 100ug/mL)

Si el contenido del frasco de estandar de Acido 11-Nor-delta-9-
Tetrahidrocannabinol-9-Carboxilico (THC-COOH) es de 0,1mg, diluir el

contenido del frasco en 1mL de metanol.

Nota: se debe almacenar protegido de la luz.

7.1.2.2. SOLUCION DE TRABAJO DE CADA ANALITO: Se prepar6 una solucién

de 100 ppm a partir de cada una de las soluciones anteriores.

7.1.2.3. SOLUCION DE TRABAJO DE LA MEZCLA: Se preparé una solucion de
10 ppm de los analitos de caracter acido y basico, a partir de las soluciones de

cada analito, de la siguiente manera:

Analitos de caracter basico:

e De la solucion Madre de Cocaina de 1000ppm tomar 100uL, llevar al balén

aforado de 10mL.

e De la solucion Madre de Benzoilecgonina de 1000ppm tomar 100uL, llevar

al balén aforado de 10mL.
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Analitos de caracter acido:

e De la solucion Madre de 11-Hidroxi- delta-9-Tetrahidrocannabinol de

1000ppm tomar 100uL, llevar al balon aforado de 10mL.

e De la solucion Madre de Acido 11-Nor-delta-9-Tetrahidrocannabinol-9-
Carboxilico (THC-COOH) de 1000ppm, tomar 100uL llevar al balon aforado
de 10mL 6 de la solucion Madre de 11-Hidroxi- delta-9-Tetrahidrocannabinol

de 100ppm tomar 1000uL, llevar al balén aforado de 10mL.

Llevar a volumen con metanol tanto la mezcla de soluciéon acida como

basica.

7.1.3. PREPARACION DE LA MUESTRA

EXTRACCION LiQUIDO-LIQUIDO: Se realiza una extraccion liquido-liquido para
separar la sustancia a analizar de la matriz en la que se encuentra, esta extraccion
varia dependiendo de las caracteristicas de solubilidad de cada sustancia a
separar, utilizdandose una extraccion alcalina para el caso de la Cocaina, con
diclorometano como solvente. Para los Cannabinoides, se utiliza una extraccion

acida y una mezcla de hexano-acetato de etilo como solvente.

DERIVATIZACION: Después de la extraccion, se procede a evaporar el solvente
hasta sequedad para su posterior derivatizacion con Bis-(timetilsilyl)-
trifluoroacetamida (BSTFA), teniendo especial cuidado con el manejo de las
temperaturas tanto de evaporacion como de derivatizacion para evitar la

destruccion de la muestra.
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ANALISIS CROMATOGRAFICO: Se llevan las muestras a viales y luego al
inyector del cromatografo de gases para identificar cada analito.

PROCEDIMIENTO: Cada una de las muestras se trata de manera diferente

dependiendo de las sustancias a analizar, para ello se siguen los siguientes

procedimientos:

e Extracciones Bésica y Acida: Se realiza para confirmar la presencia de

Cocaina y/o metabolitos y Cannabinoides en la misma muestra de orina.

Tabla 1. Procedimiento de extraccion y derivatizacion para confirmar
presencia de cocainay cannabinoides y sus respectivos metabolitos en

muestras de orina.

ETAPA

DESCRIPCION

Adicionar el

estandar interno

En tubo de ensayo de 15mL tomar 2 mL de muestra de
orina a analizar, adicionar el estandar interno: 50uL de

Lidocaina de concentracion de 100ppm. Agitar con vortex.

Extraccion

alcalina

Adicionar 5 mL de solucion saturada de tetraborato de
sodio pH=10, agitar con vortex., confirmar el pH (debe
estar entre 9 y 10), Adicionar 6 mL de Diclorometano,
tapar cada tubo, agitar durante 30 minutos en ultrasonido

y centrifugar a 7000r.p.m. durante 15 minutos.

Separar las fases

Separar la fase acuosa de la organica, llevando la fase
organica a un tubo de ensayo de 10mL, (la fase organica
contiene las sustancia basicas de interés como son la
Cocaina, Benzoilecgonina y el estandar interno Lidocaina)

secar la fase organica en el evaporador a 56°C.

Hidroélisis

NOTA: Si la fase acuosa presenta alta cantidad de grasa

en la superficie y/o paredes del tubo, transferirla a otro

22



Hidroélisis

tubo de ensayo de 15mL, para quitar de la muestra la
mayor cantidad de grasa posible.

A la fase acuosa adicionar 500uL de hidréxido de potasio
(KOH 10N), agitar, calentar a 56°C con vortex de 15 r.p.m

durante 20 minutos.

Extraccion acida

Dejar enfriar a temperatura ambiente y acidificar con 1mL
de acido acético glacial, agita con vortex y confirmar el pH
(debe estar entre 4 y 5).

*Adicionar 6 mL de la mezcla de hexano: acetato de etilo
(9:1), tapar cada tubo, agitar en ultrasonido durante 30

minutos y centrifugar a 7000r.p.m durante 15 minutos.

Separar las fases

*Separar la fase organica (la cual contiene los
Cannabinoides), llevandola al mismo tubo de 10mL en
donde se encuentra el extracto alcalino seco, de tal
manera que queden unidos los dos extractos organicos

tanto el alcalino como la acido de la misma muestra.

Secary

derivatizar

Evaporar a sequedad en el evaporador a 62°C; adicionar
80pL del derivatizante BSTFA + 1% TMS o BSTFA tapar
cada tubo, calentar durante 20 minutos a 80°C. Con vortex

de 15r.pm.

Llevar al analisis

cromatografico

Llevar a los insertos dentro de los viales e inyectar en el

cromatografo de gases CG/DSM.
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e Extraccion Basica: Se realiza para confirmar la presencia de Cocaina y/o

metabolitos en una muestra de orina o de sangre.

Tabla 2. Proceso de extraccion y derivatizacion para confirmar presencia de
cocaina y sus metabolitos en muestra de orina y sangre.

ETAPA

DESCRIPCION

Adicionar el

estandar interno

En tubo de ensayo de 15mL tomar 2 mL de muestra de
orina o de sangre a analizar, adicionar el estandar interno:
50uL de Lidocaina de concentracion de 20ppm. Agitar

con vortex.

Extraccion alcalina

Adicionar 5 mL de solucion saturada de tetraborato de
sodio pH=10, Agitar con vortex, confirmar el pH (debe
estar entre 9 y 10), Adicionar 6 mL de Diclorometano,
tapar cada tubo, agitar durante 30 minutos en ultrasonido

y centrifugar a 7000r.p.m. durante 15 minutos.

Separar las fases

separar la fase acuosa de la organica, llevando la fase
organica a un tubo de ensayo de 10mL, (la fase organica
contiene las sustancia basicas de interés como son la
Cocaina, Benzoilecgonina y el estandar interno Lidocaina)

secar la fase organica en el evaporador a 56°C.

Secar y derivatizar

Evaporar a sequedad en el evaporador a 56°C; adicionar
80uL del derivatizante BSTFA + 1% TMS tapar cada tubo,
calentar durante 20 minutos a 80°C. Con vortex de

15r.pm.

Llevar al analisis

cromatografico

Llevar a los insertos dentro de los viales e inyectar en el

cromatégrafo de gases CG/DSM.
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e Extraccion

Cannabinoides en una muestra de orina.

Acida: Se realiza para confirmar la presencia de

Tabla 3. Proceso de extraccion y derivatizacion para confirmar presencia de
cannabinoides y sus metabolitos en muestra de orina.

ETAPA

DESCRIPCION

Toma de muestra

En tubo de ensayo de 15mL tomar 2 mL de muestra de orina a

analizar.

Hidrdlisis

Adicionar 500uL de hidréxido de potasio (KOH 10N), Agitar con
vortex, calentar a 56°C con vortex de 15 r.p.m durante 20

minutos.

Extraccion acida

*Dejar enfriar a temperatura ambiente y acidificar con 1mL de
acido acético glacial, agita con vortex y confirmar el pH (debe

estar entre 4 y 5).

*Adicionar 6 mL de la mezcla de hexano: acetato de etilo (9:1),
tapar cada tubo, agitar en ultrasonido durante 30 minutos y
centrifugar a 7000r.p.m durante 15 minutos.

Separar las fases

*Separar la fase organica (la cual contiene los cannabinoides),

llevandola a un tubo de 10mL.

Secar y derivatizar

Evaporar a sequedad en el evaporador a 60°C; adicionar 80pL
del derivatizante BSTFA + 1% TMS o BSTFA tapar cada tubo,

calentar durante 20 minutos a 80°C. Con vortex de 15 r.pm.

Llevar al analisis

cromatografico

Llevar a los insertos dentro de los viales e inyectar en el

cromatografo de gases CG/DSM.
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7.2. ESTANDARIZACION DEL METODO CROMATOGRAFICO: Se parti6 de
un método cromatografico utilizado para el andlisis de estas sustancias
denominado MICROMET. Se modificaron los parametros de dicho método para
mejorar la resolucion entre los picos, y evitar interferencias de sustancias que
puedan estar presentes en las matrices evaluadas, realizando varios ensayos
hasta encontrar la configuracion adecuada para el andlisis. Los pardmetros del
nuevo meéetodo se encuentran en la tabla 4 y a dicho método se le denominé
VALIDACION 3.

7.3. SISTEMA DE IDONEIDAD: Se hicieron cinco inyecciones de la solucién de
trabajo de la mezcla, con el fin de evaluar los pardmetros de la columna
cromatografica tales como: tiempo de retencion (tr), resolucion (R), factor de
selectividad (o), factor de capacidad (k) y niumero de platos teoricos (N) evaluando

gue permanezcan constantes durante el desarrollo de la metodologia.

7.4. VALIDACION DEL METODO: Se recolectd sangre y orina obtenidas de

personas en las que se garantice la ausencia de los analitos a analizar.

Se colocaron tanto la orina como la sangre en tubos de ensayo y bajo refrigeracion
(4°C) (para la sangre se utlizan tubos vacutainer tapa gris que contienen

anticoagulante para evitar la pérdida de la muestra).

Los parametros evaluados en la técnica de validacién son selectividad, precision

(repetibilidad y precision intermedia), limite de deteccion y robustez. [14]
Selectividad y Especificidad: Para garantizar que la metodologia analitica no
presentara resultados falsos positivos, se hizo necesario analizar las siguientes

muestras:

1. Muestras de matriz sin ningun analito.
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2. Muestras de matriz bioldgica con cada uno de los analitos, solos y en mezcla.
3. Muestras de analitos en sistema (agua).
4. Blanco de reactivos.

Se analizaron 3 muestras individuales de cada analito y 3 mezclas de estos.

Tabla 4. Condiciones del Cromatégrafo de Gases.

OVEN Initial temp 100°C (On)

Initial time 1.00min.
Ramps
# Rate °C/min Final temp. °C | Final time min.
1 40.00 200 1.00
2 5.00 250 3.00
3 15.00 300 2.00
4 0.0 (off)
Post temp. 300°C
Post time 0.0min.
Run time 22.833 min.

FRONT INLET | Mode Pulsed Splitless
Inicial Temp. 240°C (On)
Pressure 18.273 psi (On)
Total flow 64.714 mL/min
Septum Purge Flow 3 mL/min (On)
Total flow 54.714 mL/min
Gas saber On
Saver flow 20.0mL/min
Saver time 2.00min
Injection Pulse Pressure 19 psi until 0.5 min
Gas type Helium

COLUMNA Capillary columna
Model Number Agilent 19091S-433
Max temperatura 325°C
Nominal length 30.0m
Nominal diameter 250.00um
Nominal film thickness 0.25um
Mode Constant flow
Initial flow 1.7136 mL/min
Nominal init pressure 18.273 psi
Average velocity 48.884 cm/sec
Inlet Front Inlet
Outlet Front Detector
Outlet pressure Vacuum

DETECTOR MSD
Temperature 280°C
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Precisioén:

Repetibilidad del Sistema y del Método: Este parametro fue evaluado a un
solo nivel de concentracion de la mezcla de analitos. Se analizaron 10 muestras
en sistema (agua) y método (orina y sangre respectivamente) con una sola
inyeccioén. Esto se hizo tanto para Cocaina como Cannabinoides.

Precision Intermedia: Este parametro fue evaluado por dos analistas en tres
dias diferentes, con un solo nivel de concentracién. Realizando cinco muestras

y cada una con tres inyecciones.
Limite de Deteccion: Este parametro fue evaluado a cinco niveles de

concentracion, menores a la minima concentracion de los controles indicados en

el PET. Cada nivel con tres muestras y tres inyecciones por muestra.
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8. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

La evaluacion de los parametros de calidad fue realizada utilizando tres matrices:

¢ Una matriz acuosa denominada sistema (agua). Se utiliza para ambos grupos
de sustancias a analizar (Cocaina y Cannabinoides), para analizar el

comportamiento del método, sin la interferencia de las matrices.

¢ Una matriz de orina denominada método, en ella se evalla la respuesta del

analisis tanto para Cocaina como para Cannabinoides.

e Una matriz de sangre también llamada método, en la cual se evalia la

respuesta del andlisis inicamente para Cocaina.

8.1. REPETIBILIDAD Y ESTABILIDAD DEL ESTANDAR INTERNO

La utilizacion de un estandar interno en técnicas cromatograficas, es de gran
importancia debido a que su adiciobn permite garantizar una relacién de éareas
constante con los analitos presentes en la muestra. En este caso, por ser un
analisis cualitativo se utiliza para garantizar que el método se encuentra

funcionando en caso de que no se detecte el analito.

Por esto, se hace necesario evaluar la repetibilidad y la estabilidad del estandar
interno evaluando sus tiempos de retencion, debido a que el analisis validado es

de caracter cualitativo.
El estandar interno evaluado es la Lidocaina, utilizada en el analisis de Cocaina y

sus metabolitos. Este andlisis se realizé a corto plazo (8 dias, 15 dias y 1 mes

después de su preparacion), y a largo plazo (1 mes, 3 meses, 6 meses) para
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demostrar que el estdndar permanecié en Optimas condiciones durante la

realizacion del proyecto, comprobando asi su estabilidad.
El estandar interno para Cannabinoides, es el Aprobarbital, el cual no se utilizé en

este proyecto debido a que no se detectaba correctamente después de preparado.

Tabla 5. Datos de repetibilidad y estabilidad para el estandar interno
Lidocaina

Coeficientes REPETIBILIDAD Y ESTABILIDAD PARA LIDOCAINA
de Variacion| ESTABILIDAD A CORTO

(R.S.D) PLAZO ESTABILIDAD A LARGO PLAZO
MATRIZ 8 DIAS |15DIAS |[1MES |[1MES |3MESES |6 MESES
SANGRE 0,3573 0,5256| 0,4274| 0,4274 0,3177 0,4967
ORINA 0,5412 0,2885| 0,6284| 0,6284 0,3480 0,3041
AGUA 0,5368 0,3641| 0,2998| 0,2998 0,5274 0,5450

Criterio de aceptacién: R.S.D <5 %
Estos datos corresponden a un resumen de los presentados en el anexo 1.

En la tabla 5 se puede apreciar que las mediciones realizadas al estandar interno
cumplen con los parametros de repetibilidad y estabilidad, incluso después de seis
meses de su preparacion, presentando un coeficiente de variacion menor al 5%, el
cual es el criterio de aceptacion, lo que indica que el estdndar se encuentra en
optimas condiciones, siendo estable durante toda la validacion.

En las figuras 1 y 2 se observan los cromatogramas correspondientes al estandar
interno Lidocaina 1 mes y 6 meses después de su preparacion respectivamente.
En dichas figuras se puede apreciar que la Lidocaina se mantiene estable durante

el desarrollo del proyecto.
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Figura 1. Cromatograma Lidocaina después de 1 mes de su preparacion
1 2] TIC: C1 PPELD\data.ms (0¥

ibundnee

26

all
1847
166407
1464
12647

1e47
B0000

Lidocaina despues de 1 mes

000D
4000001

200000

/L\_IL

e i
T A il m 1000

T ——T
1200 1400 16.0

—
a0 20

T
1800

Figura 2. Cromatograma Lidocaina después de 6 meses de su preparacion

=
s

1000000

B00000

000000

4000000

Lidocaina despues de 6 meses

30000

2000000

1000000

i 12l e o 1o 1M 0

31




8.2. IDONEIDAD DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO

La idoneidad de un sistema cromatografico consiste en evaluar que los
parametros cromatograficos estén dentro de criterios de aceptacion garantizando
que el equipo y el método son los adecuados para el andlisis al momento de

validar.

Para determinar la idoneidad del sistema cromatografico se realiz6 un andlisis de
estadistica sobre 5 inyecciones de las mezclas de analitos correspondientes a
Cocaina y Cannabinoides por separado. Los parametros evaluados fueron los

siguientes:

Tabla 6. Parametros cromatogréaficos para los analitos estudiados.

Parametros evaluados: Criterio de aceptacion
R.S.D £ 5% para bioldgicas, y
Tiempo de Retencion (Tr) para sistema (agua) R.S.D £ 3%
Numero de Platos Teoricos (N) N 210000
Factor de Capacidad (k') Entre 1,5y 10
Resolucion ( R) R22
Factor de Selectividad (a) N/A

Los resultados se calcularon con base en tiempos de retencién y anchos de base

reportados por el equipo, y mediante el uso de las siguientes formulas:

N =16 (Tr)z i Tr — Tm
= X | — [ —
w Tm
Trb — Tra k'b
R — oq=—
Wa+ Wb k'a

32



Donde “N” es el numero de platos tedricos, “Tr” es el tiempo de retencion de cada
analito, “W” es el ancho de base del pico de cada analito, “Tm” es el tiempo
muerto de la corrida que corresponde a 2 min, “k™ es el factor de capacidad, “R” la

“* ”

resolucién y “a” el factor de selectividad.

Los datos presentados en las tablas 7 y 8 son un promedio de los valores

reportados en los anexos 2 y 3 que corresponden a los calculos realizados a partir

de las formulas anteriores, para Cocaina y Cannabinoides respectivamente.

Tabla 7. Pardmetros cromatograficos para los analitos de Cocaina

estudiados.
Sistema de idoneidad para analitos de Cocaina
Estadistico | Tr (min.) | N | k' | R | a
LIDOCAINA EN AGUA
Promedio 4,777 16318,79 | 1,389 N/A N/A
S.D 0,01 237,131 | 0,005 N/A N/A
R.S.D 0,213 1,453 0,366 N/A N/A
Cumple S| Sl NO N/A N/A
LIDOCAINA EN ORINA
Promedio 4,818 17194,27 | 1,409 N/A N/A
S.D 0,002 320,996 | 0,001 N/A N/A
R.S.D 0,048 1,867 0,082 N/A N/A
Cumple Sl SI NO N/A N/A
LIDOCAINA EN SANGRE
Promedio 4,831 20436,77 | 1,416 N/A N/A
S.D 0,012 409,012 | 0,006 N/A N/A
R.S.D 0,258 2,001 0,441 N/A N/A
Cumple Sl Sl NO N/A N/A
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Estadistico Tr (min.) N k' R a
COCAINA EN AGUA
Promedio 7,051 33730,79 | 2,526 15 1,819
S.D 0,009 869,159 | 0,004 | 0,192 | 0,01
R.S.D 0,125 2,577 0,174 | 1,281 | 0,523
Cumple Sl SI SI Sl N/A
COCAINA EN ORINA
Promedio 7,07 30030,52 | 2,535 | 14,515 [ 1,799
S.D 0,005 582,044 | 0,003 | 0,105 [ 0,002
R.S.D 0,077 1,938 0,108 | 0,725 [ 0,125
Cumple Sl SI SI Sl N/A
COCAINA EN SANGRE
Promedio 7,089 26263,67 | 2,545 | 14,557 | 1,797
S.D 0,006 616,99 0,003 | 0,18 | 0,008
R.S.D 0,085 2,349 0,118 | 1,234 | 0,438
Cumple Sl SI SI S| N/A
Estadistico | Tr (min.) N k' R a
BENZOILECGONINA EN AGUA
Promedio 7,424 37118,38 | 2,712 | 2,425 | 1,074
S.D 0,002 1284,751 | 0,001 | 0,056 | 0,002
R.S.D 0,03 3,461 0,04 | 2,296 | 0,17
Cumple Sl SI SI Sl N/A
BENZOILECGONINA EN ORINA
Promedio 7,462 35170,81 | 2,731 | 2,436 | 1,077
S.D 0,002 1012,718 | 0,001 | 0,022 | 0,001
R.S.D 0,024 2,879 0,033 | 0,918 | 0,094
Cumple Sl SI SI Sl N/A
BENZOILECGONINA EN SANGRE
Promedio 7,495 29426,92 | 2,748 | 2,324 | 1,08
S.D 0,004 612,537 | 0,002 | 0,029 [ 0,001
R.S.D 0,049 2,082 0,066 | 1,256 | 0,101
Cumple Sl SI SI Sl N/A
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Tabla 8. Parametros cromatograficos para los analitos de Cannabinoides

estudiados.

Sistema de idoneidad para analitos de Cannabinoides
Estadistico | Tr (min.) N k' R a
THC-COOH EN AGUA
Promedio 12,648 551103,661 | 5,324 | N/A N/A
S.D 0,003 26849,799 0,002 | N/A N/A
R.S.D 0,027 4,872 0,032 | N/A N/A
Cumple Sl Sl Sl N/A N/A
THC-COOH EN ORINA
Promedio 12,610 445461,172 5305 | N/A N/A
S.D 0,006 15890,984 0,003 | N/A N/A
R.S.D 0,046 3,567 0,054 | N/A N/A
Cumple Sl Sl SI N/A N/A
THC-A9 EN AGUA
Promedio 12,758 523031,492 | 5,379 | 1,573 | 1,010
SD 0,004 22449,097 0,002 | 0,031 | 0,000
R.S.D 0,032 4,292 0,038 | 1,962 | 0,035
Cumple Sl Sl Sl NO N/A
THC-A9 EN ORINA
Promedio 12,759 358924,436 | 5,380 | 1,864 | 1,014
S.D 0,002 7125,932 0,001 | 0,094 | 0,001
R.S.D 0,019 1,985 0,022 | 5,031 | 0,065
Cumple Sl Sl Sl NO N/A

Tr: tiempo de retencion en min, k’: factor de capacidad, N: numero de platos

tedricos, R: resolucion, a: factor de selectividad, S.D: desviacion estandar, R.S.D:

coeficiente de variacion. La media corresponde a 5 determinaciones.
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En las tabla 7 y 8 se puede observar que los tiempos de retencidon para cada
analito presentan un coeficiente de variacion (R.S.D) muy inferior a 5%, el cual
es el criterio de aceptacion, y nos indica que no hay diferencia significativa entre
los datos reportados. EI nUmero de platos tedricos (N) determina la eficiencia de
la columna cromatografica para separar los analitos, y en todos los casos
evaluados es significativamente alto, superior al valor minimo recomendado de
10000; esto nos sirve para determinar el desgaste de la columna midiendo su
eficiencia de separacion. El factor de capacidad (k’) es una medida de la
fortaleza con la que la fase estacionaria retiene un soluto dado midiendo la
velocidad de migracion de este en la columna, y se puede observar que k' se
encuentra dentro del rango de aceptacion para todos los analitos excepto para la
Lidocaina aunque no se considera significativo ya que se aproxima mucho al
rango; con esto podemos decir que las velocidades de migracion de los analitos
en la columna son ideales para su andlisis. El factor de selectividad (a) compara
los factores de capacidad de dos analitos y muestra que tan selectiva es una
columna para separar dos picos. Para todos los analitos a es mayor a la unidad lo
que nos muestra una buena separacion. En cuanto a la resolucién (R), esta
constituye una medida cuantitativa de la capacidad de la columna para separar
dos analitos, donde una resolucién de 1,5 permite una separacion esencialmente
completa de los dos componentes. Para metodologias analiticas lo ideal es que R
sea mayor a 2, criterio que aceptan todos los analitos, con excepcion del THC-A9,
ya que ambos metabolitos de Cannabinoides se comportan de forma similar en la
elucion, y su separacion total es bastante dificil de conseguir, debido a que tienen
una estructura quimica similar; por lo tanto se espera este tipo de comportamiento

entre ellos [16].

Tanto la resolucién como el factor de selectividad se calculan con base en el
analito inmediatamente anterior, por lo cual no pueden ser calculados para la
Lidocaina ni tampoco para el THC- COOH debido a que son los primeros analitos

en aparecer en sus respectivos analisis.
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Con base en estos resultados, se considera que el sistema cromatografico es
idoneo para los analitos estudiados. En las figuras 3 a 7 se observan los perfiles
cromatograficos de Cannabinoides y Cocaina en matriz acuosa, orina y sangre,
donde se puede observar que los picos se encuentran a suficiente distancia del

tiempo muerto de la corrida.

Figura 3.Cromatograma de Cannabinoides con sus analitos en matriz agua.
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Figura 4.Cromatograma de Cannabinoides con sus analitos en la matriz
orina.
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Figura 5.Cromatograma de Cocaina con sus analitos en la matriz agua.
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Figura 7.Cromatograma de Cocaina con sus analitos en la matriz sangre.
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Los analitos de interés se reconocen mediante un detector selectivo de masas,
comparando los patrones de fragmentacion obtenidos, con los encontrados en la
biblioteca del equipo. Estos patrones son Unicos para cada sustancia y se

encuentran a continuacioén en las figuras 8 a 12.
Figura 8.Patrén de fragmentacion de THC-COOH.
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Figura 9.Patrén de fragmentacion de THC-A9.
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Figura 12.Patrén de fragmentacion de Lidocaina.
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8.3. VALIDACION

8.3.1. SELECTIVIDAD Y ESPECIFICIDAD

La selectividad de un método determina las interferencias que se puedan
presentar debido a sustancias presentes en las matrices de analisis, y la
Especificidad evalda que el método reconozca los analitos inequivocamente de
acuerdo a sus tiempos de retencién.

Se realizaron corridas de cada mezcla de analitos y de los blancos

correspondientes a las matrices para verificar los tiempos de retencién y
Parametros Evaluados:

1. Selectividad: Tiempo de retencion (Tr) de sustancias presentes en los blancos
de las matrices y en las mezclas, que potencialmente puedan interferir en el

analisis.

2. Especificidad: Tiempos de retencion de los analitos.
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Criterio de Aceptacion:
1. Selectividad: Las sustancias pertenecientes a los blancos de las matrices no
presentan el mismo Tr de los analitos de interés, y no son reconocidas por el

equipo como alguno de los analitos.

2. Especificidad: Los analitos no presentan interferencia entre ellos, y se

reconocen de manera inequivoca en el equipo.

Tabla 9. Especificidad de los analitos de interés.

Tr ANALITOS DE INTERES
Tr
ANALITO

Agua Orina |Sangre
LIDOCAINA 4,8346 | 4,8472 | 4,8449
BENZOILECGONINA 7,4685 | 7,4787 | 7,5053
Cocaina | COCAINA 7,1453 | 7,1466 | 7,1456

A9-THC 12,5301 | 12,5119 | N/A

THC |THC-COOH 12,4868 | 12,4326 | NI/A

Cada dato corresponde al promedio de 10 repeticiones tomadas de

los datos de repetibilidad.

En la tabla anterior podemos observar que no se presento interferencia entre los

analitos de la THC y de Cocaina, y que el método los reconoce inequivocamente.
Para el caso de los Cannabinoides, estos presentan un tiempo de retencion muy

cercano, esto se da porgue su estructura quimica es muy similar, comportandose

de igual manera en la elucion y dificultando mucho su total separacion.
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Tabla 10. Selectividad del método cromatogréafico.

Tiempo
Matriz CONTAMINANTES de
retencién
Colesterol 17,131
BSTFA 3,917
Sangre |
Acido Hexadecanoico 5,248
Acido Octadecanoico 6,471
Urea 3,136
_ BSTFA 3,917
Orina | — :
Acido Hexadecandico 5,247
Acido Octadecandico 6,578
BSTFA 3,924
Agua |Acido Hexadecanoico 5,269
Acido Octadecandico 6,545

Cada dato corresponde al promedio de 4 mediciones.

De la tabla anterior se determina que no se presentd ninguna interferencia entre
los analitos de interés y sustancias inherentes a las matrices analizadas, y que el

método reconoce individualmente cada analito.
En las figuras 13, 14 y 15 se muestran los perfiles cromatograficos de las mezclas

de los respectivos analitos, junto con los blancos de las matrices en las que se

encuentran.
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Figura 13.Cromatograma de los contaminantes presentes en agua.
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Figura 14.Cromatograma de los contaminantes presentes en orina.
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Figura 15.Cromatograma de los contaminantes presentes en sangre.
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8.3.2. LIMITE DE DETECCION

Para hallar la cantidad minima que el método detecta de cada analito, se
enriguecieron muestras con varias concentraciones obtenidas a partir de la

solucion de mezcla de analitos tanto para Cocaina como para Cannabinoides.

Se realizaron corridas de tres repeticiones y tres inyecciones por repeticion a cinco
concentraciones diferentes, reportando los resultados de R.S.D para Cocaina y

Cannabinoides en las tablas 11 y 12 respectivamente.

A partir de estos resultados, se pudo determinar que las concentraciones minimas
preparadas donde se logran identificar las sefiales de los analitos de una manera
cualitativa son de 0,7 ppm para Cocaina y 1,5 ppm para Cannabinoides, ya que se

reconocen los picos, y se presenta buena repetibilidad en sus resultados.
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Tabla 11. Coeficientes de variacion para el limite de deteccion de Cocaina.

Coeficiente de Variacion R.S.D
Concentracion
Deteccion Cocaina Benzoilecgonina

(ppm) Agua Orina Sangre Agua Orina Sangre

1,5 Sl 0,3468 0,6948 0,388 0,3149 0,4858 0,2204

1,2 Sl 0,3160 | 0,3330 | 0,1231 | 0,6683 | 0,5790 | 0,3769

0,7 Sl 0,7035 0,5223 0,3237 0,5937 0,4436 0,4266

0,5 NO N/A N/A N/A N/A N/A N/A

0,05 NO N/A N/A N/A N/A N/A N/A

Cannabinoides.

Tabla 12. Coeficientes de variacion para el limite de deteccién de

_ Coeficiente de Variacion R.S.D
Concentracion _
Deteccion THC-COOH THC-A9
(ppm) . .
Agua Orina Agua Orina
1,5 Sl 0,2218 0,2762 0,0735 0,0517
1,2 NO N/A N/A N/A N/A
0,7 NO N/A N/A N/A N/A
0,5 NO N/A N/A N/A N/A
0,05 NO N/A N/A N/A N/A

Estos resultados corresponden al resumen de los datos presentados en el anexo

4.

8.3.3. PRECISION

Este término nos sirve para comprobar que entre los datos no hay dispersién, por

lo tanto el método genera datos relacionados y no variantes entre si. La precision

se compone de dos parametros: la repetibilidad que evalia que no existan errores

sistematicos, y la precision intermedia que evalla el comportamiento del método

en varios dias y con varios analistas.
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8.3.4. REPETIBILIDAD
8.3.4.1. ANALITOS COCAINA

e COCAINA:
Para evaluar la repetibilidad de la Cocaina se realizaron 10 repeticiones de cada
analito de cocaina tanto en sistema como en el método con el fin de observar la
desviacion estandar y el coeficiente de variacion en los resultados arrojados y de

verificar la dispersion que presentan los resultados.

Tabla 13. Repetibilidad para Cocaina

COCAINA

Repetibilidad Sangre|Orina |[Agua
Tiempo de Retencion

Repeticiones (TR)
1 7,148 | 7,471 | 7,205
2 7,138 | 7,217 | 7,136
3 7,148 | 7,067 | 7,205
4 7,148 | 7,113 | 7,102
5 7,136 | 7,113 | 7,136
6 7,182 | 7,471 | 7,136
7 7,136 | 7,148 | 7,136
8 7,136 | 7,148 | 7,113
9 7,136 | 7,182 | 7,136
10 7,148 | 7,136 | 7,148
PROMEDIO 7,1456 | 7,1466|7,1453
Desviacion Estandar (S.D) 0,0140 |0,0423|0,0341
Coeficiente de Variacion (R.S.D) | 0,1965 [0,5920(0,4777
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Tanto para la metodologia acuosa (Sistema) como para la metodologia
bioanalitica, que tiene como matriz sangre y orina (Método), es aceptable un
coeficiente de variacion de hasta el 5%, por lo tanto para el sistema y el método se
cumplen con los criterios de repetibilidad para la cocaina, indicando que no hay

variacion significativa entre los resultados.

e BENZOILECGONINA:

Para la Benzoilecgonina, al igual que como en la Cocaina se verifica la

repetibilidad de sus resultados realizando 10 repeticiones tanto en sistema como

en método.
Tabla 14. Repetibilidad para Benzoilecgonina
BENZOILECGONINA

Repetibilidad Sangre| Orina | Agua
Tiempo de Retencidn

Repeticiones (TR)
1 7,528 | 7,459 | 7,471
2 7,505 | 7,471 | 7,494
3 7,494 | 7,459 | 7,471
4 7,494 | 7,459 | 7,471
5 7,540 | 7,459 | 7,471
6 7,494 | 7,505 | 7,459
7 7,494 | 7,505 | 7,459
8 7,505 | 7,494 | 7,459
9 7,505 | 7,471 | 7,459
10 7,494 | 7,505 | 7,471
PROMEDIO 7,5053 (7,4787|7,4685
Desviacion Estandar (S.D) 0,0162 |0,0210]0,0108
Coeficiente de Variacion (R.S.D) |0,2157 |0,2812]0,1441
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La tabla 14 indica que tanto para el sistema como para el método los coeficientes

de variacion no superan el 5%, por lo tanto no varia significativamente los

resultados de tiempo de retencion de Benzoilecgonina.

8.3.4.2. ANALITOS CANNABINOIDES

De igual forma que en los analitos de cocaina, para la repetibilidad de los analitos

de THC se realizaron 10 repeticiones en tanto en sistema (agua), como para

método (orina).

e THC-COOH:
Tabla 15. Repetibilidad para THC-COOH
THC-COOH
Repetibilidad Orina Agua
Tiempo de
Repeticiones Retencién (TR)
1 12,454 12,424
2 12,466 12,489
3 12,466 12,489
4 12,454 12,489
5 12,466 12,501
6 12,420 12,477
7 12,466 12,420
8 12,477 12,454
9 12,500 12,489
10 12,454 12,454
PROMEDIO 12,4623 12,4686
Desviacion Estandar (S.D) 0,0202 0,0290
Coeficiente de Variacion (R.S.D) 0,1624 0,2325
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Se puede observar que para ambas matrices, el coeficiente de variacién esta
dentro del rango aceptado, lo que indica que el THC-COOH no presenta variacion

considerable entre sus datos, por lo tanto no se presentan errores sistematicos en

su andlisis.
e A9-THC:
Tabla 16. Repetibilidad para THC-A9
THC-A9
Repetibilidad Orina Agua
Tiempo de Retencion
Repeticiones (TR)
1 12,454 12,588
2 12,500 12,535
3 12,489 12,547
4 12,489 12,548
5 12,524 12,558
6 12,477 12,558
7 12,581 12,512
8 12,558 12,501
9 12,535 12,500
10 12,512 12,454
PROMEDIO 12,5119 12,5301
Desviacion Estandar (S.D) 0,0385 0,0386
Coeficiente de Variacion (R.S.D) 0,3077 0,3080

Se observa que la tabla 16 presenta un coeficiente de variacion inferior al 5% para
sus dos matrices, agua y orina. Se puede concluir que se cuenta con una buena
repetibilidad para THC-A9, y que la variacion entre sus datos se debe Unicamente

a errores aleatorios.
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8.3.5. PRECISION INTERMEDIA

Para determinar la precision intermedia del método para cada analito se realizaron

corridas en tres diferentes dias, con cinco repeticiones y cada una con tres

inyecciones y por dos analistas. En las siguientes tablas se observan los

resultados de coeficientes de variacion global para cada analito.

8.3.5.1. ANALITOS COCAINA:

Los célculos de los resultados en las tablas 17, 18 y 19 se reportan en el anexo 5.

Tabla 17. Precision intermedia para Lidocaina en sistemay método

Lidocaina

Repeticiones

R.S.D Global

Agua

Orina

Sangre

1

0,6131 | 1,0678

0,6889

1,0019 | 0,6691

0,6680

1,1621 | 0,5700

0,4634

0,8526 | 0,3550

0,4067

g Al WO DN

1,2528 | 0,7472

0,4236

Tabla 18. Precisién intermedia para Benzoilecgonina en sistemay método.

Benzoilecgonina

Repeticiones

R.S.D Global

Agua

Orina

Sangre

1

0,2075 | 0,2335

0,1848

0,3029 | 0,1689

0,2575

0,2405 | 0,1873

0,1944

0,8691 | 0,2393

0,1989

gl Al WO DN

0,3441 | 0,1928

0,2201
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Tabla 19. Precision intermedia para Cocaina en sistema y método.
Cocaina

R.S.D Global

Repeticiones | Agua | Orina |Sangre

1 0,9036 | 0,5696 | 0,3264
1,0622 | 0,8313 | 0,2981
0,9349 | 0,4341 | 0,1740
0,4778 | 0,4780 | 0,3549
1,1484 | 0,4898 | 0,2682

gl Al WD

8.3.5.2. ANALITOS CANNABINOIDES:
Las tablas 20 y 21 corresponden a un resumen del anexo 6 de precision

intermedia para Cannabinoides.

Tabla 20. Precision intermedia para THC-COOH en sistema y método.
THC-COOH

R.S.D Global

Repeticiones | Agua | Orina

1 1,1544 11,1509
2 0,7882 [ 0,9277
3 1,0614 | 0,9019
4 0,7627 | 0,7031
5 0,9353|0,8315




Tabla 21. Precision intermedia para THC-A9 en sistema y método
THC-A9

R.S.D Global

Repeticiones | Agua | Orina

1 0,8917 | 0,9520
2 0,7983 10,7053
3 0,8337 | 0,7145
4 0,6477 | 0,6006
5 0,8601 [ 0,5967

Tabla 22. Precision intermedia para todos los analitos en sistema y método.

Matriz Agua Orina |Sangre
Lidocaina 1,0242 | 0,7239 | 0,5668
Cocaina 0,9348 | 0,5856 | 0,2921
BE 0,2686 | 0,2058 | 0,2098
THC-COOH 0,9746 | 0,9006 N/A
THC-A9 0,8462 | 0,7195 N/A

En la tabla 22 se encuentran los coeficientes de variacion global para cada analito,
los cuales corresponden a una analisis de los tres dias y las cinco repeticiones
como un solo grupo de datos, debido a que de esta forma se puede observar que
los coeficientes de variacién global para Lidocaina, Benzoilecgonina, Cocaina,
THC-COOH y THC-A9 no superan el limite establecido para metodologias
bioanaliticas de un 3% para el sistema y 5% para el método, lo que nos indica que
no hay diferencia significativa entre los datos obtenidos a pesar de variar

condiciones como analistas, dias de andlisis y preparaciones de muestras.
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8.3.6. ANALISIS DE VARIANZA ANOVA

Se analizaron los resultados obtenidos de la precision intermedia tanto en sistema
como en el método, la hipotesis nula planteada es que no existe diferencia
estadisticamente significativa entre los datos.

8.3.6.1. Analisis de ANOVA para los analitos de Cocaina

Tabla 23. Cuadro resumen del analisis de ANOVA para analitos Cocaina

ANALISIS DE VARIANZA

Analitos Matriz F Valor critico para F
agua |0,54622292 1,82590825
Lidocaina orina |0,33714395 1,82590825
sangre |0,77570998 1,82590825
agua |0,27066213 1,82590825
Cocaina orina |0,46598543 1,82590825
sangre | 0,74960946 1,82590825
agua |0,73568712 1,82590825
Benzoilecgonina| orina |0,31055927 1,82590825
sangre |0,18298076 1,82590825

La tabla 23 corresponde a un resumen del anexo 7 y presenta los datos obtenidos
del analisis usando ANOVA de un factor, el valor de F experimental es menor que
el F critico tanto para sistema como para método en todos los analitos, por lo que
no se rechaza la hipotesis nula y se determina que no existe diferencia
estadisticamente significativa entre los valores del sistema y método, donde la
diferencia o discrepancia entre los datos corresponde a errores aleatorios mas no

sistematicos.
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8.3.6.2. Anédlisis de ANOVA para los analitos de Cannabinoides

Tabla 24. Cuadro resumen del analisis de ANOVA para analitos
Cannabinoides

ANALISIS DE VARIANZA

Analitos |Matriz F Valor critico para F
agua [0,54301464 1,82590825

THC-COOH
orina |0,09621742 1,82590825
agua |0,79586856 1,82590825

THC-A9

orina |0,19192944 1,82590825

La tabla 24 corresponde a un resumen del anexo 8 y presenta los datos obtenidos
del analisis usando ANOVA de un factor, el valor de F experimental es menor que
el F critico tanto para sistema como para método en todos los analitos, por lo que
no se rechaza la hipotesis nula y se determina que no existe diferencia
estadisticamente significativa entre los valores del sistema y método e indicando

gue la diferencia existente se debe Unicamente a errores aleatorios.
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9. CONCLUSIONES

Se estandarizd y valido el método analitico para la determinacion de
Cocaina, Benzoilecgonina, acidoll- nor-delta-9-tetrahidrocannabinol-9-
carboxilico (THC-COOH) y 11-hidroxi- delta-9-tetrahidrocannabinol (THC-
A9) en muestras de orina y sangre a las condiciones indicadas del

cromatografo de gases con detector de masas GC/MS.

Con la implementacién de la técnica y su validacion se permite la obtenciéon
de resultados confiables respaldados por procedimientos validados,
mejorando la calidad de los procedimientos en el laboratorio de toxicologia

de la Regional Occidente.

El estudio de validacién cumple con los criterios exigidos para cada uno de
los parametros evaluados, indicando asi que el método es robusto y lo
suficientemente confiable para generar resultados, de acuerdo a las

exigencias de la comunidad internacional en este tipo de estudios.

Se determindé que no existen diferencias significativas en el andlisis de
Cocaina y Cannabinoides, sin importar si se cambia de analista y/o dia de
realizacion del analisis, demostrando la reproducibilidad y robustez del
método a las condiciones establecidas para el laboratorio de toxicologia del
Instituto Nacional de Medicina Legal y Ciencias Forenses Regional

Occidente.
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11. ANEXOS

Anexo 1. Datos de repetibilidad y estabilidad para el estandar interno
Lidocaina.

LIDOCAINA DESPUES DE 8 DIAS
Repetibilidad Sangre [ Orina | Agua
Repeticiones Tiempo de Retenciéon (TR)
1 4,829 4,829 4,817
2 4,817 4,840 4,827
3 4,840 4,829 4,887
4 4,817 4,852 4,840
5 4,852 4,829 4,840
6 4,875 4,829 4,829
7 4,840 4,887 4,817
8 4,840 4,887 4,852
9 4,840 4,852 4,887
10 4,852 4,806 4,863
PROMEDIO 4,8402 4,844 | 4,8459
Desviacion Estandar (S.D) 0,0173 | 0,0262 | 0,0260
Coeficiente de Variacion (R.S.D) 0,3573 | 0,5412 | 0,5368

LIDOCAINA DESPUES DE 15 DIAS

Repetibilidad Sangre | Orina | Agua
Repeticiones Tiempo de Retencion (TR)

1 4,794 4,806 4,806

2 4,794 4,827 4,806

3 4,806 4,827 4,806

4 4,817 4,84 4,817

5 4,863 4,806 4,817

6 4,863 4,794 4,794

7 4,840 4,829 4,840

8 4,829 4,817 4,817

9 4,840 4,817 4,852

10 4,840 4,829 4,829
PROMEDIO 4,8286 | 4,8192 | 4,8184
Desviacion Estandar (S.D) 0,0254 | 0,0139 | 0,0175
Coeficiente de Variacion (R.S.D) 0,5256 | 0,2885 | 0,3641
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LIDOCAINA DESPUES DE 1 MES

Repetibilidad Sangre Orina Agua

Repeticiones Tiempo de Retencion (TR)

1 4,806 4,827 4,819

2 4,806 4,827 4,817

3 4,852 4,817 4,806

4 4,852 4,817 4,806

5 4,806 4,817 4,827

6 4,829 4,840 4,816

7 4,829 4,887 4,840

8 4,817 4,887 4,852

9 4,852 4,887 4,817

10 4,852 4,840 4,817

PROMEDIO 4,8301 4,8446 | 4,8217

Desviacion Estandar (S.D) 0,0206 | 0,0304 | 0,0145

Coeficiente de Variacion (R.S.D) 0,4274 | 0,6284 | 0,2998
LIDOCAINA DESPUES DE 3 MESES

Repetibilidad Sangre Orina Agua

Repeticiones Tiempo de Retenciéon (TR)

1 4,794 4,806 4,817

2 4,794 4,827 4,840

3 4,827 4,827 4,840

4 4,817 4,827 4,863

5 4,806 4,817 4,840

6 4,817 4,829 4,852

7 4,806 4,806 4,852

8 4,840 4,863 4,887

9 4,827 4,817 4,806

10 4,827 4,840 4,806

PROMEDIO 4,8155 | 4,8259 | 4,8403

Desviacion Estandar (S.D) 0,0153 0,0168 | 0,0255

Coeficiente de Variacion (R.S.D) 0,3177 0,3480 | 0,5274
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LIDOCAINA DESPUES DE 6 MESES

Repetibilidad Sangre Orina Agua
Repeticiones Tiempo de Retencion (TR)

1 4,817 4,840 4,817

2 4,852 4,840 4,817

3 4,840 4,852 4,806

4 4,817 4,852 4,817

5 4,817 4,852 4,840

6 4,887 4,852 4,852

7 4,875 4,840 4,806

8 4,852 4,875 4,852

9 4,840 4,817 4,887

10 4,852 4,852 4,852
PROMEDIO 4,8449 4,8472 4,8346
Desviacion Estandar (S.D) 0,0241 | 0,0147 | 0,0263
Coeficiente de Variacion (R.S.D) 0,4967 0,3041 | 0,5450
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Anexo 2.ldoneidad y Especificidad del sistema cromatogréfico analitos
Cocaina.

Parametros evaluados: Criterio de aceptacion

) y R.S.D < 5% para biologicas, y
Tiempo de Retencion (Tr) .
para sistema (agua) R.S.D £ 3%

Numero de Platos Tedricos (N) N 210000
Factor de Capacidad (k') Entre 1,5y 10
Resolucién ( R) R22
Factor de Selectividad (a) N/A

ANALITOS DE COCAINA EN AGUA

LIDOCAINA

Repeticiéon | Tr (min) | W (min) N k' R a
1 4,786 0,149 | 16507,94 | 1,393 N/A N/A
2 4,783 0,149 16487,25 | 1,392 N/A N/A
3 4,785 0,15 16281,76 | 1,393 N/A N/A
4 4,764 0,151 15926,11 | 1,382 N/A N/A
5 4,769 0,149 | 16390,87 | 1,385 N/A N/A
Promedio 4,777 0,15 16318,79 | 1,389 N/A N/A
S.D 0,01 0,001 237,131 | 0,005 N/A N/A
R.S.D 0,213 0,598 1,453 0,366 N/A N/A
Cumple SI N/A Sl NO N/A N/A




COCAINA

Repeticion | Tr (min) | W (min) N K' R a

1 7,046 0,154 | 33493,75 [ 2,523 | 1491749 | 1,8112
2 7,048 0,156 | 32658,98 | 2,524 | 14,85246 | 1,81387
3 7,042 0,154 33455,74 | 2,521 | 14,84868 | 1,81041
4 7,056 0,153 34029,4 | 2,528 | 15,07895 | 1,82923
5 7,064 0,151 | 35016,08 | 2,532 15,3 1,82882
Promedio 7,051 0,154 | 33730,79 | 2,526 | 14,99952 | 1,81871

S.D 0,009 0,002 869,159 | 0,004 0,192 0,01

R.S.D 0,125 1,183 2,577 0,174 1,281 0,523

Cumple Sl N/A SI SI SI N/A
BENZOILECGONINA
Repeticion | Tr (min) | W (min) N K' R a

1 7,425 0,153 | 37681,66 | 2,713 | 2,46906 | 1,07511
2 7,425 0,158 | 35334,48 | 2,713 | 2,40127 | 1,07468
3 7,424 0,152 | 38168,82 | 2,712 | 2,49673 | 1,07576
4 7,421 0,156 | 36207,26 | 2,711 | 2,36246 | 1,07219
5 7,427 0,152 | 38199,67 | 2,714 | 2,39604 | 1,07168
Promedio 7,424 0,154 37118,38 | 2,712 | 2,42511 | 1,07389

S.D 0,002 0,003 | 1284,751 | 0,001 0,056 0,002

R.S.D 0,03 1,74 3,461 0,04 2,296 0,17

Cumple Sl N/A SI SI SI N/A
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ANALITOS DE COCAINA EN SANGRE

LIDOCAINA
Repeticion | Tr (min) | W (min) N K' R a
1 4,844 0,134 20908,3 (1,422 N/A N/A
2 4,837 0,137 | 19944,86 | 1,419 N/A N/A
3 4,84 0,135 | 20565,68 | 1,42 N/A N/A
4 4,818 0,134 | 20684,45 | 1,409 N/A N/A
5 4,818 0,136 | 20080,56 | 1,409 N/A N/A
Promedio 4,831 0,135 | 20436,77 | 1,416 N/A N/A
S.D 0,012 0,001 409,012 | 0,006 N/A N/A
R.S.D 0,258 0,964 2,001 0,441 N/A N/A
Cumple Sl N/A Sl NO N/A N/A
COCAINA
Repeticiéon | Tr (min) [ W (min) N K' R a
1 7,086 0,178 | 25356,09 | 2,543 | 14,37179 | 1,78833
2 7,084 0,176 25921 2,542 | 14,35783 | 1,79203
3 7,099 0,174 | 26632,74 | 2,55 | 14,62136 | 1,79542
4 7,086 0,174 | 26535,29 | 2,543 | 14,72727 | 1,80483
5 7,09 0,173 | 26873,25 | 2,545 | 14,7055 | 1,80625
Promedio 7,089 0,175 | 26263,67 | 2,545 | 14,55675 | 1,79737
S.D 0,006 0,002 616,99 | 0,003 0,18 0,008
R.S.D 0,085 1,143 2,349 0,118 1,234 0,438
Cumple Sl N/A SI Sl Sl N/A

64



BENZOILECGONINA

Repeticion | Tr (min) | W (min) N K' R a
1 7,495 0,174 | 29686,89 | 2,748 | 2,32386 | 1,08042
2 7,498 0,175 | 29372,08 | 2,749 | 2,35897 | 1,08143
3 7,5 0,178 28405,5 | 2,75 | 2,27841 | 1,07864
4 7,491 0,173 | 29999,04 | 2,746 | 2,33429 | 1,07963
5 7,493 0,174 | 29671,05 | 2,747 | 2,32277 | 1,07917
Promedio 7,495 0,175 | 29426,92 | 2,748 | 2,32366 | 1,07986
S.D 0,004 0,002 612,537 | 0,002 0,029 0,001
R.S.D 0,049 1,1 2,082 0,066 1,256 0,101
Cumple Sl N/A SI Sl Sl N/A

65



Anexo 3.ldoneidad y Especificidad del sistema cromatogréfico analitos
Cannabinoides.

ANALITOS DE CANNABINOIDES EN AGUA

THC-COOH
Repeticion | Tr (min) | W (min) N K' R a
1 12,644 0,067 569822,182 | 5,322 N/A N/A
2 12,652 0,069 537947,840 | 5,326 N/A N/A
3 12,651 0,066 587870,711 | 5,326 N/A N/A
4 12,646 0,069 537437,735 | 5,323 N/A N/A
5 12,649 0,070 522439,840 | 5,325 N/A N/A
Promedio 12,648 0,068 551103,661 | 5,324 N/A N/A
S.D 0,003 0,002 26849,799 | 0,002 N/A N/A
R.S.D 0,027 2,409 4,872 0,032 N/A N/A
Cumple Sl N/A Sl Sl N/A N/A
THC-A9
Repeticion | Tr (min) | W (min) N K' R a
1 12,754 0,072 502050,975 | 5,377 | 1,58273 | 1,01033
2 12,762 0,072 502681,000 | 5,381 | 1,56028 | 1,01033
3 12,754 0,069 546656,639 | 5,377 | 1,52593 | 1,00967
4 12,756 0,069 546828,098 |5,378 | 1,59420 | 1,01033
5 12,762 0,071 516940,747 | 5,381 | 1,60284 | 1,01061
Promedio 12,758 0,071 523031,492 | 5,379 | 1,57320 | 1,01026
S.D 0,004 0,002 22449,097 | 0,002 | 0,031 0,000
R.S.D 0,032 2,148 4,292 0,038 | 1,962 0,035
Cumple Sl N/A Sl Sl NO N/A
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ANALITOS DE CANNABINOIDES EN ORINA

THC-COOH
Repeticion | Tr (min) | W (min) N K' R a
1 12,603 0,077 428633,791 | 5,302 N/A N/A
2 12,616 0,075 452731,608 | 5,308 N/A N/A
3 12,604 0,075 451870,766 | 5,302 N/A N/A
4 12,613 0,077 429314,270 | 5,307 N/A N/A
5 12,612 0,074 464755,424 | 5,306 N/A N/A
Promedio 12,610 0,076 445461,172 | 5,305 N/A N/A
SD 0,006 0,001 15890,984 | 0,003 N/A N/A
R.S.D 0,046 1,775 3,567 0,054 N/A N/A
Cumple Sl N/A Sl Sl N/A N/A
THC-A9
Repeticiéon | Tr (min) | W (min) N K' R a
1 12,758 0,085 360451,906 | 5,379 | 1,91358 | 1,01462
2 12,758 0,085 360451,906 |5,379 | 1,77500 | 1,01338
3 12,762 0,084 369316,653 | 5,381 | 1,98742 | 1,01490
4 12,757 0,086 352062,843 | 5,379 | 1,76687 | 1,01357
5 12,762 0,086 352338,873 |5,381 | 1,87500 | 1,01413
Promedio | 12,759 0,085 358924,436 |5,380 | 1,86357 | 1,01412
S.D 0,002 0,001 7125,932 0,001 | 0,094 0,001
R.S.D 0,019 0,982 1,985 0,022 | 5,031 0,065
Cumple SI N/A SI SI NO N/A
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Anexo 4.Limite de deteccién en sistemay método.

LIMITE DE DETECCION PARA COCAINA

0,7 ppm(agua)

Tr (min) Inyecciones

Tr (min) Inyecciones
Benzoilecgonina

Cocaina
Repeticion 1 2 3 Repeticion 1 2 3
1 7,136 | 7,136 | 7,113 1 7,528 | 7,54 | 7,494
2 7,004 | 7,009 | 7,113 2 7,425 | 7,505 | 7,505
3 7,079 ( 7,094 | 7,113 3 7,436 | 7,425 | 7,459
Promedio 7,088555556 Promedio 7,479666667
Desviacion Desviacién

Estandar (S.D)

0,049867602

Estandar (S.D)

0,044407207

Coeficiente de

Coeficiente de

Variacion
(R.S.D) 0,7035 Variacién (R.S.D) 0,5937
LIMITE DE DETECCION PARA COCAINA
1,2 ppm(agua)
Tr (min) Inyecciones Tr (min) Inyecciones
Cocaina Benzoilecgonina
Repeticion 1 2 3 Repeticion 1 2 3
1 7,113 | 7,136 | 7,148 1 7,528 | 7,528 | 7,528
2 7,102 | 7,136 | 7,136 2 7,436 | 7,425 | 7,436
3 7,182 | 7,136 | 7,148 3 7,425 | 7,425 | 7,425
Promedio 7,137444444 Promedio 7,461777778
Desviacién Desviacién

Estandar (S.D)

0,022556103

Estandar (S.D)

0,049869274

Coeficiente de
Variacion
(R.S.D)

0,316

Coeficiente de

Variacion (R.S.D)

0,6683
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LIMITE DE DETECCION PARA COCAINA

1,5 ppm(agua)

Tr (min) Inyecciones

Tr (min) Inyecciones

Cocaina Benzoilecgonina
Repeticion 1 2 3 Repeticion 1 2 3
1 7,102 | 7,032 | 7,102 1 7,505 | 7,54 | 7,563
2 7,101 | 7,101 | 7,101 2 7,563 | 7,505 | 7,54
3 7,113 | 7,101 | 7,113 3 7,54 | 7,563 | 7,563
Promedio 7,096222222 Promedio 7,542444444
Desviacion Desviacion
Estandar (S.D) 0,02461086 Estandar (S.D) 0,023749269
Coeficiente de
Variacion Coeficiente de
(R.S.D) 0,3468 Variacion (R.S.D) 0,3149
LIMITE DE DETECCION PARA COCAINA
0,7 ppm(orina)
Tr (min) Inyecciones Tr (min) Inyecciones
Cocaina Benzoilecgonina
Repeticion 1 2 3 Repeticion 1 2 3
1 7,032 ( 7,102 | 7,102 1 754 | 7,528 | 7,54
2 7,032 | 7,032 | 7,102 2 7563 | 7,54 | 7,45
3 7,032 | 7,102 | 7,032 3 7,528 | 7,54 | 7,563
Promedio 7,063111111 Promedio 7,532444444
Desviacion Desviacion

Estandar (S.D)

0,036893239

Estandar (S.D)

0,033414485

Coeficiente de
Variacion
(R.S.D)

0,5223

Coeficiente de
Variacion (R.S.D)

0,4436
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LIMITE DE DETECCION PARA COCAINA

1,2 ppm(orina)

Tr (min) Inyecciones

Tr (min) Inyecciones
Benzoilecgonina

Cocaina
Repeticion 1 2 3 Repeticion 1 2 3
1 6,975 [ 7,009 | 7,009 1 7,54 | 7,563 | 7,563
2 6,94 [ 6,975 | 6,975 2 7,459 | 7,528 | 7,528
3 6,998 [ 6,998 | 7,009 3 7,459 | 7,528 | 7,459
Promedio 6,987555556 Promedio 7,514111111
Desviacion Desviacion

Estandar (S.D)

0,023270749

Estandar (S.D)

0,043504151

Coeficiente de

Coeficiente de

Variacion
(R.S.D) 0,333 Variacion (R.S.D) 0,579
LIMITE DE DETECCION PARA COCAINA
1,5 ppm(orina)
Tr (min) Inyecciones Tr (min) Inyecciones
Cocaina Benzoilecgonina
Repeticion 1 2 3 Repeticion 1 2 3
1 7,113 | 6,975 | 7,102 1 7528 | 7,54 | 7,54
2 7,113 | 7,032 | 7,113 2 7,563 | 7,54 | 7,459
3 7,102 | 7,113 | 7,113 3 7,459 | 7,528 | 7,528
Promedio 7,086222222 Promedio 7,520555556
Desviacion Desviacion

Estandar (S.D)

0,049236109

Estandar (S.D)

0,036538032

Coeficiente de
Variacion
(R.S.D)

Coeficiente de
Variacion (R.S.D)

0,6948

0,4858
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LIMITE DE DETECCION PARA COCAINA

0,7 ppm(sangre)

Tr (min) Inyecciones

Tr (min) Inyecciones

Cocaina Benzoilecgonina
Repeticion 1 2 3 Repeticion 1 2 3
1 6,905 | 6,963 | 6,963 1 7,471 | 7,54 | 7,471
2 6,94 | 6,94 | 6,963 2 754 | 7,471 7,54
3 6,905 | 6,94 | 6,94 3 7,505 | 7,471 | 7,505
Promedio 6,939888889 Promedio 7,501555556
Desviacion Desviacion

Estandar (S.D)

0,022463551

Estandar (S.D)

0,032000434

Coeficiente de

Variacion Coeficiente de
(R.S.D) 0,3237 Variacion (R.S.D) 0,4266
LIMITE DE DETECCION PARA COCAINA
1,2 ppm(sangre)
Tr (min) Inyecciones Tr (min) Inyecciones
Cocaina Benzoilecgonina
Repeticion 1 2 3 Repeticion 1 2 3
6,96
1 3 [6,975| 6,963 1 754 | 754 | 7,54
6,96
2 3 6,963 | 6,963 2 7,505 | 7,505 | 7,54
6,98
3 2 16,982 | 6,963 3 7,505 | 7,563 | 7,471
Promedio 6,968555556 Promedio 7,523222222
Desviacion Desviacion

Estandar (S.D)

0,008574834

Estandar (S.D)

0,028353914

Coeficiente de
Variacion
(R.S.D)

0,1231

Coeficiente de
Variacion (R.S.D)

0,3769
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LIMITE DE DETECCION PARA COCAINA

1,5 ppm(sangre)

Tr (min) Inyecciones

Tr (min) Inyecciones

Cocaina Benzoilecgonina
Repeticion 1 2 3 Repeticion 1 2 3
1 6,963 | 6,963 | 6,963 1 7,505 | 7,54 | 7,505
2 6,982 | 6,982 | 6,982 2 7,528 | 7,528 | 7,505
3 7,032 ( 7,032 | 6,982 3 754 | 7,505 | 7,54
Promedio 6,986777778 Promedio 7,521777778
Desviacion Desviacion
Estandar (S.D) 0,027105248 Estandar (S.D) 0,016581449
Coeficiente de
Variacion Coeficiente de
(R.S.D) 0,388 Variacion (R.S.D) 0,2204
LIMITE DE DETECCION PARA CANNABINOIDES
1,5 (agua)
Tr (min)
Tr (min) Inyecciones Inyecciones
THC-COOH THC-A9
Repeticion 1 2 3 Repeticion 1 2
1 12,616 12,616 | 12,616 1 12,662 | 12,685
2 12,616 12,673 | 12,673 2 12,662 | 12,673
3 12,662 12,673 | 12,662 3 12,662 | 12,673
Promedio 12,64522222 Promedio 12,6695
Desviacion Desviacion
Estandar (S.D) 0,028048074 Estandar (S.D) 0,009311283
Coeficiente de Coeficiente de
Variacion Variacion
(R.S.D) 0,2218 (R.S.D) 0,0735
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LIMITE DE DETECCION PARA CANNABINOIDES

1,5 (orina)
Tr (min)
Tr (min) Inyecciones THC- Inyecciones
COOH THC-A9
Repeticion 1 2 3 Repeticion 1 2
1 12,639 | 12,639 | 12,639 1 12,708 | 12,708
2 12,65 | 12,627 | 12,627 2 12,72 | 12,708
3 12,539 | 12,65 12,65 3 12,72 12,72
Promedio 12,62888889 Promedio 12,714
Desviacion
Estandar Desviacion
(S.D) 0,034876369 Estandar (S.D) 0,006572671
Coeficiente de Coeficiente de
Variacion Variacion
(R.S.D) 0,2762 (R.S.D) 0,0517
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Anexo 5.Precision Intermedia de analitos Cocaina

Lidocaina

Lidocaina: Agua

Dias 1 2 3
Analista | Analista | Analista | Analista | Analista | Analista
Repeticion | Inyeccion 1 2 1 2 1 2
1 4,910 4,875 4,944 4,944 4,956 4,944
1 2 4,886 4,875 4,944 4,944 4,944 4,944
3 4,886 4,875 4,944 4,944 4,944 4,910
1 4,875 4,875 4,840 4,990 4,910 4,910
2 2 4,875 4,875 4,840 4,990 4,944 4,910
3 4,875 4,886 4,840 4,990 4,921 4,910
1 4,840 4,840 4,852 4,990 4,910 4,910
3 2 4,840 4,840 4,852 4,994 4,944 4,910
3 4,840 4,840 4,852 4,990 4,910 4,910
1 4,840 4,840 4,840 4,944 4,909 4,910
4 2 4,852 4,852 4,840 4,944 4,910 4,910
3 4,840 4,852 4,840 4,944 4,910 4,910
1 4,852 4,852 4,990 4,990 4,909 4,956
5 2 4,840 4,852 4,886 4,990 4,910 4,990
3 4,840 4,840 4,886 4,990 4,910 4,979
Promedio Global 4,903

S.D Global

0,050215759

R.S.D Global

1,024156509
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Lidocaina: Orina

Dias 1 2 3
Analista | Analista | Analista | Analista | Analista | Analista
Repeticion | Inyeccion 1 2 1 2 1 2
1 4,840 4,840 4,783 4,875 4,956 4,887
1 2 4,852 4,852 4,783 4,875 4,956 4,910
3 4,840 4,852 4,783 4,875 4,910 4,909
1 4,840 4,887 4,875 4,910 4,944 4,886
2 2 4,840 4,886 4,875 4,910 4,944 4,886
3 4,840 4,887 4,875 4,910 4,944 4,886
1 4,840 4,840 4,875 4,910 4,904 4,886
3 2 4,840 4,840 4,875 4,910 4,910 4,886
3 4,852 4,852 4,875 4,910 4,910 4,886
1 4,840 4,886 4,875 4,875 4,886 4,887
4 2 4,840 4,875 4,875 4,875 4,910 4,887
3 4,852 4,886 4,875 4,875 4,887 4,886
1 4,852 4,840 4,817 4,910 4,887 4,910
5 2 4,852 4,852 4,817 4,921 4,875 4,910
3 4,852 4,875 4,817 4,921 4,875 4,910
Promedio Global 4,876

S.D Global

0,035298034

R.S.D Global

0,7238659
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Lidocaina: Sangre

Dias 1 2 3
Analista | Analista | Analista | Analista | Analista | Analista
Repeticion | Inyeccion 1 2 1 2 1 2

1 4,840 4,852 4,817 4,921 4,852 4,875

1 2 4,852 4,840 4,817 4,921 4,852 4,852
3 4,840 4,840 4,817 4,921 4,852 4,875
1 4,840 4,817 4,875 4,921 4,852 4,875

2 2 4,840 4,840 4,875 4,921 4,852 4,887
3 4,841 4,817 4,875 4,921 4,852 4,875
1 4,817 4,817 4,840 4,875 4,875 4,852

3 2 4,840 4,817 4,840 4,875 4,875 4,852
3 4,840 4,817 4,840 4,875 4,875 4,852
1 4,840 4,817 4,875 4,840 4,875 4,840

4 2 4,840 4,817 4,875 4,840 4,875 4,852
3 4,840 4,852 4,875 4,840 4,875 4,852
1 4,817 4,852 4,806 4,840 4,852 4,852

5 2 4,817 4,852 4,806 4,840 4,875 4,852
3 4,817 4,852 4,806 4,840 4,84 4,852

Promedio Global 4,852
S.D Global 0,02749905
R.S.D Global 0,566764796
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Cocaina

Cocaina: Agua

Dias 1 2 3
Analista | Analista | Analista | Analista | Analista | Analista
Repeticion | Inyeccidn 1 2 1 2 1 2
1 7,182 7,113 7,182 7,292 7,148 7,113
1 2 7,113 7,113 7,182 7,298 7,171 7,148
3 7,113 7,102 7,182 7,298 7,182 7,136
1 7,113 7,113 7,079 7,298 7,102 7,182
2 2 7,113 7,113 7,079 7,298 7,101 7,148
3 7,102 7,113 7,078 7,298 7,113 7,182
1 7,101 7,136 7,148 7,298 7,113 7,148
3 2 7,101 7,102 7,148 7,298 7,148 7,148
3 7,102 7,136 7,148 7,298 7,136 7,136
1 7,113 7,113 7,078 7,182 7,148 7,148
4 2 7,113 7,113 7,078 7,182 7,113 7,148
3 7,113 7,113 7,079 7,182 7,148 7,148
1 7,113 7,113 7,044 7,298 7,101 7,229
5 2 7,136 7,113 7,044 7,298 7,113 7,217
3 7,136 7,136 7,113 7,298 7,101 7,217
Promedio Global 7,152

S.D Global

0,066858806

R.S.D Global

0,934841222
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Cocaina: Orina

Dias 1 2 3
Analista | Analista | Analista | Analista | Analista | Analista
Repeticion | Inyeccidn 1 2 1 2 1 2
1 7,148 7,113 7,136 7,228 7,101 7,171
1 2 7,113 7,136 7,136 7,228 7,113 7,148
3 7,136 7,136 7,136 7,228 7,113 7,171
1 7,113 7,113 7,171 7,286 7,171 7,182
2 2 7,113 7,148 7,171 7,286 7,136 7,148
3 7,102 7,171 7,171 7,286 7,113 7,182
1 7,136 7,113 7,136 7,182 7,101 7,148
3 2 7,113 7,113 7,136 7,182 7,102 7,182
3 7,113 7,148 7,136 7,182 7,102 7,182
1 7,136 7,148 7,136 7,217 7,101 7,171
4 2 7,136 7,136 7,136 7,217 7,136 7,113
3 7,113 7,136 7,136 7,182 7,102 7,113
1 7,136 7,136 7,136 7,217 7,113 7,182
5 2 7,136 7,136 7,136 7,217 7,136 7,171
3 7,136 7,136 7,136 7,217 7,102 7,171
Promedio Global 7,151

S.D Global

0,041878076

R.S.D Global

0,585638196
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Cocaina: Sangre

Dias 1 2 3
Analista | Analista | Analista | Analista | Analista | Analista
Repeticion | Inyeccidn 1 2 1 2 1 2
1 7,136 7,136 7,136 7,182 7,113 7,148
1 2 7,148 7,113 7,136 7,182 7,113 7,148
3 7,136 7,113 7,136 7,182 7,113 7,136
1 7,136 7,113 7,136 7,171 7,113 7,171
2 2 7,136 7,113 7,136 7,171 7,136 7,148
3 7,136 7,113 7,136 7,171 7,113 7,148
1 7,136 7,113 7,136 7,136 7,136 7,136
3 2 7,148 7,113 7,136 7,136 7,113 7,113
3 7,136 7,113 7,136 7,136 7,113 7,113
1 7,136 7,136 7,171 7,101 7,148 7,113
4 2 7,113 7,136 7,171 7,102 7,136 7,101
3 7,136 7,113 7,171 7,101 7,148 7,101
1 7,136 7,136 7,101 7,136 7,113 7,136
5 2 7,136 7,171 7,171 7,136 7,136 7,136
3 7,136 7,113 7,101 7,136 7,136 7,113
Promedio Global 7,134

S.D Global

0,020836574

R.S.D Global

0,292094218
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Benzoilecgonina

Benzoilecgonina: Agua

Dias 1 2 3
Analista | Analista | Analista | Analista | Analista | Analista
Repeticién |Inyeccion 1 2 1 2 1 2
1 7,459 7,459 7,471 7,494 7,494 7,459
1 2 7,459 7,459 7,471 7,494 7,494 7,459
3 7,459 7,459 7,471 7,494 7,459 7,459
1 7,459 7,471 7,436 7,494 7,425 7,471
2 2 7,459 7,459 7,436 7,494 7,425 7,471
3 7,459 7,459 7,436 7,494 7,436 7,471
1 7,459 7,459 7,459 7,494 7,459 7,494
3 2 7,459 7,459 7,459 7,494 7,459 7,471
3 7,459 7,459 7,459 7,494 7,436 7,436
1 7,471 7,459 7,436 7,459 7,436 7,459
4 2 7,471 7,459 7,436 7,459 7,436 7,471
3 7,471 7,459 7,436 7,459 7,436 7,459
1 7,459 7,459 7,425 7,494 7,436 7,494
5 2 7,459 7,436 7,424 7,494 7,425 7,471
3 7,471 7,459 7,459 7,459 7,436 7,505
Promedio Global 7,461

S.D Global

0,020038854

R.S.D Global

0,268564149
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Benzoilecgonina: Orina

Dias 1 2 3
Analista | Analista | Analista | Analista | Analista | Analista
Repeticion | Inyeccion 1 2 1 2 1 2
1 7,459 7,459 7,436 7,471 7,424 7,459
1 2 7,459 7,459 7,436 7,471 7,425 7,471
3 7,459 7,459 7,436 7,471 7,425 7,471
1 7,459 7,471 7,436 7,471 7,459 7,471
2 2 7,459 7,459 7,436 7,471 7,471 7,471
3 7,459 7,459 7,436 7,471 7,471 7,459
1 7,459 7,459 7,436 7,471 7,424 7,459
3 2 7,459 7,459 7,436 7,471 7,459 7,459
3 7,459 7,459 7,436 7,471 7,436 7,459
1 7,471 7,459 7,436 7,471 7,424 7,459
4 2 7,471 7,459 7,436 7,471 7,436 7,436
3 7,459 7,471 7,436 7,471 7,425 7,436
1 7,459 7,459 7,459 7,471 7,436 7,459
5 2 7,459 7,436 7,459 7,471 7,436 7,471
3 7,436 7,459 7,459 7,471 7,425 7,459
Promedio Global 7,455

S.D Global

0,015339475

R.S.D Global

0,205769796
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Benzoilecgonina: Sangre

Dias 1 2 3
Analista | Analista | Analista | Analista | Analista | Analista
Repeticion | Inyeccion 1 2 1 2 1 2

1 7,459 7,459 7,436 7,459 7,424 7,436

1 2 7,459 7,471 7,436 7,459 7,436 7,436
3 7,459 7,459 7,436 7,459 7,436 7,436
1 7,471 7,471 7,436 7,471 7,425 7,459

2 2 7,471 7,471 7,436 7,471 7,425 7,436
3 7,459 7,471 7,436 7,471 7,424 7,459
1 7,471 7,471 7,436 7,459 7,436 7,436

3 2 7,471 7,459 7,436 7,459 7,436 7,459
3 7,471 7,459 7,436 7,459 7,459 7,436
1 7,459 7,471 7,459 7,436 7,459 7,425

4 2 7,459 7,471 7,459 7,436 7,459 7,436
3 7,459 7,471 7,459 7,436 7,436 7,436
1 7,471 7,459 7,459 7,471 7,425 7,424

5 2 7,459 7,471 7,459 7,471 7,436 7,436
3 7,459 7,459 7,459 7,436 7,436 7,436

Promedio Global 7,451
S.D Global 0,015630443
R.S.D Global 0,20976737
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Anexo 6.Precision Intermedia de analitos Cannabinoides

THC-COOH

THC-COOH: Agua

Dias 2
Analista | Analista | Analista | Analista | Analista | Analista
Repeticion | Inyeccion 1 2 1 2 1 2

1 12,424 12,477 12,708 12,743 12,743 12,800
1 2 12,489 12,500 12,685 12,743 12,870 12,835
3 12,477 12,489 12,662 12,743 12,731 12,824
1 12,489 12,420 12,673 12,558 12,673 12,570
2 2 12,489 12,431 12,650 12,558 12,731 12,558
3 12,489 12,408 12,662 12,547 12,697 12,547
1 12,489 12,454 12,743 12,731 12,743 12,777
3 2 12,489 12,466 12,743 12,731 12,766 12,743
3 12,477 12,454 12,754 12,731 12,766 12,731
1 12,489 12,489 12,708 12,616 12,754 12,651
4 2 12,501 12,477 12,650 12,627 12,754 12,627
3 12,489 12,478 12,650 12,627 12,708 12,616
1 12,501 12,454 12,708 12,650 12,708 12,720
5 2 12,489 12,443 12,731 12,627 12,754 12,662
3 12,478 12,454 12,731 12,685 12,731 12,731

Promedio Global 12,623

S.D Global 0,12301704
R.S.D Global 0,9746
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THC-COOH: Orina

Dias 2
Analista | Analista | Analista | Analista | Analista | Analista
Repeticion | Inyeccion 1 2 1 2 1 2

1 12,454 12,420 12,731 12,731 12,784 12,697
1 2 12,454 12,420 12,720 12,697 12,789 12,697
3 12,443 12,420 12,731 12,685 12,789 12,651
1 12,466 12,466 12,708 12,697 12,662 12,754
2 2 12,454 12,446 12,697 12,685 12,685 12,720
3 12,454 12,480 12,697 12,651 12,697 12,720
1 12,466 12,477 12,662 12,697 12,662 12,766
3 2 12,466 12,420 12,674 12,674 12,627 12,731
3 12,454 12,466 12,662 12,674 12,627 12,720
1 12,454 12,500 12,662 12,627 12,662 12,697
4 2 12,466 12,501 12,616 12,593 12,628 12,720
3 12,454 12,501 12,639 12,604 12,616 12,697
1 12,466 12,454 12,674 12,697 12,662 12,650
5 2 12,477 12,443 12,697 12,697 12,651 12,662
3 12,466 12,443 12,651 12,697 12,662 12,651

Promedio Global 12,609

S.D Global 0,113557876
R.S.D Global 0,9006
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THC-A9

THC-A9: Agua
Dias 2
Analista | Analista | Analista | Analista | Analista | Analista
Repeticion | Inyeccion 1 2 1 2 1 2

1 12,588 12,558 12,708 12,743 12,743 12,800

1 2 12,547 12,535 12,754 12,743 12,870 12,835

3 12,535 12,547 12,720 12,743 12,731 12,824

1 12,535 12,512 12,743 12,570 12,673 12,570

2 2 12,535 12,431 12,731 12,604 12,731 12,558

3 12,535 12,420 12,720 12,570 12,697 12,547

1 12,547 12,501 12,743 12,731 12,743 12,777

3 2 12,547 12,535 12,743 12,731 12,766 12,743

3 12,547 12,512 12,754 12,731 12,766 12,731

1 12,548 12,500 12,708 12,616 12,754 12,651

4 2 12,535 12,500 12,650 12,627 12,754 12,627

3 12,558 12,501 12,650 12,627 12,708 12,616

1 12,558 12,454 12,708 12,650 12,708 12,720

5 2 12,535 12,443 12,731 12,627 12,754 12,662

3 12,535 12,454 12,731 12,685 12,731 12,731

Promedio Global 12,643

S.D Global

0,106991106

R.S.D Global

0,8462
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THC-A9: Orina

Dias 2
Analista | Analista | Analista | Analista | Analista | Analista
Repeticion | Inyeccion 1 2 1 2 1 2

1 12,454 12,477 12,731 12,731 12,789 12,697

1 2 12,512 12,466 12,720 12,697 12,789 12,697
3 12,512 12,524 12,731 12,685 12,789 12,651

1 12,500 12,581 12,708 12,697 12,662 12,754

2 2 12,500 12,501 12,697 12,685 12,685 12,720
3 12,512 12,547 12,697 12,651 12,697 12,720

1 12,489 12,558 12,662 12,697 12,662 12,766

3 2 12,489 12,547 12,674 12,674 12,627 12,731

3 12,489 12,500 12,662 12,674 12,627 12,720

1 12,489 12,535 12,662 12,627 12,662 12,697

4 2 12,500 12,500 12,616 12,639 12,628 12,720
3 12,489 12,547 12,639 12,604 12,616 12,697

1 12,524 12,512 12,674 12,697 12,662 12,650

5 2 12,535 12,524 12,697 12,697 12,651 12,662
3 12,524 12,501 12,651 12,697 12,662 12,651

Promedio Global 12,627

S.D Global

0,090849711

R.S.D Global

0,7195
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Anexo 7.Analisis de varianza ANOVA de analitos Cocaina

Lidocaina en agua

Analisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos | Cuenta | Suma | Promedio Varianza
Fila 1 6 29,573 | 4,9288333 | 0,0009362
Fila 2 6 29,537 | 4,9228333 | 0,0010874
Fila 3 6 29,503 | 4,9171667 | 0,0009922
Fila 4 6 29,400 | 4,9000000 | 0,0026300
Fila 5 6 29,434 | 4,9056667 | 0,0029587
Fila 6 6 29,422 | 4,9036667 | 0,0025963
Fila 7 6 29,342 | 4,8903333 | 0,0034487
Fila 8 6 29,380 | 4,8966667 | 0,0040619
Fila 9 6 29,342 | 4,8903333 | 0,0034487
Fila 10 6 29,283 | 4,8805000 | 0,0021271
Fila 11 6 29,308 | 4,8846667 | 0,0017867
Fila 12 6 29,296 | 4,8826667 | 0,0019675
Fila 13 6 29,549 | 4,9248333 | 0,0040650
Fila 14 6 29,468 | 4,9113333 | 0,0043259
Fila 15 6 29,445 | 4,9075000 | 0,0042999
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ANALISIS DE VARIANZA ANOVA

Origen de Grados | Promedio Valor
las Suma de de de los critico
variaciones | cuadrados |libertad | cuadrados F Probabilidad para F
Entre
grupos |0,13177681 14 |0,00941263|0,79586856 | 0,67056779 |1,82590825
Dentro de
los grupos | 0,88701481 75 10,01182686
Total 1,01879162 89
Lidocaina en orina
Analisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos | Cuenta | Suma Promedio Varianza
Fila 1 6 29,181 4,863500 0,003365
Fila 2 6 29,228 4,871333 0,003445
Fila 3 6 29,169 4,861500 0,002301
Fila 4 6 29,342 4,890333 0,001213
Fila 5 6 29,341 4,890167 0,001215
Fila 6 6 29,342 4,890333 0,001213
Fila 7 6 29,255 4,875833 0,000927
Fila 8 6 29,261 4,876833 0,001000
Fila 9 6 29,285 4,880833 0,000685
Fila 10 6 29,249 4,874833 0,000322
Fila 11 6 29,262 4,877000 0,000514
Fila 12 6 29,261 4,876833 0,000179
Fila 13 6 29,216 4,869333 0,001504
Fila 14 6 29,227 4,871167 0,001535
Fila 15 6 29,250 4,875000 0,001447
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ANALISIS DE VARIANZA ANOVA

Origen de Grados | Promedio Valor
las Suma de de de los critico
variaciones | cuadrados |libertad | cuadrados F Probabilidad para F
Entre
grupos |0,00656549 14 0,00046896 [0,33714395| 0,98668704 |1,82590825
Dentro de
los grupos |0,10432417| 75 0,00139099
Total 0,11088966| 89
Lidocaina en sangre.
Andlisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos | Cuenta | Suma Promedio Varianza
Fila 1 6 29,157 | 4,85950000 0,00126430
Fila 2 6 29,134 | 4,85566667 0,00120987
Fila 3 6 29,145 | 4,85750000 0,00132430
Fila 4 6 29,180 | 4,86333333 0,00128347
Fila 5 6 29,215 | 4,86916667 0,00100697
Fila 6 6 29,181 | 4,86350000 0,00127430
Fila 7 6 29,076 | 4,84600000 0,00068720
Fila 8 6 29,099 | 4,84983333 0,00050857
Fila 9 6 29,099 | 4,84983333 0,00050857
Fila 10 6 29,087 | 4,84783333 0,00052217
Fila 11 6 29,099 | 4,84983333 0,00050857
Fila 12 6 29,134 | 4,85566667 0,00025307
Fila 13 6 29,019 | 4,83650000 0,00040870
Fila 14 6 29,042 | 4,84033333 0,00063947
Fila 15 6 29,007 | 4,83450000 0,00035830
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ANALISIS DE VARIANZA ANOVA

Origen de Grado
las Sumade | sde Promedio Valor
variacione | cuadrado | liberta delos critico
s s d cuadrados F Probabilidad para F
Entre 1,8259082
grupos 0,0085126 14 0,00060804 | 0,77570998 | 0,69144388 5
Dentro de
los grupos | 0,058789 75 0,00078385
Total 0,0673016 89
Cocaina en agua
Analisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos | Cuenta | Suma Promedio Varianza
Fila 1 6 43,030 7,17166667 0,0044275
Fila 2 6 43,025 7,17083333 0,0047014
Fila 3 6 43,013 7,16883333 0,0051386
Fila 4 6 42,887 7,14783333 0,0065966
Fila 5 6 42,852 7,14200000 0,0063408
Fila 6 6 42,886 7,14766667 0,0066243
Fila 7 6 42,944 7,15733333 0,0051111
Fila 8 6 42,945 7,15750000 0,0052567
Fila 9 6 42,956 7,15933333 0,0048555
Fila 10 6 42,782 7,13033333 0,0013267
Fila 11 6 42,747 7,12450000 0,0012835
Fila 12 6 42,783 7,13050000 0,0013059
Fila 13 6 42,898 7,14966667 0,0089039
Fila 14 6 42,921 7,15350000 0,0080979
Fila 15 6 43,001 7,16683333 0,0057710
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ANALISIS DE VARIANZA

Origen de Grados | Promedio
las Suma de de de los Valor critico
variaciones | cuadrados | libertad | cuadrados F Probabilidad para F
0,0013666
Entre grupos | 0,01913356 14 83 0,27066213 | 0,995548068 | 1,825908247
Dentro de 0,0050494
los grupos | 0,37870533 75 04
Total 0,39783889 89
Cocaina en orina
Analisis de varianza de un factor
RESUMEN

Grupos | Cuenta | Suma Promedio Varianza

Fila 1 6 42,897 7,1495000 0,002099

Fila 2 6 42,874 7,1456667 0,001821

Fila 3 6 42,920 7,1533333 0,001683

Fila 4 6 43,036 7,1726667 0,004011

Fila 5 6 43,002 7,1670000 0,003755

Fila 6 6 43,025 7,1708333 0,004294

Fila 7 6 42,816 7,1360000 0,000803

Fila 8 6 42,828 7,1380000 0,001284

Fila 9 6 42,863 7,1438333 0,001139

Fila 10 6 42,909 7,1515000 0,001543

Fila 11 6 42,874 7,1456667 0,001306

Fila 12 6 42,782 7,1303333 0,000827

Fila 13 6 42,920 7,1533333 0,001481

Fila 14 6 42,932 7,1553333 0,001109

Fila 15 6 42,898 7,1496667 0,001564
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ANALISIS DE VARIANZA ANOVA

Origen de Grados | Promedio Valor
las Suma de de de los critico
variaciones | cuadrados |libertad | cuadrados Probabilidad para F
Entre
grupos |0,01249049 14 0,00089218 [0,46598543 | 0,94412237 |1,82590825
Dentro de
los grupos |0,14359533 75 0,0019146
Total 0,15608582| 89
Cocaina en sangre.
Analisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos | Cuenta | Suma Promedio Varianza
Fila 1 6 42,851 7,1418333 0,000517
Fila 2 6 42,840 7,1400000 0,000673
Fila 3 6 42,816 7,1360000 0,000635
Fila 4 6 42,840 7,1400000 0,000682
Fila 5 6 42,840 7,1400000 0,000360
Fila 6 6 42,817 7,1361667 0,000485
Fila 7 6 42,793 7,1321667 0,000088
Fila 8 6 42,759 7,1265000 0,000238
Fila 9 6 42,747 7,1245000 0,000159
Fila 10 6 42,805 7,1341667 0,000621
Fila 11 6 42,759 7,1265000 0,000719
Fila 12 6 42,770 7,1283333 0,000799
Fila 13 6 42,758 7,1263333 0,000239
Fila 14 6 42,886 7,1476667 0,000327
Fila 15 6 42,735 7,1225000 0,000238
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ANALISIS DE VARIANZA ANOVA

Origen de Grados | Promedio
las Suma de de de los Valor critico
variaciones | cuadrados |libertad | cuadrados F Probabilidad para F
Entre
grupos |0,00474316| 14 0,0003388 [0,74960946| 0,7181644 | 1,82590825
Dentro de
los grupos |0,03389733 75 0,00045196
Total 0,03864049| 89
Benzoilecgonina en agua
Analisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos | Cuenta | Suma Promedio Varianza
Fila 1 6 44,836 7,4726667 0,000295
Fila 2 6 44,836 7,4726667 0,000295
Fila 3 6 44,801 7,4668333 0,000200
Fila 4 6 44,756 7,4593333 0,000639
Fila 5 6 44,744 7,4573333 0,000607
Fila 6 6 44,755 7,4591667 0,000485
Fila 7 6 44,824 7,4706667 0,000327
Fila 8 6 44,801 7,4668333 0,000200
Fila 9 6 44,743 7,4571667 0,000453
Fila 10 6 44,720 7,4533333 0,000202
Fila 11 6 44,732 7,4553333 0,000253
Fila 12 6 44,720 7,4533333 0,000202
Fila 13 6 44,767 7,4611667 0,000821
Fila 14 6 44,709 7,4515000 0,000788
Fila 15 6 44,789 7,4648333 0,000517
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ANALISIS DE VARIANZA ANOVA

Origen de Grados | Promedio
las Suma de de de los Valor critico
variaciones | cuadrados |libertad | cuadrados F Probabilidad para F
Entre
grupos |0,00431529 14 |0,00030823|0,73568712| 0,7322248 | 1,82590825
Dentro de
los grupos |0,03142317 75 10,00041898
Total 0,03573846| 89
Benzoilecgonina en orina
Analisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos | Cuenta | Suma Promedio Varianza
Fila 1 6 44,708 7,4513333 0,000309
Fila 2 6 44,721 7,4535000 0,000358
Fila 3 6 44,721 7,4535000 0,000358
Fila 4 6 44,767 7,4611667 0,000187
Fila 5 6 44,767 7,4611667 0,000187
Fila 6 6 44,755 7,4591667 0,000163
Fila 7 6 44,708 7,4513333 0,000309
Fila 8 6 44,743 7,4571667 0,000131
Fila 9 6 44,720 7,4533333 0,000202
Fila 10 6 44,720 7,4533333 0,000370
Fila 11 6 44,709 7,4515000 0,000308
Fila 12 6 44,698 7,4496667 0,000396
Fila 13 6 44,743 7,4571667 0,000131
Fila 14 6 44,732 7,4553333 0,000253
Fila 15 6 44,709 7,4515000 0,000298
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ANALISIS DE VARIANZA ANOVA

Origen de Grados | Promedio
las Suma de de de los Valor critico
variaciones | cuadrados |libertad | cuadrados Probabilidad para F
Entre
grupos |0,00114749| 14 |8,1963E-05|0,31055927| 0,99106937 | 1,82590825
Dentro de
los grupos |0,01979417 75 0,00026392
Total 0,02094166| 89
Benzoilecgonina en sangre
Analisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos | Cuenta Suma Promedio Varianza
Fila 1 6 44,6730 7,4455000 0,000238
Fila 2 6 44,6970 7,4495000 0,000238
Fila 3 6 44,6850 7,4475000 0,000159
Fila 4 6 44,7330 7,4555000 0,000409
Fila 5 6 44,7100 7,4516667 0,000465
Fila 6 6 44,7200 7,4533333 0,000370
Fila 7 6 44,7090 7,4515000 0,000308
Fila 8 6 44,7200 7,4533333 0,000202
Fila 9 6 44,7200 7,4533333 0,000202
Fila 10 6 44,7090 7,4515000 0,000298
Fila 11 6 44,7200 7,4533333 0,000202
Fila 12 6 44,6970 7,4495000 0,000238
Fila 13 6 44,7090 7,4515000 0,000466
Fila 14 6 44,7320 7,4553333 0,000253
Fila 15 6 44,6850 7,4475000 0,000159
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ANALISIS DE VARIANZA ANOVA

Origen de Grados | Promedio

las Suma de de de los Valor critico
variaciones | cuadrados |libertad | cuadrados F Probabilidad para F

Entre

grupos |0,00071816| 14 |5,1297E-05|0,18298076| 0,99947811 | 1,82590825
Dentro de
los grupos | 0,0210255 75 0,00028034

Total 0,02174366| 89
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Anexo 8.Andlisis de varianza ANOVA de analitos Cannabinoides

THC-COOH en agua

Analisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos | Cuenta | Suma | Promedio Varianza
Fila 1 6 75,895 | 12,6491667 | 0,024833
Fila 2 6 76,122 | 12,6870000 | 0,026541
Fila 3 6 75,926 | 12,6543333 | 0,020273
Fila 4 6 75,383 | 12,5638333 | 0,010039
Fila 5 6 75,417 | 12,5695000 | 0,011698
Fila 6 6 75,350 | 12,5583333 | 0,011528
Fila 7 6 75,937 | 12,6561667 | 0,020819
Fila 8 6 75,938 | 12,6563333 | 0,019370
Fila 9 6 75,913 | 12,6521667 | 0,021142
Fila 10 6 75,707 | 12,6178333 | 0,012194
Fila 11 6 75,636 | 12,6060000 | 0,010478
Fila 12 6 75,568 | 12,5946667 | 0,008437
Fila 13 6 75,741 | 12,6235000 | 0,013606
Fila 14 6 75,706 | 12,6176667 | 0,016109
Fila 15 6 75,810 | 12,6350000 | 0,017512

97



ANALISIS DE VARIANZA ANOVA

Origen de Grados | Promedio
las Suma de de de los Valor critico
variaciones | cuadrados |libertad | cuadrados Probabilidad para F
Entre
grupos |0,12395627 14 10,00885402|0,54301464 | 0,89917621 | 1,82590825
Dentro de
los grupos |1,22289783| 75 0,0163053
Total 1,3468541 89
THC-COOH en orina.
Analisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos | Cuenta | Suma Promedio Varianza
Fila 1 6 75,817 | 12,6361667 0,0246910
Fila 2 6 75,777 | 12,6295000 0,0234867
Fila 3 6 75,719 | 12,6198333 0,0234794
Fila 4 6 75,753 | 12,6255000 0,0161287
Fila 5 6 75,687 | 12,6145000 0,0164059
Fila 6 6 75,699 | 12,6165000 0,0139803
Fila 7 6 75,730 | 12,6216667 0,0149843
Fila 8 6 75,592 | 12,5986667 0,0158375
Fila 9 6 75,603 | 12,6005000 0,0127439
Fila 10 6 75,602 | 12,6003333 0,0098283
Fila 11 6 75,524 | 12,5873333 0,0084567
Fila 12 6 75,511 | 12,5851667 0,0081998
Fila 13 6 75,603 | 12,6005000 0,0120999
Fila 14 6 75,627 | 12,6045000 0,0129839
Fila 15 6 75,570 | 12,5950000 0,0121820
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ANALISIS DE VARIANZA ANOVA

Origen de Grados | Promedio
las Suma de de de los Valor critico
variaciones | cuadrados |libertad | cuadrados Probabilidad para F
Entre
grupos |0,02024949 14 10,00144639|0,09621742| 0,99998937 | 1,82590825
Dentro de
los grupos |1,12744033 75 0,01503254
Total 1,14768982| 89
THC-A9 en agua
Analisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos | Cuenta | Suma Promedio Varianza
Fila 1 6 76,140 12,690000 0,00917
Fila 2 6 76,284 12,714000 0,02027
Fila 3 6 76,100 12,683333 0,01351
Fila 4 6 75,603 12,600500 0,00791
Fila 5 6 75,590 12,598333 0,01377
Fila 6 6 75,489 12,581500 0,01242
Fila 7 6 76,042 12,673667 0,01389
Fila 8 6 76,065 12,677500 0,01132
Fila 9 6 76,041 12,673500 0,01275
Fila 10 6 75,777 12,629450 0,00915
Fila 11 6 75,693 12,615500 0,00809
Fila 12 6 75,660 12,610000 0,00522
Fila 13 6 75,798 12,633000 0,01135
Fila 14 6 75,752 12,625333 0,01409
Fila 15 6 75,867 12,644500 0,01447
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ANALISIS DE VARIANZA ANOVA

Origen de Grados | Promedio
las Suma de de de los Valor critico
variaciones | cuadrados |libertad | cuadrados Probabilidad para F
Entre
grupos |0,02540729 14 0,00181481 | 0,19192944 | 0,99931456 | 1,82590825
Dentro de
los grupos |0,70916933 75 0,00945559
Total 0,73457662| 89
THC-A9 en orina.
Analisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos | Cuenta | Suma Promedio Varianza
Fila 1 6 75,879 12,646500 0,020585
Fila 2 6 75,881 12,646833 0,016296
Fila 3 6 75,892 12,648667 0,012403
Fila 4 6 75,902 12,650333 0,008759
Fila 5 6 75,788 12,631333 0,010434
Fila 6 6 75,824 12,637333 0,007602
Fila 7 6 75,834 12,639000 0,009922
Fila 8 6 75,742 12,623667 0,008122
Fila 9 6 75,672 12,612000 0,009181
Fila 10 6 75,672 12,612000 0,006702
Fila 11 6 75,603 12,600500 0,007392
Fila 12 6 75,592 12,598667 0,005264
Fila 13 6 75,719 12,619833 0,006478
Fila 14 6 75,766 12,627667 0,006134
Fila 15 6 75,686 12,614333 0,006560
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ANALISIS DE VARIANZA ANOVA

Origen de Grados | Promedio Valor
las Sumade de de los critico para
variaciones | cuadrados |libertad | cuadrados F Probabilidad F
Entre
grupos |0,02540729 14 |0,00181481|0,19192944 | 0,99931456 |1,82590825
Dentro de
los grupos |0,70916933 75 0,00945559
Total 0,73457662| 89
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