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RESUMEN

Los analitos Marihuana y Cocaina son las drogas ilicitas mas consumidas por
parte de la poblacién chilena, por ello surge la necesidad de un andlisis que
permita medir cronicidad de consumo en el tiempo. La matriz pelo, debido a su
naturaleza, permite realizarlo, medido en el intervalo de meses a afos, para ello
el Servicio Médico Legal Concepcion, desde hace algun tiempo realiza analisis
de Cocaina en pelo, pero el andlisis de Marihuana en pelo aun no esta
implementado. Este trabajo pretende optimizar el tiempo de trabajo, al poder
realizar ambos analisis en conjunto desde una misma muestra de cabello
siguiendo las recomendaciones que hace la Society of Hair Testing (SoHT), por
medio de una descontaminacion adecuada del cabello, con una extraccion en
fase solida y una inyeccion en modo Splitless por cromatografia gaseosa

acoplada a espectrometria de masas.

En conclusion no fue posible implementar una metodologia analitica para la
determinacién de marihuana y cocaina en conjunto en matriz pelo por
cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas, pero si se sientan

las bases y se abre a la posibilidad de poder emplearlo.
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ABSTRACT

The analytes Marijuana and Cocaine are the most consumed illicit drugs by the
Chilean population, therefore the need for an analysis that allows measuring
chronicity of consumption over time arises. The hair matrix, due to its nature,
allows it to be carried out, measured in the interval from months to years, for which
the Servicio Médico Legal de Concepcidn, has for some time carried out analysis
of Cocaine in hair, but the analysis of Marijuana in hair is not yet implemented.
This work aims to optimize the working time, by being able to carry out both
analyzes together from the same hair sample following the recommendations
made by the Society of Hair Testing (SoHT), by means of adequate
decontamination of the hair, with a phase extraction Solid and a Splitless mode

injection by gas chromatography coupled to mass spectrometry.

In conclusion, it was not possible to implement an analytical methodology for the
determination of marijuana and cocaine together in a hair matrix by gas
chromatography coupled to mass spectrometry, but the foundations are laid and

it opens up to the possibility of using it.
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GLOSARIO DE TERMINOS

11-nor-THC-COOH: 11-nor-9-carboxi-THC
11-OH-THC: 11-hidroxi-THC

BSTFA: N,O-bis (Trimetilsilil) Trifluoroacetamida
BZG: Benzoilecgonina

CBD: Cannabidiol

CBN: Cannabinol

COC: Cocaina

FDA: Food and Drug Administration

GC-MS: Cromatografia Gaseosa acoplada a Espectrometria de Masas
ISP: Instituto de Salud Publica de Chile

LC: Cromatografia Liquida

LLE: Extraccion Liquido-Liquido

SENDA: Servicio Nacional para la Prevencion y Rehabilitacion del
Consumo de Drogas y Alcohol.

SML: Servicio Médico Legal.

SNC: Sistema Nervioso Central

SoHT: Society of Hair Testing

SPE: Extraccion en Fase Sdlida

TMS: Trimetilsilil

AS-THC: A°-Tetrahidrocannabinol

A®-THC-D3: A°-Tetrahidrocannabinol deuterado
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1. INTRODUCCION

1.1 Rol del Servicio Médico Legal

El Servicio Médico Legal es un servicio publico chileno, creado en el afio 1915,
dependiente del Ministerio de Justicia y Derechos Humanos, que asesora
técnicamente a los Tribunales de Justicia y al Ministerio Publico en materias
meédico-legales, colaborara con las Catedras de Medicina Legal de las
Universidades del pais, y posee un museo con colecciones de piezas y objetos
relacionados con la Medicina Legal, y las demas labores que le encomienden las

leyes. (Servicio Médico Legal, 2019).

Esta entidad realiza peritajes clinicos, pericias de salud mental, peritajes
tanatoldgicos, registro nacional de ADN, laboratorio CODIS, unidad especial de

identificacion forense y peritajes de laboratorio. (Servicio Médico Legal, 2019).

En especial el Servicio Médico Legal de Concepcidén esta conformado por 5
departamentos: Departamento de Clinica, Departamento de Salud Mental,
Departamento de Tanatologia, Departamento de Antropologia y Departamento
de Laboratorio Forense, siendo estos dos ultimos, centro referencial de la Zona

Sur.



A su vez el Departamento de Laboratorio Forense estd conformado por un
conjunto de diversos profesionales tales como Quimicos Farmaceuticos,
Bioquimicos y Técnicos de laboratorio, los cuales para llevar a cabo su labor se
subdividen en 5 secciones:

- Unidad de Recepcion de muestras (URM)

- Alcoholemia

- Bioquimica y Criminalistica

- Unidad de Genética Forense

- Toxicologia Forense

La unidad de Toxicologia Forense por su parte, esta encargada de la deteccion
de presencia de drogas o abusos de medicamentos y toxicos en general,
(Servicio Médico Legal, 2019) en diversas matrices, en donde la principal es
sangre, seguida por orina, visceras, humor vitreo entre otras, encontrando
diversos analitos de los que destacan drogas de abuso tales como marihuana,

cocaina, y medicamentos tales como benzodiacepinas, anfetaminas entre otros.

1.2 Epidemiologia del consumo de drogas en Chile

Droga es toda sustancia natural o sintética capaz de alterar la actividad psiquica

(conducta, pensamiento, emocién) del individuo que la consume. Hay distintas



drogas y el uso de cada una de ellas tiene distintas consecuencias a nivel

individual, familiar y social.

Las drogas ilegales mas consumidas en Chile son la marihuana, la cocaina y
hachis, seguido de pasta base, sumado a un alza en el consumo de Analgésicos
y Tranquilizantes sin receta médica. (Observatorio Chileno de Drogas, 2018). El
siguiente trabajo se enfocOd principalmente en las dos primeras drogas,
marihuana y cocaina. Para ser mas especificos el Servicio Nacional para la
Prevencion y Rehabilitacion del Consumo de Drogas y Alcohol (SENDA), publico
en el afo 2019 la estadistica de consumo de estas drogas por parte de la
poblacién chilena, como se puede ver en los Graficos 1-1y 1-2, donde se observa
un leve descenso en comparacion a afnos anteriores, considerando el parametro
‘consumo en el ultimo afo”, representado como “Afo”, el que utiliza dicho

organismo, para realizar sus declaraciones.

Los demas marcadores corresponden a “consumo alguna vez en la vida”
representado en el grafico como “Vida”, y “consumo en el ultimo mes”

representado como “Mes”. (Observatorio Chileno de Drogas, 2018).
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Grafico 1-1: Evolucion Prevalencias de Consumo de Clorhidrato de Cocaina,
Chile 1994-2018 (%), [Imagen obtenida de Observatorio Chileno de Drogas,
2018].
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Gréafico 1-2: Evolucion Prevalencias de Consumo de Marihuana, Chile 1994-
2018 (%). [Imagen obtenida de Observatorio Chileno de Drogas, 2018].

Si bien la tendencia nacional es a la baja, ambos graficos nos muestran que parte
de la poblacién chilena es consumidora de alguna sustancia ilicita y por ello es
tan importante realizar analisis relativamente nuevos en relacion a la

determinacién de ambos analitos.



1.3 Caracteristica de la Marihuana

La marihuana es una planta dioica originaria de Asia central que crece en zonas
tropicales y de clima templado (Escobar et al, 2009), entre uno y dos metros de
altura, con hojas palmiformes de cinco a siete segmentos largos y muy dentados.
Las plantas son unisexuales, la planta femenina presenta sus flores envueltas en
vaina y es mucho mas frondosa, mientras que la planta masculina presenta sus
flores en paniculos terminales y se seca rapidamente. Esta planta es sumamente
resistente y adaptable (Figueroa et al. Capitulo 1 2015). Pertenece a la familia
Cannabaceae, género Cannabis, y las principales especies con actividad

psicoactiva y narcética son C. sativa y C. indica (Escobar et al, 2009).

En la actualidad se conocen mas de 350 nombres para designar la planta y las
preparaciones. Estas Ultimas pueden ser de tres tipos: para fumar, beber o
comer. Los productos para ser fumados (forma mas habitual de consumo en
nuestro medio) consisten en cigarrillos preparados a base de hojas, botones
florales y tallos (Escobar et al, 2009), en ocasiones mediante una pipa (Glosario
de Términos, marihuana, SENDA, 2019) cuyo contenido de psicoactivos es

variable. (Escobar et al, 2009).



1.3.1 Compuestos activos del cannabis

La marihuana que se obtiene de la planta de cannabis, contiene mas de 421
componentes quimicos, que se transforman en mas de 2.000 al fumarla, de ellos
mas de 61 de estas sustancias se llaman cannabinoides y s6lo se encuentran en
esta planta. Los compuestos cannabinoides constituyen una serie de sustancias
de naturaleza fendlica, derivados del difenilo y del benzopirano. A este grupo
pertenece una serie de isomeros del tetrahidrocannabinol (THC), como lo es el
A-THC, AS-THC y el A®-THC; otros compuestos cannabinoides que posee la
planta son el cannabidiol, cannabinol, cannabigerol, cannabiciclol,
cannabicromeno y otros compuestos de naturaleza éacida como &acido
cannabidiolico y acido cannabinolico. Ademas de cannabinoides, también posee
algunos alcaloides simples como la nicotina y aceites esenciales. Los
cannabinoides que se encuentran en mayor proporcion en la planta son el A°-
THC, principal causante de los efectos psicoactivos de esta droga, el Cannabidiol
(CBD) que es un constituyente no psicoactivo pero abundante en distintos tipos
de fibra y finalmente el cannabinol (CBN) que es el que se encuentra en menor
cantidad cuando se trata de plantas frescas, pero que al aplicar fuego para fumar
la marihuana se transformaria en THC nuevamente. (Figueroa et al. Capitulo 1

2015).



Actualmente el THC contenido en las plantas es mucho mas alto que en décadas
anteriores, lo cual lo transforma en més toxico de lo que se cree. A esto se suma
el hecho de que en la actualidad es comun la marihuana prensada que contiene
aditivos quimicos, solventes y otras sustancias que provocan dafios anexos.

(Glosario de Términos, marihuana, SENDA, 2019).

1.3.2 Toxicologia del Cannabis

De acuerdo a lo que se ha planteado en la literatura, la via de administracion mas
comun de cannabis es a través de la via inhalatoria, es decir, fumada; y
ocasionalmente se ingiere ya sea en alimentos o aceites. De acuerdo a su
toxicocinética, el compuesto THC es ampliamente metabolizado y menos del 1%
del THC no sufre cambios durante su metabolismo y es excretado en orina.
Cuando la cannabis es inhalada, cerca del 50% del THC es absorbido por los
pulmones, llegando rapidamente al torrente sanguineo y asi alcanzando en
pocos minutos al cerebro; cuando la administracion es via oral, su
biodisponibilidad es menor que la inhalatoria, llegando a alcanzar entre un 25 a
30% de THC en la sangre, debido a que sufre metabolismo de primer paso en el
higado. Para determinar estos cannabinoides en muestras biolégicas, es

necesario conocer la ruta de metabolizacién. La Figura 1-1 muestra los



metabolitos del THC en el organismo. (Figueroa et al. Capitulos 1, 2015)

(Figueroa et al. Capitulos 2, 2015)
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Figura 1-1: Ruta metabdlica del THC en el organismo. [Muestra recuperada de:

Figueroa et al. Capitulos 1, 2015; Figueroa et al. Capitulos 2, 2015].

Los cannabinoides son metabolizados en el higado, donde el principal metabolito
se denomina 11- hidroxy-THC, este metabolito también presenta efectos
psicoactivos y un tiempo de vida media y de eliminacion mas larga. La
hidroxilacion es realizada por una enzima monooxigenasa dependiente de
oxigeno y del sistema NADP-NADPH que se inhibe con el monéxido de carbono,
lo que indica que también interviene el citocromo P-450. La eliminacion de los
cannabinoides se produce en 25% por vial renal y 65% por via intestinal. Cabe

destacar que debido a las caracteristicas particulares de los canabinoides, esto



es: alta retencion en los tejidos con mayor contenido graso, y la presencia de
metabolitos activos, es que se hace dificil y erratico co-relacionar los niveles de
concentracion entre plasma y orina para establecer el grado de intoxicacion del

individuo. (Figueroa et al. Capitulos 1, 2015) (Figueroa et al. Capitulos 2, 2015)

Una vez que se ha inhalado cannabis, cerca del 50% es excretado en forma de
metabolito, mientras que el otro 50% es distribuido a los diferentes tejidos. De
acuerdo a sus caracteristicas quimicas, los cannabinoides son muy liposolubles,
lo que les confiere la capacidad de acumularse en los tejidos con alto contenido
lipidico, como el tejido adiposo, pulmones, rifiones, higado, corazén, bazo y
glandula mamaria, que se comportan como reservorios de THC y explican la
elevada duracion de éstos en el organismo; por lo que es posible que aun se
puedan detectar niveles luego de 4 a 5 dias posteriores a su consumo. Ademas,
debido a su caracteristica lipofilica, los cannabinoides tienen un tiempo largo de
eliminacién, que puede llegar a ser de hasta 7 dias para el caso de consumidores

cronicos. (Figueroa et al. Capitulos 1, 2015) (Figueroa et al. Capitulos 2, 2015)

El metabolito que se encuentra en mayor abundancia es el acido 11-nor-A°-
tetrahidrocannabinol-9- carboxilico (9-carboxy-THC), por ende, la identificacion
de 9-carboxy-THC en orina es considerada el mejor indicador de consumo de

cannabis. La concentracion de THC en plasma disminuye rapidamente una vez



gue se hainiciado el metabolismo y su consecuente almacenamiento en el tejido
graso. En resumen, el mayor componente psicoactivo de cannabis es A°-
tetrahidrocannabinol (A°-THC) es posible detectarlo en sangre, la presencia de
este compuesto orienta a un reciente consumo de cannabis. La deteccion del
metabolito hidroxilado (11-OH-THC) puede ser interpretado como el consumo
préximo en el tiempo, mientras que el metabolito carboxilado (THC-COOH) es
posible identificarlo tanto en orina como en sangre hasta 7 dias después del
consumo de cannabis; incluso con el consumo regular, el THC-COOH se puede
detectar en plasma después de varias semanas tras el tltimo consumo. (Figueroa

et al. Capitulos 1, 2015) (Figueroa et al. Capitulos 2, 2015) (Grotenhermen, 2002)

1.4 Caracteristicas de la Cocaina

La cocaina, alcaloide que se extrae de las hojas de coca (erythroxilon coca),
planta que se cultiva en el altiplano andino (Glosario de Términos, cocaina,
SENDA, 2019). Pertenece, al grupo de drogas simpaticomiméticas y estimulantes
del Sistema Nervioso Central. La cocaina varia su contenido de alcaloide segun
las regiones y las distintas variedades de la planta; unicamente dos se utilizan
para la elaboracion de la cocaina: la Erythroxylon novogranatense y la
Erythroxylon coca. En el caso de la primera, también es conocida como la “coca

peruana”. En el caso de la segunda, la variedad coca, es llamada también “coca
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boliviana”. Existen entre ellas otras variedades como la E. ipadu, la E. truxillense.
Si bien entre las variedades mencionadas la proporcién de alcaloides por hoja de
coca es casi la misma, el porcentaje del alcaloide cocaina difiere en algun grado:
la variedad Erythroxylon coca, cuenta con hojas que contienen cerca de un uno
por ciento de alcaloides, mientras que la denominada E. novogranatense, el
porcentaje del alcaloide cocaina es menor. (Damin 2015). En Chile, se consume
como clorhidrato de cocaina (cocaina) que tiene la apariencia de polvo blanco
cristalino, y como sulfato de cocaina (pasta base) que se obtiene de las hojas de
coca maceradas o pulverizadas, que son tratadas con ciertos solventes como
parafina, bencina, éter o acido sulfarico. Debido a que los solventes son
sustancias toxicas, la pasta base es mas dafina que el clorhidrato de cocaina,
gue solo contiene el alcaloide. En Chile, normalmente la pasta base se combina

con tabaco o marihuana. (Velasquez, 2004)

1.4.2 Toxicologia y compuestos activos de la cocaina

Respecto a su Toxicocinética, la absorcion esta determinada por la forma
guimica, se absorbe por todas las vias (oral, rectal, vaginal, intravenosa,
intranasal, inhalatoria), las principales son aspiracion nasal (intranasal) o por via
intravenosa. Respecto al metabolismo la cocaina sufre un proceso de hidrolisis

por las estearasas plasmaticas y hepéticas a benzoilecgonina (principal
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metabolito) y a metilester de ecgonina, que se eliminan por orina. Otros
metabolitos, en cantidades menores, no son significativos en la produccion de un
cuadro clinico a excepcion del cocaetileno, metabolito que se va a generar a partir
de la transesterificacion hepética en cantidades menores al 5%. Si el usuario de
cocaina consume conjuntamente alcohol etilico, las cantidades que se generan
aumentaran significativamente. La importancia de este metabolito radica en que
posee actividad cardiotoxica y hepatotoxica, incrementando el riesgo de muerte
subita por cocaina de 18 a 20 veces. Dentro de su excrecion del 10 al 20% se
excreta sin cambios. La vida media plasmatica (t ¥2) es de 60 minutos
aproximadamente (aunque algunos autores sostienen que es de 60 a 180
minutos, dependiendo del metabolito) y su volumen de distribucién de 1,2 a 1,9
L/kg. El metabolito que se detectara en orina usualmente serala benzoilecgonina,
siendo posible detectarlo de 3 a 5 dias posteriores al uUltimo consumo,
dependiendo de la cantidad consumida, de la via, de la habitualidad del usuario
y de la sensibilidad del método analitico. También puede determinarse en sangre

y en pelo. (Damin, 2015)

El “Clorhidrato de cocaina”, como se mencioné anteriormente es la forma mas
difundida en Chile, se presenta como un polvo cristalino blanco, que suele estar
adulterada con muchos compuestos, con la propiedad comin de ser polvos

blancos. Soluble en soluciones acuosas, que se descompone antes de alcanzar
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el punto de ebullicion por lo que no se puede fumar. Se administra por aspiracion
nasal o por via intravenosa. Por ambas vias, la velocidad de los efectos es rapida.
La méxima concentracion plasmética se produce a los 5 minutos para la
administracioén intranasal y la duracion de los efectos se prolonga por alrededor
de 60 minutos, mientras que por via intravenosa, la concentracion plasméatica
maxima es alrededor de los 30 segundos, durando sus efectos por 10 a 20

minutos. (Damin, 2015).

En relacion a su toxicodinamia las acciones mas importantes de la cocaina son:

1. Inhibicion de la recaptacion presinaptica de noradrenalina: esto produce un
efecto simpaticomimético y es responsable de la mayoria de las complicaciones

agudas de la cocaina.

2. Estimulacion de la liberacion de dopamina: También disminuye la recaptacion
presinaptica de dopamina. Este efecto produce estimulacion del Sistema

Nervioso Central.

3. Bloqueo de la reabsorcion de serotonina: esto lleva a la reduccion de la
concentracion de serotonina y sus metabolitos con lo que reduciria la necesidad

fisiolégica del suefio.
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4. Disminucion de la permeabilidad de la membrana a los iones de sodio en los
tejidos neuronales: ello produce el afecto anestésico (bloqueo de la conduccion

nerviosa) y es responsable de la depresion del SNC. (Damin, 2015)

1.5 Planteamiento y justificacion del trabajo de seminario

Como se dijo anteriormente, el Servicio Médico Legal (SML) asesora a los
Tribunales de Justicia y al Ministerio Publico en materias médico-legales, y dichos
analitos (Marihuana y Cocaina) se encuentran principalmente involucrados en
muchos de estos casos; ahora bien para el laboratorio de toxicologia es
importante poder evaluar cronicidad del consumo de Cocaina y Marihuana ya
gue se piden analisis en el marco de la resolucion de casos asociados a tuicion
de menores asimismo de casos de microtrafico o trafico de drogas de abuso, y
para ello la matriz pelo es importante, ya que su naturaleza permite evaluar el
consumo en el tiempo, medido en el intervalo de meses a afios, y no solo el
consumo reciente como lo permite el resto de matrices (sangre, orina, entre

otras).

Cabe sefalar que desde hace algun tiempo ya se realiza en el SML el analisis de

Cocaina en pelo, pero el andlisis de Marihuana en pelo aln no esta
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implementado, es por eso que se pretende con el siguiente trabajo sentar las
bases para poder comenzar a realizar el analisis de Marihuana en pelo, y a su
vez optimizar el tiempo de trabajo al poder realizar ambos analisis en conjunto
desde una misma muestra de cabello, esto debido a que muchas veces el perito
se enfrenta a poca cantidad de muestra, producto de que personas tienen el
cabello muy corto, o definitivamente no tienen cabello y se debe tomar muestra
de otras zonas como lo son vellos pubicos y axilares, siendo menor la cantidad

para someter a ambos analisis por separado.

1.6 Analisis en matriz pelo*

*Este capitulo por su extension, se dividié en secciones pero en general se basa en 2 referencias
principalmente: Lendoiro, 2016 y lo que plantea la Society of Hair Testing, 1997, complementado con
otras, todo respectivamente indicado.

1.6.1 Matriz pelo

El uso de matrices biologicas alternativas en el ambito de la Toxicologia Clinica
y Forense se ha incrementado de forma significativa en los ultimos afios. Estas
matrices complementan la informacion obtenida con el andlisis de las matrices
biologicas tradicionales (sangre y orina), y presentan una toma de muestra
menos invasiva y mas sencilla. El pelo es una matriz biolégica alternativa muy (util
debido a su amplia ventana de deteccién, de meses o incluso afos, lo que

permite realizar el estudio retrospectivo del consumo y establecer el perfil
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cronolégico del mismo. Sin embargo, se requieren métodos analiticos
suficientemente sensibles para su analisis toxicologico, ya que las
concentraciones encontradas en esta matriz biologica suelen ser bajas (del orden
de pg/mg); ademas otra desventaja radica en que la posibilidad de un falso
positivo es elevada si no se realiza una adecuada descontaminacién externa de
la muestra. En general, las drogas sin metabolizar se detectan en mayor

proporcion que sus metabolitos. (Lendoiro, 2016)

1.6.1.1 Caracteristicas generales del pelo

El pelo es un anexo de la piel caracteristico de los mamiferos, que esta formado
fundamentalmente por proteinas (65-95%, mayoritariamente queratina), agua

(15-35%), lipidos (1-9%) y minerales (< 1%) (Lendoiro, 2016).

El pelo es un tejido sélido muy complejo que se origina en los foliculos pilosos.
Estos foliculos estan anclados a unos 3-4 mm de la superficie de la epidermis, y
se encuentran vascularizados por una densa red de capilares que los rodean.

(Lendoiro, 2016).

El pelo, a diferencia de la orina, no permite la determinacion de un consumo
reciente; sin embargo, en la practica, estas dos matrices son complementarias

en relacién a la informacion toxicolégica que proporcionan. (Lendoiro, 2016).
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1.6.1.2 Incorporacién de las drogas y farmacos al pelo

La incorporacion de las diferentes drogas y farmacos al pelo puede ser explicada
a través de un modelo complejo, en el que se acepta la existencia de diversos

mecanismos distintos que influyen en la incorporacion.

Estos mecanismos son:

1. Difusion pasiva desde la sangre que irriga el foliculo e incorporacion en la
matriz proteica del pelo durante su formacion y crecimiento. Esta via forma la
base cientifica sobre la que se basa el analisis secuencial del pelo, para obtener
el perfil cronologico del consumo de drogas.

2. Transferencia desde el sudor y las secreciones de las glandulas sebaceas y
apocrinas una vez formado el pelo definitivo.

3. Difusién en la piel, que actiia como reservorio desde la sangre y el sudor y
posterior deposiciéon en el pelo.

4. Transferencia de las drogas al pelo desde el ambiente externo: Exposicion

pasiva a las drogas (Jurado, 2012)

La disposicion de las drogas incorporadas al pelo dependera, por lo tanto, de una
combinacion entre la velocidad a la que crece y el tiempo que permanece cada

foliculo en cada una de las fases del ciclo de crecimiento. Estos dos factores
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varian, a su vez, en funcién de diferencias interindividuales como la raza, el sexo
y la edad, del tipo de pelo del que se trata y de la localizacion anatémica del

mismo. (Lendoiro, 2016) (Society of Hair Testing, 1997).

Debido a esta gran variabilidad, el pelo de la regién del vértex posterior fue
seleccionado como el indicado para la realizacion de los andlisis de drogas.
Diferentes estudios han observado que la velocidad de crecimiento en esta zona
varia entre 0,6 a 1,4 cm al mes. Como simplificacion, se establecié que la
velocidad de crecimiento del pelo en esta region es de 1 cm al mes. (Lendoiro,

2016) (Society of Hair Testing, 1997).

En relacion a la incorporacion de cannabinoides en el cabello, esta es débil en
comparacion con sustancias basicas como la cocaina o la

metilendioximetanfetamina. (Thorspecken et al., 2004).

1.6.1.3 Protocolos generales de analisis

En el afio 2012 la Society of Hair Testing (SoHT) estableci6 una guia de buenas
practicas para aquellos laboratorios que realizasen andlisis toxicolégicos de pelo.
De forma genérica, los pasos necesarios para el analisis toxicolégico del pelo

son:
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1. Recoleccion de la muestra y almacenamiento.
2. Segmentacién del mechon.

3. Eliminacion de la contaminacion externa.

4. Extraccion de los analitos de la matriz.

5. Procesos de purificacion.

6. Andlisis instrumental. (Society of Hair Testing, 1997)

1.6.1.3.1 Recoleccién de la muestra y almacenamiento

La recogida de muestras de pelo puede realizarse de diferentes regiones
anatémicas como el cuero cabelludo, pubis, axila, o cualquier otra zona corporal
con pelo. Sin embargo, siempre que esté disponible, se seleccionara
preferentemente el cabello como la muestra de eleccidn para el analisis rutinario
de drogas, alcohol o medicamentos. La recogida del cabello debe realizarse en
la parte posterior de la cabeza conocida como veértex posterior. (Lendoiro, 2016)

(Society of Hair Testing, 1997).

La cantidad de pelo recogida debe ajustarse al nimero de determinaciones
toxicoldgicas requeridas y a la cantidad de pelo necesario para cada metodologia
analitica. En general, se recomienda un mechén del diametro de un lapiz pasta

Bic®.
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El pelo no requiere condiciones especiales de almacenamiento. Las muestras
deben ser conservadas a temperatura ambiente, introducidas simplemente en un
sobre de papel, en papel de aluminio, o bien en un tubo de cristal o plastico. Es
aconsejable almacenarlas en un lugar seco y oscuro, evitando la luz directa del
sol, y no es recomendable guardarlas en la nevera o el congelador. (Lendoiro,

2016) (Society of Hair Testing, 1997).

1.6.1.3.2 Segmentacion del mechon

La segmentacion del mechén de pelo permite realizar un estudio del patron
cronologico de consumo, para obtener informacion sobre el uso de las sustancias
a lo largo del tiempo. Sin embargo, no en todos los casos es necesario realizar
la segmentacion del mechon de pelo, bien porque la naturaleza del caso en
estudio no lo aconseja o bien porque el cabello es muy corto (menor a 1 cm).

(Lendoiro, 2016) (Society of Hair Testing, 1997).

La segmentacion del cabello se basa en dos premisas: el crecimiento medio del
cabello de un individuo es de 1 cm/mes, y la toma de muestra se realiza cortando
el pelo lo mas préximo posible al cuero cabelludo. (Lendoiro, 2016) (Society of

Hair Testing, 1997).
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El proceso de segmentacién debe realizarse con la ayuda de una regla o papel
milimetrado que permita medir correctamente la longitud el segmento. Ademas
se recomienda efectuar segmentos de longitud creciente en el andlisis de un

mechdn. (Lendoiro, 2016) (Society of Hair Testing, 1997).

Esto se debe a que la concentracién de las sustancias en un segmento de pelo
de un mechon decrece proporcionalmente con el incremento de su distancia

desde la raiz. (Lendoiro, 2016) (Society of Hair Testing, 1997).

1.6.1.3.3 Eliminacion de la contaminacion externa

La contaminacion externa se compone de una combinacion de contaminantes de
origen exdégeno y de origen enddgeno que recubren la parte externa de la fibra
pilosa. Los contaminantes exdgenos engloban restos de drogas a los que se
expone pasivamente el pelo en contacto con ambientes contaminados. Mientras
gue los contaminantes enddgenos son segregados por las glandulas sebaceas y
las glandulas sudoriparas, y bafian la parte externa de la fibra pilosa en

formacion. (Lendoiro, 2016) (Society of Hair Testing, 1997).

La eliminacién de esta contaminacién externa es un paso previo a realizar antes
de cualquier andlisis de pelo, tanto para evitar resultados falsos positivos por la

posible existencia de contaminantes exdgenos, como para evitar interferencias
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en la interpretacion de los resultados que puedan causar los contaminantes

endogenos. (Lendoiro, 2016) (Society of Hair Testing, 1997).

La eliminacién de la contaminacion externa se realiza mediante la aplicacion de
lavados sucesivos en el mechén de pelo o segmento con uno o varios disolventes
durante un tiempo determinado. Ademas de eliminar la contaminacién externa
propiamente dicha, estos procesos de lavado del pelo también eliminan restos de
productos cosméticos como champus, ceras, lacas, etc, que pueden interferir en
la posterior determinacion analitica de los compuestos de interés. (Lendoiro,

2016) (Society of Hair Testing, 1997).

Las recomendaciones generales de la SOHT en relacion a la eliminacion de la
contaminacion externa, son:

- Realizar siempre un procedimiento de lavado del pelo antes del analisis.

- El procedimiento de lavado debe realizarse con disolventes organicos y
acuosos.

- El laboratorio debe investigar el grado de eliminacién de la contaminacién
externa que produce su método de lavado.

- Aguellos cabellos que estén altamente impregnados de fluidos biologicos
pueden requerir pasos adicionales de lavado. (Lendoiro, 2016) (Society of Hair

Testing, 1997).
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Por tanto, y siguiendo estos criterios, se han desarrollado numerosas
metodologias. En la mayoria de estas metodologias se incluyen tanto disolventes
organicos como acuosos. Sin embargo, esta generalmente aceptado que los
disolventes organicos como el diclorometano (solvente empleado en el SML) y la
acetona tan soélo eliminan la contaminacion superficial de la fibra de pelo,
mientras que las disoluciones acuosas y el metanol también extraen parte de las

drogas incorporadas en el pelo. (Lendoiro, 2016) (Society of Hair Testing, 1997).

Una vez eliminada la contaminacion externa es importante comprobar que el
método de lavado ha sido efectivo y la concentracion encontrada se corresponde
con la cantidad de droga que habia sido incorporada en el interior del pelo desde
la sangre. Para ello, se han establecido varios criterios:

- Andlisis del ultimo lavado y su comparacion con los niveles de analitos
detectados en el analisis del pelo.

- Deteccion de metabolitos.

- Uso de cut-offs o niveles de corte. (Lendoiro, 2016) (Society of Hair Testing,

1997).
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1.6.1.3.4 Extraccion de los analitos de la matriz

El pelo es una matriz sélida y, debido a ello, las drogas que han sido incorporadas
desde la sangre hacia su interior se encuentran firmemente unidas a las
proteinas, a la melanina y/o a los lipidos que forman su estructura, por uniones

covalentes. (Jurado, 2012).

Por ello es necesario realizar, previo al analisis, un procedimiento de extraccion
de estos analitos de la matriz sélida, que libere las drogas y permita su analisis.
La eficacia de esta extraccion dependera de diversos factores como son: el
estado de conservacion de la matriz, la estructura quimica de los analitos, la
polaridad del disolvente empleado, y la duracion y forma de extraccion. El
proceso de extraccion incluye un primer paso de homogenizacion de la muestra
y un segundo paso de extraccion mediante la solubilizacion los analitos con un
disolvente que penetre en el interior de la fibra pilosa, 0 mediante la digestion de

la matriz del pelo. (Lendoiro, 2016) (Society of Hair Testing, 1997).

La homogenizaciéon puede efectuarse mediante el corte del pelo en pequefios
fragmentos de 1-3 mm o por pulverizacion del mismo hasta obtener un polvo fino.
Estas acciones aumentan la superficie de contacto entre el pelo y el disolvente
usado en la extraccion de los analitos y, por tanto, maximizan la extraccién de los

mismos. (Lendoiro, 2016) (Society of Hair Testing, 1997).
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Varias publicaciones han recomendado la pulverizacion del pelo como el sistema
con mayor recuperacion en comparacion con aquellas técnicas que emplean el

pelo sélo cortado. (Lendoiro, 2016) (Society of Hair Testing, 1997).

Una vez homogeneizado el pelo, se realiza la extraccion por solubilizacién o
digestion. Se ha observado que la completa digestion de la matriz permite obtener
una mejor recuperacion de los analitos, pero las técnicas empleadas para ello
suelen ser mas agresivas y los extractos obtenidos tienen mas impurezas e

interferentes. (Lendoiro, 2016) (Society of Hair Testing, 1997).

Para la eleccion entre uno u otro sistema, deben tenerse en cuenta una serie de
parametros fisicoquimicos tanto de las propias sustancias a extraer (estructura
de las moléculas) como de los disolventes empleados para ello (polaridad).

(Lendoiro, 2016) (Society of Hair Testing, 1997).

La extraccion de los analitos suele hacerse con una de las cuatro formas que se
presentan a continuacion:

- Disolventes organicos,

- Tampones acidos,

- Tampones basicos o

- Digestion enzimatica (Lendoiro, 2016) (Society of Hair Testing, 1997).

25



La solubilizacion o la digestion del pelo suele realizarse acompafiada de una
incubacion con calor de los extractos o bien de una extraccion con ultrasonidos.
La incubacion con calor causa una mayor solubilizaciéon de los compuestos en el
disolvente y la ultrasonicacion causa una alta degradacion de la estructura del
pelo y por ello, favorecen el proceso de extraccion. (Lendoiro, 2016) (Society of

Hair Testing, 1997).

1.6.1.3.5 Procesos de purificacion

Debido a que el pelo es una matriz compleja, los extractos obtenidos después de
la extraccion de los analitos de la matriz del pelo deben ser sometidos a un
proceso de purificacion que elimine los interferentes y concentre las sustancias
para su posterior analisis. Aunque es posible encontrar en la bibliografia algunos
trabajos en los que el extracto es directamente inyectado en el cromatdgrafo de
liquidos acoplado a espectrometria de masas en tandem (LC-MSMS) o el
cromatografo de gases acoplado a espectrometria de masas (GC-MS), en
general, es recomendable hacer un paso previo de limpieza y concentracién de
los compuestos para eliminar impurezas e interferentes. (Lendoiro, 2016)

(Society of Hair Testing, 1997).
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El proceso de purificacion al que se someten los extractos es similar al que se
emplea para la determinacion de drogas en sangre u orina. Los métodos mas
empleados para este fin son la extraccion liquido-liquido (LLE, Liquid Liquid
Extraction) y la extraccion en fase solida (SPE, Solid Phase Extraction).

(Lendoiro, 2016) (Society of Hair Testing, 1997).

Generalmente, los métodos SPE son los mas usados debido a que producen
extractos mas limpios, tienen una mayor selectividad y reproducibilidad, y evitan
la formacion de emulsiones, comparados con los métodos de LLE. Ademas, las
extracciones con técnicas SPE permiten su automatizacion. Sin embargo, como
desventaja cabe destacar que los cartuchos de extraccion empleados en SPE

encarecen el analisis. (Lendoiro, 2016) (Society of Hair Testing, 1997).

1.6.1.3.5.1 Extraccion:

La separacion de un compuesto por extraccion se basa en la transferencia
selectiva del compuesto desde una mezcla solida o liquida con otros compuestos
hacia una fase liquida (normalmente un disolvente organico). El éxito de la
técnica depende basicamente de la diferencia de solubilidad en el disolvente de
extraccion entre el compuesto deseado y los otros compuestos presentes en la

mezcla inicial. (Angurell et al.2019).
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El principal objetivo de la extraccion es separar selectivamente el producto de
una reaccion, o bien eliminar las impurezas que lo acompafian en la mezcla de
reaccion, gracias a sus diferencias de solubilidad en el disolvente de extraccion

elegido. (Angurell et al.2019).

e Extraccion liquido-liquido (LLE)

La extraccion liquido-liquido es un método muy util para separar componentes de
una mezcla. El éxito de este método depende de la diferencia de solubilidad del
compuesto a extraer en dos disolventes diferentes. Cuando se agita un
compuesto con dos disolventes inmiscibles, el compuesto se distribuye entre los
dos disolventes. A una temperatura determinada, la relacion de concentraciones
del compuesto en cada disolvente es siempre constante, y esta constante es lo
gue se denomina coeficiente de distribucion o de reparto (K = concentracion en

disolvente 2 / concentracion en disolvente 1). (Angurell et al.2019).

Es frecuente obtener mezclas de reaccidén en disolucion o suspension acuosa
(bien porque la reaccion se haya llevado a cabo en medio acuoso o bien porque
durante el final de reaccion se haya afadido una disolucion acuosa sobre la
mezcla de reaccion inicial). En estas situaciones, la extraccion del producto de
reaccion deseado a partir de esta mezcla acuosa se puede conseguir afladiendo

un disolvente organico adecuado, mas o menos denso que el agua, que sea
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inmiscible con el agua y capaz de solubilizar la maxima cantidad de producto a
extraer, pero no las impurezas que lo acompafian en la mezcla de reaccion.
Después de agitar la mezcla de las dos fases para aumentar la superficie de
contacto entre ellas y permitir un equilibrio mas rapido del producto a extraer entre
las dos fases, se producird una transferencia del producto deseado desde la fase
acuosa inicial hacia la fase organica, en una cantidad tanto mayor cuanto mayor
sea su coeficiente de reparto entre el disolvente organico de extraccion elegido y
el agua. Unos minutos después de la agitacion, las dos fases se separan de
nuevo, espontaneamente por decantacion, debido a la diferencia de densidades
entre ellas, con lo que la fase organica que contiene el producto deseado se
podra separar mediante una simple decantacion de la fase acuosa conteniendo
impurezas. La posicion relativa de ambas fases depende de la relacion de
densidades. Dado que después de esta extraccion, la fase acuosa
frecuentemente aun contiene cierta cantidad del producto deseado, se
suele repetir el proceso de extraccion un par de veces mas con disolvente

organico puro. (Angurell et al.2019).

Una vez finalizada la operacion de extraccion, se tiene que recuperar el producto
extraido a partir de las fases organicas reunidas. Para ello, se tiene que secar la
fase organica resultante con un agente desecante, filtrar la suspensién resultante
y finalmente eliminar el disolvente organico de la disolucién seca conteniendo el

producto extraido por destilacién o evaporacion. (Angurell et al.2019).
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Aunque normalmente la extraccion se utiliza para separar el producto deseado
selectivamente de una mezcla, a veces lo que se pretende con la extraccién es

eliminar impurezas no deseadas de una disolucion. (Angurell et al.2019).

e Extraccion en fase sélida (Solid Phase Extraction, SPE)

La Extraccion en Fase Sdlida sigue siendo el procedimiento de preparacion de
muestras de crecimiento mas rapido. Es la técnica mas usual en el tratamiento y
concentracion de muestras antes de su analisis. (Cromlab. S.L, 2006-2014).

Consta de una serie de etapas (Cromlab. S.L, 2006-2014) las cuales son:

- Etapa de Acondicionamiento: La activacion del adsorbente y de los grupos
funcionales se consigue al pasar un volumen de solvente o mezcla de
solventes apropiado a través de la columna. Los discos fritados de la
columna se solvatan convenientemente. Para activar adsorbentes
hidrofébicos se usa generalmente metanol o acetonitrilo, mientras que
para los hidrofilicos se usa hexano o cloruro de metileno. Se recomienda

usar de 2 a 4 volumenes de lecho.

- Etapa de Carga de Muestra: Aplicar la muestra en la parte superior del
lecho de adsorbente. Los contaminantes de matriz pueden pasar por la

columna sin ser retenidos, y otros componentes de la matriz pueden
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retenerse mas o menos fuertemente en la superficie del adsorbente. Para
obtener la maxima eficacia se debe controlar el caudal de la muestra. Si
se desea incrementar el caudal de una muestra viscosa se pueden usar
adsorbentes de 90 o 140 mm. La capacidad de intercambio y la
selectividad no se ven afectadas (conviene analizar la fraccién no retenida

para comprobar que todos los compuestos de interés han sido retenidos).

Etapa de Lavado: El lavado permite la eliminacion de cualquier resto de
compuestos que puedan interferir manteniendo los analitos en el lecho de
adsorbente. Se pueden usar solventes o mezcla de solventes de diferente

tipo para mejorar la eficacia del lavado.

Etapa de Secado: Las trazas de solvente se eliminan haciendo circular
aire a través de la columna durante 2 a 10 minutos. Esta etapa mejora el

rendimiento de extraccion.

Etapa de Elucién: Se pasa un solvente adecuado por la columna para
eliminar la interaccion analito-solvente y eluir el 100% de los compuestos
de interés. El solvente adecuado ha de tener la maxima interaccion con el
analito y una interaccién minima con las demas impurezas, dejandolas en
el lecho de adsorbente (Los adsorbentes con particulas pequefias de 30 a

50 mm requieren un menor volumen de elucion que los adsorbentes con
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particulas mayores entre 90 y 140 mm). El volumen de elucion ha de ser

el menor posible para mantener alto el factor de concentracion

- Etapa de Concentracion: Los compuestos de interés se concentran
evaporando una parte del solvente. Es necesario secar el eluato con
sulfato de sodio para eliminar posibles trazas de agua. La muestra

concentrada ya esta lista para el analisis.

1.6.1.3.6 Analisis instrumental

El analisis de pelo requiere el empleo de técnicas instrumentales que permitan
determinar las sustancias de manera inequivoca, cuantificarlas con una
adecuada precision y exactitud, y con suficiente sensibilidad para alcanzar
concentraciones en el rango de los picogramo por miligramo de pelo. Por ello, las
dos metodologias de eleccion en el analisis cuantitativo de pelo son la
cromatografia de gases acoplada a un espectrometro de masas y la
cromatografia liquida acoplada a la espectrometria de masas en tandem. Sin
embargo, es frecuente el uso de técnicas inmunoquimicas como método de

barrido o screening. (Lendoiro, 2016) (Society of Hair Testing, 1997)
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La mayoria de los métodos utilizados en el analisis del pelo emplean la
espectrometria de masas como sistema de deteccién, ya que presenta un alto
grado de sensibilidad y fiabilidad. (Lendoiro, 2016) (Society of Hair Testing,

1997).

La deteccion se realiza mediante la relaciéon masa/carga de los compuestos, lo
gue convierte a este detector en un identificador practicamente inequivoco de las

moléculas. (Lendoiro, 2016) (Society of Hair Testing, 1997).

1.6.1.3.6.1 Cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas

La cromatografia agrupa un conjunto importante y diverso de meétodos, que
permite separar componentes estrechamente relacionados en mezclas
complejas. En todas las separaciones cromatograficas, la muestra se desplaza
con una fase movil, que puede ser un gas, un liquido o un fluido supercritico. Esta
fase movil se hace pasar a través de una fase estacionaria con que es inmiscible,
y que se fija a una columna o a una superficie sélida. Las dos fases se eligen de
tal forma, que los componentes de la muestra se distribuyen de modo distinto
entre la fase movil y la fase estacionaria. Aquellos componentes que son
fuertemente retenidos por la fase estacionaria se mueven lentamente con el flujo
de la fase mdvil; por el contrario, los componentes que se unen débilmente a la
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fase estacionaria, se mueven con rapidez. Como consecuencia de la distinta

movilidad, los componentes de la muestra se separan en bandas o zonas

discretas que pueden analizarse cualitativa y/o cuantitativamente. (Skoog et al.,

2001).

En cromatografia de gases (GC), la muestra se volatiliza y se inyecta en la

cabeza de una columna cromatografica. La elusion se produce por el flujo de una

fase moévil de un gas inerte. A diferencia de la mayoria de los otros tipos de

cromatografia, la fase movil no interacciona con las moléculas del analito; su

anica funcion es la de transportar el analito a través de la columna (Figura 1-2).

(Skoog et al., 2001).
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Figura 1-2: Representacion esquematica de un cromatografo de gases. (Skoog

et al., 2001)
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La espectrometria de masas atémicas es una herramienta versatil y muy utilizada
para identificar los elementos presentes en muestras de materia y determinar sus

concentraciones. (Skoog et al., 2001).

Un espectrémetro de masas es un instrumento que separa los iones que se
desplazan rdpidamente segun su relacibn masa/carga, m/z. La mayoria de los
iones que se estudian presentan una sola carga, de modo que la relacion es

sencillamente la masa del ion. (Skoog et al., 2001).

Un analisis por espectrometria de masas atdmica implica las siguientes etapas:
(1) atomizacién, (2) conversion de una fraccion significativa de los atomos
formados en la etapa 1 en un flujo de iones (generalmente iones positivos de una
sola carga), (3) separacion de los iones formados en la segunda etapa segun su
relacion masa/carga (m/z), donde m es la masa del ion en unidades de masa
atdmicay z es su carga, y (4) recuento del nUmero de iones de cada tipo o medida
de la corriente i6nica producida cuando los iones formados a partir de la muestra
inciden en un detector adecuado. Dado que la mayoria de los iones formados en
la segunda etapa tienen una sola carga, m/z habitualmente es la masa del i6n

(Figura 1-3). (Skoog et al., 2001).
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Figura 1-3: Esquema de los componentes de un espectrometro de masas
(Skoog et al., 2001)

Los fragmentos obtenidos se deben separar para ser detectados de manera
individual por el detector. Para la separacion de estos existen diversos
analizadores, entre los cuales destaca la trampa de iones, sector o analizador
magnético, tiempo de vuelo y el cuadrupolo, siendo este ultimo el utilizado por el

SML.

El detector cumplira la labor de entregar informacion sobre la estructura y
abundancia de los diferentes iones provenientes de los analitos en estudio
mediante un informe conocido como espectro de masas. Es en este ultimo, en

donde es posible encontrar tres tipos de iones:
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- I6n molecular: corresponde al idn que resulta de la pérdida de un electrén

por parte de la molécula originaria y se simboliza con la letra M+.

- I6n cuantificador: corresponde al i6n utilizado para el célculo de la
concentracion de un analito, este podria 0 no entregar la sefial mas abundante

en el espectrograma.

- I6n cualificador: corresponde a los iones acompafantes del cuantificador
de un analito. Ambos se utilizan en conjunto para identificar a la molécula en el

espectrograma.

Tabla 1-1: lones cuantificadores y Cualificadores para A°>-THC-TMS

Analito lon cuantificador lon cualificador
A°%-THC-TMS 386 (M%) 371,315
A°-THC-D3-TMS 389 (M%) 374,318

*TMS:trimetilsilil

Respecto al analisis cuantitativo, este se realizard en base a las areas de los
picos, ya que el area de pico es independiente de los efectos de ensanchamiento
debido a las variables que pueden producirse dentro de un analisis
cromatografico. Desde este punto de vista, por tanto, las areas son un parametro
analitico mas adecuado que por ejemplo un analisis basado en las alturas de
pico. Ademas, los instrumentos cromatograficos estan equipados con
integradores electronicos digitales, los cuales permiten una precisa estimacion

de las areas de pico. (Skoog et al., 2001)
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La relacion de areas se expresa mediante la siguiente ecuacion:
Area relativa : Area muestra/Area estandar interno

Ecuacién 1-1: Relacion de areas

El método para el analisis cromatografico implica la preparacion de una serie de
disoluciones de patrén de composicion parecida a la muestra. Se obtienen los
cromatogramas de los patrones y se representan las alturas o areas de pico en
funcién de la concentracion. La representacion grafica de los datos deberia
originar una linea recta que pasara por el origen de coordenadas; los analisis se

basan en esta grafica. (Skoog et al., 2001).

Al utilizar este método, la fuente mas importante de error en los analisis es
normalmente la incertidumbre en el volumen de la muestra; a veces, la velocidad
de inyeccion de la muestra es también un factor a considerar. A menudo, las
muestras son pequefias (~ 1 L), y la incertidumbre asociada con la inyeccion de
un volumen reproducible de este tamafio con una micro jeringa puede significar

un cierto porcentaje relativo, tal vez de varias unidades. (Skoog et al., 2001).

Ahora bien, la mayor precision se consigue por el uso de patrones internos debido
a que se evitan las incertidumbres asociadas a la inyeccién de la muestra. En

este procedimiento, se introduce en cada estandar y en la muestra una cantidad
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exactamente medida del patrén interno, y la relacion de las areas (o alturas) del
analito y del patrén interno sirve como parametro analitico. Para poder aplicar
este método satisfactoriamente, es necesario que el pico del patrén interno esté
bien separado de los picos de los demas componentes de la muestra (Rz> 1,25);
por otra parte, el pico del patrén deberia aparecer cerca del pico del analito. Con
un patrén interno adecuado, se pueden conseguir, hormalmente, precisiones

relativas mejores que el 1 por 100. (Skoog et al., 2001).

Por otra parte, en los laboratorios forenses, es comun encontrarse con moléculas
inestables bajo las condiciones de trabajo, ya sea en términos de polaridad,
inestabilidad térmica o volatilidad inadecuada. En ese sentido, se agregan
reactivos conocidos como derivatizantes, los cuales poseen la caracteristica de
modificar las propiedades nombradas anteriormente de los analitos mediante

reacciones de metilacion, acilacion y silanizacion (Santiago, 2015).

En este caso en particular el derivatizante empleado corresponde a BSTFA:
TMCS (99:1) (BSTFA: N,O-bis(trimetilsilil)trifluoracetamida con 1% de
trimetilclorosilano (TMCS)) el cual es un reactivo de sililacion, en donde el
BSTFA: R = CF3 es un potente donante de trimetilsililo con aproximadamente la

misma fuerza donante que el analogo no fluorinatado, la ventaja que presenta es
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gue da una volatilidad més alta en sus productos de reaccion (especialmente (til

para GC o para algunos amino acidos TMS de ebulliciébn mas baja).

BSTFA es no-polar y se puede mezclar con acetonitrilo para una mejor
solubilidad. Para aminoacidos grasos sililantes, hidroxilos y otros compuestos

dificiles de sililar (como alcoholes secundarios y aminas). (SGE, 2016).
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2. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Implementar una metodologia analitica para la determinacion de marihuana y
cocaina en matriz pelo, por cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de

masas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Optimizar la extraccion de los analitos y el andlisis instrumental en la
determinacion de marihuana en pelo.
2. Determinar la presencia de marihuana adquirida de forma externa al pelo.
3. Combinar metodologia para la extraccion de cocaina en pelo en conjunto
con la extraccion de marihuana en pelo, utilizadas en el SML Concepcion.

4. Evaluar la aplicabilidad de la metodologia analitica en muestras reales.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES

3.1.1 Equipos

Cromatdgrafo de gas Agilent Thechnologies modelo 6890N
Columna capilar Agilent: Modelo ZB-5MS 60 m x 320 pum x0,25 pm
Inyector Agilent Technologies 7683B

Autosampler Agilent Technologies 7683

Detector de masas Agilent modelo 5975

Computador con software CHEMSTATION

Vortex Mixer LABNET

Refrigerador Sanyo Medicool

Centrifuga HETTICH ROUTINA-380

Bafio termoregulado Ultronic OR JP-SELECTA

Equipo de extraccion Manifold

Bomba de vacio iLMVAC GmbH

Evaporador con corriente de Nitrogeno Turbo VAP ® LV Caliper
Estufa Memmert

Agitador Multi RS-60

3.1.2 Materiales

Micropipetas de volumen variable 2-20 uL, 20-200 pL y 100-1000 pL

Pipetas parciales de 5y 10 mL

Balanza analitica AND
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- Tubos de vidrio de 10 mL

- Tubos de centrifuga de 15 mL y 50 mL

- Tijeras de pelo

- Papel filtro

- Viales &mbar de 1,5y 4 mL

- Matraz aforado de 5 mL

- Electronic crimper

- Capsula de porcelana

- Columna de extraccion en fase solida Bond Elut Certify ® de la marca
Agilent

- Piseta

- Gradillas de tubos centrifugas y tubos eppendorf

- Guantes de latex

- Cuaderno de notas y marcadores

3.1.3 Reactivos y solventes

- Estandar certificado de (-)-A° -THC Cerilliant® de 1,0 mg/mL.

- Estandar certificado de (-)-A° -THC-Ds Cerilliant® de 100 ug/mL

- Estandar certificado de Cocaina Cerilliant® de 10 ug/mL

- Estandar certificado de Cocaina D3 Cerilliant® de 10 ug/mL

- Estandar certificado de Benzoilecgonina Cerilliant® de 10 ug/mL

- Estandar certificado de Benzoilecgonina D3 Cerilliant® de 10 ug/mL
- Diclorometano grado GC marca Merck®.

- Acetato de etilo grado LC marca Merck®.

- n-Hexano grado HPLC marca Arquimed®.

- Acetonitrilo grado HPLC marca Sigma-aldrich®.
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- Hidroxido de sodio pellets marca Merck®.
- Gas nitrogeno

~Acido clorhidrico

- Buffer fosfato

- Metanol

- Acido acético

- Acetona

- Cloroformo

- Isopropanol

- Amoniaco

- Derivatizante BSTFA: TMCS 99:1

3.1.4 Otros

- Pelo de voluntarios

- Papel blanco
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3.2 METODOLOGIA

Para llevar a cabo los fundamentos del seminario se emplearon técnicas
extractivas basadas en: las recomendaciones que hace la Society of Hair Testing
(SoHT), (presentadas en la seccion 1.6 Analisis en matriz pelo); un protocolo de
trabajo perteneciente al Sr. Alvaro Ignacio Chavez Rodriguez, de su memoria
para optar al Titulo de Quimico Farmaceéutico, denominado: “ANALISIS DE
MARIHUANA EN MATRIZ PELO POR CROMATOGRAFIA GASEOSA
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASAS”, (protocolo de uso exclusivo del
Servicio Médico Legal Concepcién, ANEXO 1); y las recomendaciones que
propone la normativa chilena: “GUIA TECNICA TOXICOLOGIA Y ANALISIS DE
CANNABIS Y SUS DERIVADOS” (Figueroa et al. Capitulo 2, 2015) para la
identificacion en la matriz pelo para los analitos THC-COOH en muy bajas
concentraciones. Dicha normativa propone: Primero una preparacion de la
muestra, en donde se realiza un paso de descontaminacion en que se puede
utilizar solventes organicos: tomando 100 mg de muestra, luego se lava con 5 mL
de diclorometano por 2 minutos, posteriormente se deja secar en un papel
adsorbente y se vuelve a repetir el lavado. (Figueroa et al. Capitulo 2, 2015).
Luego la extraccion de la muestra, en donde el primer paso es la homogenizacion
de la muestra, lo que se consigue cortando el pelo en segmentos de 1 a 3 mm.
Para ello se recomienda obtener por lo menos 20-30 mg de pelo del individuo ya

lavado. Es posible realizar la extraccién con metanol, soluciones acidas o buffer
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en el que para este paso es 0,01-0,50 M HCI o bien 1M de buffer fosfato a pH
6,4-7,6 y dejar la solucién a 56°C por toda la noche. Luego se realiza un proceso
de digestion utilizando 1M de NaOH que se afiade al pelo, dejando la solucién
por 1 hora a 80°C y 60°C por toda la noche. Finalmente, la extraccion en fase
solida se realiza utilizando un cartucho de adsorbente apolar C8. (Figueroa et al.

Capitulo 2, 2015).

Ademas, se tuvo en consideracion las propiedades fisicoquimicas del A°-THC

presentadas en la Tabla 3-1

Tabla 3-1. Propiedades fisicoquimicas del A°>-THC (UNODC, 2010)

Férmula empirica C21H3002
Peso molecular 314,46 g/mol
pKa 10,6
Log P 6,99 (octanol/agua)

Agua: insoluble (2,8 mg/L 23°C)
Etanol: soluble
Cloroformo: soluble
Hexano: soluble

Solubilidad

Ahora bien en relacién a la implementacién de una metodologia analitica para la
determinacién de Cocaina y Marihuana en conjunto en matriz pelo, se procedi6
segun los objetivos planteados, en primer lugar se optimiz6 el analisis

instrumental y la extraccidon de analitos en la determinacién de marihuana en pelo,
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una vez establecidos ambos puntos se evalu6 la descontaminaciéon que se le
realiza a la matriz antes de ser sometida a la extraccion, ajustando el lavado. Una
vez obtenido cabellos libres de contaminacion externa (evaluado en base a las
areas obtenidas y a la presencia o ausencia del A®>-THC) se procedi6 a combinar
las metodologias para la extraccion de cocaina y marihuana en pelo, y se culminé
en realizar un andlisis de muestras reales para evaluar la aplicabilidad de ambas

metodologias.

3.2.1 Consideraciones generales

3.2.1.1 Preparacion de soluciones patron o estandar

A modo general, se prepararon una serie de diluciones en metanol las cuales
fueron usadas a lo largo de toda la experiencia, a partir de los Estandares
Cerilliant® A®-THC (concentracion 1,0 mg/mL) y A®-THC-Ds (concentracién 100

Hg/ mL), obteniéndose diluciones de concentracion conocida siendo para:

e A°-THC: 100 ng/uL; 10 ng/uL y 1 ng/pL

e AS-THC-Ds: 10 ng/pL
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3.2.1.2 Tipos, Recoleccién y almacenamiento de las muestras de cabello

Las muestras de cabello que se emplearon durante la experiencia, se clasificaron

en 2 grupos:

1. Cabello libre de los analitos en estudio, denominado desde ahora en
adelante como “Pelo blanco”, cabello perteneciente a una persona no
consumidora de Marihuana, ni Cocaina, y que no ha estado expuesta a
una contaminacion pasiva de lo mismo. Ademas, el cabello se sometié en
primera instancia a una descontaminacion para eliminar algun residuos de
productos cosmeéticos asi como del ambiente, por medio de lavados con
Diclorometano tal como lo indica el procedimiento de analisis para cabello,
adjunto en el anexo 1; una vez cumplido el objetivo 2 la descontaminacion
paso a ser una serie de solventes
(agua—>acetona->»metanol->diclorometano)

2. Cabellos positivos, los cuales presentan los analitos en estudio.

La toma de muestra se realizd con tijeras desde el area occipital de la cabeza
con un grosor similar a un l1apiz de pasta BIC®. Las muestras fueron almacenadas
dentro de sobres de papel a temperatura ambiente durante todo el periodo previo

al andlisis.
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3.2.2 Metodologia para el Objetivo N°1

Para dar cumplimiento al objetivo N°1 referido a Optimizar la extraccion de los
analitos y el analisis instrumental en la determinacion de marihuana en pelo; este

se baso6 en 2 puntos clave:

1. Volumeny Tipo de inyeccion

2. Extraccion mediante columnas Bond Elut Certify ®

3.2.2.1 Volumen y tipo de inyeccion

En la metodologia disefiada para la determinacion de marihuana en pelo se

consideraron los siguientes parametros tal como muestra la Tabla 3-2

Tabla 3-2: Condiciones Cromatograficas de la metodologia previamente
desarrollada

Parametro Condiciones

Modo de inyeccién PTV

Volumen de 10 pL

inyeccion

Temperatura inyector Temperatura en gradiente: inicial de 50°C por 1,60
min
700°C/min hasta 330°C por 20 min.

Gas carrier Helio 6.0

Flujo columna 1,8 mL/min

Horno Temperatura en gradiente: inicial de 100°C por 4,50
min

40°C/min hasta 270 °C por 1 min
10°C/min hasta 315°C por 5,75 min
PTV: modo de inyeccion a Temperatura Programada; min: minutos
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Ahora bien para optimizar el analisis se procedié a cambiar la inyeccién de 10 pl
en forma PTV, a 2 pL en forma Splitless, modo que consiste en una inyeccién sin
divisiéon disefiada particularmente para analisis de trazas en muestras altamente
diluidas como lo es en este caso, ademas el solvente usado y la temperatura de
horno inicial son dos parametros criticos para producir el llamado Efecto
Solvente que permite concentrar los componentes, especialmente mas volatiles,
en bandas iniciales muy estrechas. (Cromlab S.L, 2015). Ademas, el volumen de
inyeccion de 2 puL seleccionado, se basa principalmente en que inyecciones
pequefias de alrededor de 1 pL presentan incertidumbre asociada con la
inyeccion de un volumen reproducible de este tamafio con una micro jeringa
pudiendo significar un cierto porcentaje relativo, tal vez de varias unidades
(Skoog et al., 2001) aunque esto se resuelve con el uso de patrones internos
obteniéndose una mayor precision y se evitan las incertidumbres asociadas a la
inyeccion de la muestra (Skoog et al., 2001), se decidi6 inyectar 2 pL en vez de

1 L.

Para poder comprobar que el cambio en el sistema de inyeccion es aplicable y
da mejores resultados, se sobrecargaron 4 tubos de vidrio con 4 concentraciones
nominales diferentes de solo A%~ THC, las que eran 0,05 ng/mg, 0,1 ng/mg, 0,5
ng/mg y 2,0 ng/mg de pelo, pero sin matriz pelo, los cuales se sometieron a todo

el proceso extractivo tal como lo sefiala el anexo 1. En el anexo 6 se detallan
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todos los célculos realizados, luego cada extracto se inyect6 en el equipo en las
2 formas planteadas anteriormente, 10 uL en inyeccién PTV y 2 uL en inyeccion
Splitless. No se agreg6 estandar interno ya que solo se quiso analizar presencia
0 ausencia del analito en cuestion, ademas de al no ir acompafiado de la matriz
pelo, los resultados que se observaron fueron indiscutiblemente atribuibles a la

sobrecarga y no a algun interferente de la muestra.

A su vez, se prepararon 4 tubos de vidrio con 3 concentraciones nominales
diferentes de A°- THC, las que fueron 0,05 ng/mg, 0,1 ng/mg, y 0,5 ng/mg pero
se afadi6 la cantidad de 100 mg de pelo a cada uno de los tubos, ademas de la
cantidad necesaria para la concentracion de 2 ng/mg de estandar interno A° -
THC-Ds para 100 mg de pelo a cada uno de los tubos, como se ve en la Tabla 3-
3: Volumen de estandares adicionados a cada tubo, esto luego se someti6 a todo
el proceso extractivo pero esta vez solo se inyectdo en el modo Splitless la
cantidad de 2 pL. Lo anterior se realizo por triplicado teniendo en total 4 puntos

para analizar.

En ambos casos se eligio la concentracion de 0,05 ng/mg como la menor ya que
corresponde al limite de deteccion por parte del instrumento, concentracion
encontrada en los registros para la metodologia de analisis en Marihuana en pelo,

ademas de ser el nivel de corte (cut-off) planteado por la SoHT; las otras dos
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concentraciones se seleccionaron por encontrarse en un rango relativamente
bajo y que puede ser critico al momento de discriminar entre una muestra positiva

de una negativa.

El analisis se realizé bajo una relacion de areas expresada mediante la siguiente

ecuacion:
Area relativa : Area muestra/Area estindar interno

Ecuacion 3-1: Relacion de areas

El cambio en la inyeccion se evalud cualitativamente, segun la informacion que
nos otorgaban los cromatogramas, junto con el andlisis de las relaciones de

areas.

Tabla 3-3: Volumen de estandares adicionados a cada tubo

Analito AS-THC A%-THC-D3

Concentracion Concent'racién Volumen Concentracion Concentracién Volumen
. del Estandar X del Estandar
Tubos Nominal Cerilliant ® a tomar Nominal Cerilliant ® a tomar
(ng/mg) eritiant (ML) (ng/mg) eritiant (ML)
(ng/uL) (ng/uL)
Tubo 1 0,05 1 5
Tubo 2 0,1 1 10 2 10 20
Tubo 3 0,5 1 50

Con los datos obtenidos anteriormente se realizaron algunas estimaciones en
relacion a parametros de validacion, para tener una aproximacion de como se
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comporta el método de analisis, siguiendo las recomendaciones de la Food and

Drug Administration (FDA) [Guia del afio 2018]. Hay que aclarar desde ya que

este no fue un trabajo de validacion, por ende no se realizaron los suficientes

ensayos ni se midieron los suficientes parametros de validacion, aun asi se

calcularon los siguientes parametros:

Linealidad: se determind mediante una curva de calibracion de siete
puntos para A°-THC, dependiendo de las condiciones de cada caso como
se detalla en la seccidon 3.2.6 Curvas de Calibracion. Luego se grafico el
promedio de la relacion de areas entre el analito y su estandar interno, los
iones utilizados fueron el 386(M*) y 389(M™*) respectivamente. Se calculo

la ecuacion de la recta y su respectivo coeficiente de determinacion (r?).

Precision: se determind mediante la replicabilidad y la precision

intermedia.

Replicabilidad: se analizaron tres niveles de concentracion con tres
repeticiones independientes entre ellos segun las recomendaciones
generales por parte de la FDA, en este caso las concentraciones fueron
de 0,05 ng/mg; 0,1 ng/mg y 0,5 ng/mg de pelo para A°-THC. Como

resultado se calcul6 la concentracién real de cada nivel con su respectivo
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coeficiente de variacion (CV), la finalidad de este Ultimo es concluir si es

gue existieron variaciones significativas entre ellos.

Precision intermedia: las recomendaciones generales por parte de la FDA
son tener al menos 3 niveles de concentracién con 3 puntos como minimo
independientes entre ellos, y analizados en 2 dias diferentes. Como se dijo
al inicio la finalidad de estos calculos fueron solo referenciales, por
consecuencia el numero de inyecciones que se realizé en dias diferentes
solo se aplicé a dos niveles de concentracion nominal, 0,05 y 0,1 ng/mg
de pelo para A%-THC, por ser la concentracion de 0,05 ng/mg el limite de
deteccion por parte del instrumento, y 0,1 ng/mg por encontrarse en un
rango relativamente bajo y que puede ser critico al momento de
discriminar entre una muestra positiva de una negativa. Se realizaron
célculos de la concentracion experimental obtenida para cada nivel, y se
calcul6 su correspondiente coeficiente de variacion promedio entre ambos

dias.

Para aceptar que el método es preciso su Coeficiente de Variacion debe
ser menor o igual al 15% (CV<15%), si son superiores se habla de
variacion significativa y por lo tanto no hay precision en el método. (FDA,

2018).
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Exactitud: las recomendaciones generales por parte de la FDA son tener
al menos 3 niveles de concentracion con 3 puntos como minimo
independientes entre ellos. La exactitud se evalu6 por medio del
porcentaje de recuperacion y del porcentaje de error de tres niveles, una
vez mas las concentraciones nominales fueron 0,05, 0,1 y 0,5 ng/mg de
pelo para AS-THC. Como resultado se calculdé el porcentaje de

recuperacion y de error mediante las siguientes formulas:

Porcentaje recuperacion

@)=10o]

Ecuacién 3-2: Ecuacion para el calculo del Porcentaje de Recuperacion

Siendo:
Ce = Concentracion obtenida del analito en la muestra en ng/mg.

Ca = Concentracion del analito adicionado a la muestra en ng/mg.

Porcentaje error

()]

Ecuacién 3-3: Ecuacion para el calculo del Porcentaje de error

Siendo:

Vr = Valor de referencia

Vo = Valor obtenido
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Los criterios de aceptacion para determinar exactitud en las muestras
segun la FDA, deben ser para el Porcentaje de recuperacion + 15% del
valor nominal, esto quiere decir que la concentracion real debe ser entre
un 85-115 % de la concentracion nominal con un porcentaje de error

menor o igual al 15%.

3.2.2.2 Extraccion mediante columnas Bond Elut Certify ®

La siguiente parte del objetivo se baso6 en el procedimiento normado de trabajo
para el andlisis de Marihuana en matriz sangre del SML (anexo 3), para ello se
cargaron 6 tubos de vidrio con el estandar A°>~THC, 3 tubos a una concentracion
nominal de 0,05 ng/mg (Forma A) y los otros 3 tubos a 0,5 ng/mg (Forma B), junto
con 100 mg de pelo blanco y 20 pL del estandar interno A®° -THC-Ds; de
concentracion 10 pg/ puL correspondiente a 2 ng/mg. Ademas de 3 tubos Blanco

los que solo constaron del estandar interno y matriz pelo.

Como se sefialo al inicio los ensayos se basaron en el protocolo de andlisis de
marihuana en sangre. En dicho procedimiento una vez que la muestra de sangre
es tratada, se extrae el sobrenadante y se deposita en un tubo limpio para luego

agregar una solucion de Acido Acético 100 mM (Anexo 3. Linea 11); esta parte
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se homologé a lo que se realiza en el tratamiento del pelo y una vez finalizada la

incubacion (Anexo 1, linea N° 20) se agreg6 uno de los siguientes acidos:

- Acido acético 1M
- Acido fosférico 50 mM

- Acido clorhidrico 1M

La cantidad de acido que se agreg0 a cada tubo, correspondié al volumen
suficiente para alcanzar el pH 1 del acido fosférico 50 mM, ya que es esta
solucion la que se emplea para activar la columna de extraccion Bond Elut
Certify®, ya que la interaccién que ocurre entre el analito y la columna es iénica
y debe tener la misma afinidad por el medio acido es que se prueban estos 3
acidos (acido aceético, acido fosférico y acido clorhidrico) y por lo tanto una vez
alcanzado el pH se continua con el procedimiento que esta establecido en el
procedimiento para el analisis de marihuana en sangre (Anexo 3. Linea N°12 en

adelante).

Finalizado el procedimiento y una vez derivatizados los extractos segun lo
indicado en el mismo protocolo, estos son inyectados en el equipo, y fueron
analizados en primer lugar si habia presencia o ausencia del analito A>~THC,
luego, las muestras que dieron presencia se analizaron segun su relacion de
areas.
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3.2.3 Metodologia para el Objetivo N° 2

Respecto al objetivo numero 2: Determinar la presencia de marihuana adquirida
de forma externa al pelo, y la importancia de éste se basa en que segun
bibliografia (Lendoiro, 2016) (Jurado, 2012) (Society of Hair Testing, 1997) una
forma de ingreso de analitos al pelo es exbgenamente, ademas de que si no se
realiza una adecuada descontaminacion externa, se puede correr el riesgo de
tener falsos positivos, si lo llevamos al trabajo realizado esto se podria deber a
una exposicion pasiva al humo de marihuana, por lo tanto para dar cumplimiento

al objetivo planteado este se subdividio en 3 partes.

3.2.3.1 Primera parte: Contaminacion externa del cabello y lavados segun

protocolo del SML Concepcién

Se comenz6 con una contaminacion externa de pelos blancos con humo de

marihuana, los cuales fueron nombrados segun la naturaleza del cabello siendo:

S1: Cabello del sujeto N°1: pelo tefiido, pero no decolorado

S2: Cabello del sujeto N° 2: pelo tefiido y decolorado

S3: Cabello del sujeto N° 3: pelo natural sin tratamiento cosmético
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Se tomd una muestra de cabello segun las indicaciones que realiza la SoHT, las
cuales son: toma de muestra de la zona occipital, un mechén del diametro de un
lapiz, si no se quiere dejar una zona muy expuesta, se puede realizar la toma de
varios mechones de menor didmetro en diferentes zonas aledafias; por cada
sujeto se tomaron 2 muestras las cuales fueron depositadas en 2 tubos cénicos

de 50 mL, y rotulados segun qué tipo de muestra era, por ejemplo:
S1.1= Sujeto 1, tubo 1

S1.2= Sujeto 1, tubo 2

Una vez se tuvieron los tubos rotulados, un individuo libre y voluntariamente
accedi6 a fumar Marihuana y exhalar el humo sobre los cabellos blancos, dandole

las siguientes indicaciones:

“Frente a Ud. Tiene 6 tubos, que contienen en su interior pelo, se le solicita que
una vez que realice sus actividades recreacionales destape cada uno de los tubos
y deposite en ellos el humo que exhale por cada inhalacion que realice.

Debe prestar atencidén a que una vez depositado el humo en el interior del tubo,
cierre inmediatamente este, evitando asi que se pueda escapar el contenido.

Desde ya muchas gracias por su cooperacion”

Una vez recolectados nuevamente los tubos y teniendo claro conocimiento del
dia en que fueron contaminados, se dejé por 7 dias el pelo en contacto con el

humo, esta cantidad de dias fue determinada ya que se querian conseguir
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concentraciones altas, para probar la efectividad de los lavados, una vez
cumplidos los dias, bajo campana de extraccidén se abri6 el tubo, y el cabello
contenido se traspas6d con pinzas a un nuevo tubo limpio. Siguiendo con
informacion bibliografica (Duvivier et al. 2016) se procedié a tomar una muestra
de aproximadamente 100 mg de cabello por cada tubo, se llevé a polvo y se
deposité en un tubo de vidrio limpio, libre de A%- THC, pero cargado con 20 pL
A%- THC-Ds de 10 ng/uL y sin realizar ningin lavado al pelo se hizo todo el
proceso extractivo para determinar si existia la presencia de A°- THC, en los
cabellos contaminados, acompafiada la extraccion de un blanco y un control

positivo, el cual para el analisis de Marihuana en pelo es de 2 ng/mg de pelo.

Cumplido lo anterior y comprobando que existia A%~ THC en las muestras se
comenzo con una seguidilla de lavados, los que son parte del protocolo de lavado
para el analisis de marihuana en pelo del Servicio Médico Legal Concepcion

(Anexo 1) que consistio en:

1. Masar aproximadamente 120 a 130 mg de las muestras de cabello
contaminadas de los respectivos contenedores y depositarlo en tubos de
centrifuga de 15 mL previamente rotulados.

2. Comenzar el lavado agregando 8 mL de Agua destilada.
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. Agitar durante 1 min en vortex, luego agitar durante 10 min en Agitador

Multi RS-60 y por ultimo centrifugar por 1 min a 4500 revoluciones por

minuto (r.p.m).

. Eliminar el remante de agua.

. Luego con pinzas traspasar el pelo a una capsula de porcelana

previamente rotulada.

. Secar el pelo en estufa a una temperatura entre 80 — 85 °C por

aproximadamente 40 min.

. Una vez cumplido el tiempo sacar el pelo de la estufa y con pinzas volver

a traspasarlo a nuevos tubos de centrifuga previamente rotulados.
Agregar 8 mL de Diclorometano.

. Agitar en vortex por 1 min, luego 10 min en agitador Multi RS-60 y

Centrifugar por 1 min a 4500 r.p.m.

10. Eliminar el remanente de diclorometano cuidando de no perder pelo en

este paso.

11. Repetir desde el punto 8 al 10, dos veces mas.

Para realizar un andlisis de como el Diclorometano elimina el A®- THC exdgeno,

cada una de las eliminaciones que se realizan en el punto 10 son recolectadas

en frascos de vidrio &mbar de 4 mL, que contienen evaporado a sequedad la

cantidad de 2 ng/ml del estandar interno A°- THC-Ds. luego los viales ambar que
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contenian el diclorometano fueron llevados a evaporar, una vez secos fueron
sometidos al proceso de derivatizacién para finalmente ser inyectados en el

equipo, y analizados en funcién de la relacion de areas.

La cantidad total de lavados con Diclorometano que se realizaron fueron 6, 3
veces mas que las sefialadas en el protocolo para el analisis de marihuana en
pelo del Servicio Médico Legal Concepcion (Anexo 1), ya que los resultados
obtenidos del analisis de los residuos de Diclorometano, de los 3 primeros,
mostraron presencia de A°-THC, por lo tanto se realizé un nuevo ciclo de lavados
(este consta de 3 lavados con Diclorometano). Cada uno de los extractos se

guardo bajo los siguientes roétulos:

N° del lavado, Identificacion de la muestra

Por ejemplo: 1 S1.1 = Lavado 1 del pelo del Sujeto 1 del tubo 1.

3.2.3.2 Segunda parte: Eleccion de nuevos solventes para el Lavado

Debido a los resultados que se obtuvieron en la primera parte se decidi6 a realizar
una busqueda bibliografica de solventes que fueran empleados en la

descontaminacion del pelo , idealmente de muestras que tuvieran presencia de
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residuos de marihuana, fue asi como se llegé a plantear un nuevo lavado

siguiendo modelos ya propuestos en bibliografia por Vogliardi et al. (2015) en su

review y por Duvivier et al. (2016) en su experiencia, de ambos autores y

considerando que la SOHT recomienda que un buen lavado debe ser tanto por

solventes acuosos y organicos, no por separados o solamente aplicando un tipo

de solvente, se lleg6 a la conclusion de realizar el siguiente orden de lavado, el

cual consistio en:

9.

. Agregar 4 mL de Agua destilada.

Agitar 1 min en vortex, luego 10 min en agitador Multi RS-60, luego
centrifugar por 1 min a 4500 r.p.m.

Eliminar el remanente de agua.

Agregar 4 mL de Acetona.

Agitar 1 min en vortex, luego 10 min en agitador Multi RS-60, luego
centrifugar por 1 min a 4500 r.p.m.

Eliminar el remanente de Acetona.

Agregar 4 mL de Metanol.

Agitar 1 min en vortex, luego 10 min en agitador Multi RS-60, luego
centrifugar por 1 min a 4500 r.p.m.

Eliminar el remanente de Metanol.

10. Agregar 4 mL de Diclorometano.
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11. Agitar 1 min en vortex, luego 10 min en agitador Multi RS-60, luego
centrifugar por 1 min a 4500 r.p.m.

12. Eliminar el remanente de Diclorometano.

Este lavado fue probado en 3 de las muestras de cabello que quedaban, S1.2,
S2.1y S2.2, ya que las demas muestras se agotaron en la primera experiencia,
y al igual que en los lavados de diclorometano, cada remanente a excepcion del
agua, fueron puesto en viales &mbar, que contenian solo el estandar interno A°-
THC-D3, los que luego fueron evaporados, derivatizados e inyectados en el

equipo, para analizar.

Tras los resultados obtenidos del andlisis, se observé la presencia de A% THC, y
por lo tanto se decidié hacer 2 veces mas el lavado planteado, pero desde el
Punto 4: Agregar 4 mL de Acetona... en adelante, guardando por cada

eliminacién el remanente, bajo rétulos segun el modelo experimental.
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3.2.3.3 Tercera parte: Pruebas de contaminacion externa y variaciones del
lavado

Luego del andlisis de las dos experiencias anteriores se decididé plantear un
nuevo plan de trabajo, el cual considerd dos aristas, la primera enfocada en la
contaminacién externa de la matriz pelo con humo de marihuanay la segunda en

desarrollar un lavado adecuado modificando algunos parametros.

3.2.3.3.1 Contaminacion externa del pelo

Respecto a este punto se tratd de reducir al minimo las variables para dicha
contaminacion, esto quiere decir que se le indicé al individuo libre y voluntario,
gue debia de echar el humo a todos los tubos idealmente el mismo dia, en un
lapsus no tan grande de tiempo entre un tubo y otro, ademas debia de ser la
misma marihuana para todos los tubos, y que por cada tubo inhalara la misma
cantidad de tiempo (por ejemplo 2 segundos) y eso mismo exhalarlo dentro del
tubo, otro detalle que se sumo es que un cigarrillo suele contener entre 0,5y 1
gramo de cannabis, cuyo contenido en THC dependera del preparado. En funcién
del nimero de inhalaciones y de su intensidad la cantidad de THC que suministra
el “porro” varia entre el 20% y el 70% de su contenido. (Oliveré. 2000), por lo

mismo se sugirio el uso de una pipa, nueva, sin residuos y de uso exclusivo para
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la experiencia, ya que en esta no influye la confeccién manual, pudiendo distribuir

para todas las inhalaciones la misma cantidad de marihuana.

A la vez se quiso evaluar la influencia del tiempo de contacto entre el humo de
marihuanay el pelo, y en como las concentraciones que se encontraron pudiesen
influir al momento del lavado y la eliminacion de la contaminacion externa, para
eso, se cargo una cantidad semejante a 650 mg de cabello blanco por cada tubo
y se dejaron en humo por 12 horas, 3,5 dias y 7 dias. Los tiempos asignados se
basaron en replicar la primera experiencia en donde el pelo se dej6 por 7 dias en
humo de marihuana, se planteé este tiempo como el pelo con mayor
concentracion, luego se redujo a la mitad, de ahi surge que unas muestras
permanezcan 3,5 dias y se definidé un tiempo minimo de contacto de 12 horas, si
bien en bibliografia (Duvivier et al. (2016)) se planteé una metodologia en la cual
el cabello fue sometido durante 30 minutos, esto no es replicable en las
condiciones en que se realiz6 este trabajo. Una vez cumplidos los tiempos
asignados, cada pelo se traspaso a un tubo de centrifuga de 50 mL limpio y se
almacen6 en un lugar fresco y protegido de la luz solar directa. Ademas, para

evitar que falte muestra por cada tiempo se contaminaron 3 tubos.

A medida que se cumpli6 el tiempo designado a cada tubo, y traspasada la matriz

contaminada a un tubo limpio y claramente rotulado, se tomé una muestra de 100
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mg, la cual se sometio a todo el proceso de extraccion para saber si este quedoé

con residuos de THC.

3.2.3.3.2: Variaciones en los lavados del pelo

En paralelo y considerando las experiencias 3.2.3.1 y 3.2.3.2, el principio de la
teoria del reparto y en informacion bibliografica (Duvivier et al. (2016)), se decidio
realizar variaciones al Lavado del protocolo de analisis de marihuana en pelo
(anexo 1), asi como al Lavado planteado en la segunda experiencia,

desarrollando lo que se muestra en la Tabla 3-4.

Tabla 3-4: Detalles de las variaciones a probar en los diversos lavados

Tipo de
lavado Lavado Tipo1l Lavado Tipo2 Lavado Tipo 3
Detalles
4 mL Agua 4 mL Agua 4 mL Agua
SRS d destilada destilada destilada
Tiempo en agitador 1 min > min > min
vortex
IMETIP® € S EeE] 10 min 20 min 20 min

multi RS-60

Centrifugar por 1 min a 4500 r.p.m y eliminar el remanente

Continua
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Tabla 3-4: Detalles de las variaciones a probar en los diversos lavados

Tipo de
lavado
Detalles

Repetir el lavado
con el Solvente 1

Solvente 2

Tiempo en agitador
vortex

Tiempo en agitador
multi RS-60

Lavado Tipo 1 Lavado Tipo 2 Lavads? Tipo
1vez 1 vez 2 veces
consecutivas
Llevar a la Estufa a 80°C por 40 min
4 mL de 4 mL de 4 mL de
Diclorometano Diclorometano Acetona
1 min 2 min 2 min
10 min 20 min 20 min

Centrifugar por 1 min a 4500 r.p.m y eliminar el remanente

Repetir el lavado
con el Solvente 2

Solvente 3

Tiempo en
agitador vortex

Tiempo en
agitador multi RS-
60

6 veces 6 veces 2 veces
consecutivas consecutivas Consecutivas

4 mL de
Metanol

2 min

20 min

Continua

68



Tabla 3-4: Detalles de las variaciones a probar en los diversos lavados

Tipo de
lavado
Detalles

Repetir el lavado
con el Solvente 3

Solvente 4

Tiempo en
agitador vortex

Tiempo en
agitador multi RS-
60

Repetir el lavado
con el Solvente 4

Lavado Tipo 1

Lavado Tipo 2

Lavado Tipo
3

Centrifugar
por 1 min a
4500 r.p.my
eliminar el
remanente

2 veces

Consecutivas

4 mL de
Diclorometano

2 min

20 min

Centrifugar
por 1 min a
4500 r.p.my
eliminar el
remanente

2 veces
Consecutivas
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Teniendo claro las variaciones a los Lavados, se procedié a realizar la
descontaminacién de la matriz pelo. Para ello por cada contenedor de muestras
contaminadas segun los tiempos designados (12 horas, 3,5 dias o 7 dias), se
tomaron 3 muestras de cabello de 110 mg cada una aproximadamente, que se
depositaron en 3 tubos diferentes y se someti6 a los 3 tipos de lavados segun lo
descrito en la Tabla 3-4; ademas cada uno de los remanentes por solvente fueron
guardados (excepto el remanente de Agua destilada, este fue desechado) en
viales ambar que contenian el estandar interno A°-THC-Ds, todo debidamente

rotulados segun el disefio experimental planteado.

Ahora bien, una vez analizado cada uno de los lavados, y de asegurarse que
estos se encontraban bajo los limites detectables por el equipo para el A%>-THC,
se procedid a realizar una extraccion segun los procedimientos generales para
Andlisis de Marihuana en pelo, para descartar algun ingreso del analito en la
matriz, o en su defecto que el lavado es efectivo y arrastra todo lo contaminado

externamente.
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3.2.3.3.2.1 Pruebas adicionales para el Lavado Tipo 3

Tras el analisis se decidié optimizar el lavado Tipo 3, para ello se decidié emplear
el tubo 2 con pelo en humo por 3,5 dias, ya que se encuentra al medio de algo
gue este muy contaminando a poco contaminado. Se procedié en primer lugar a
tomar una muestra de aproximadamente 100 mg para extraerla segun el analisis
de Marihuana en pelo, luego se masaron 4 muestras mas de 100 mg de cabello
cada una del mismo tubo 2, las que se depositaron en 4 tubos de centrifuga de
15 mL limpios y se realizaron los lavados segun las variaciones que se detallan

en la Tabla 3-5 en comparacién a la forma original del Lavado tipo 3.

Tabla 3-5: Variaciones aplicadas al Lavado Tipo 3 en comparacion a la forma
original del Lavado (Forma D)

Forma o
Detalles A B C D (original)

4 mL Agua 4 mL Agua 4 mL Agua 4 mL Agua

Solvente 1 - destilada destilada destilada

Tiempo en
agitador 2 min 2 min 2 min 2 min
vortex
Tiempo en
agitador multi 20 min 15 min 10 min 20 min
RS-60

Centrifugar por 1 min a 4500 r.p.m y eliminar el remanente

Continua
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Tabla 3-5: Variaciones aplicadas al Lavado Tipo 3 en comparacion a la forma
original del Lavado (Forma D)

A B C D (original)
Repetir el 1vez 2 veces 2 veces 2 veces
lavada conel consecutivas Consecutivas Consecutivas
Solvente 1
4 mL de 4 mL de 4 mL de 4 mL de
Solvente 2 Acetona Acetona Acetona Acetona
Tiempo en
agitador 2 min 2 min 2 min 2 min
vortex
Tiempo en
agitador multi 20 min 15 min 10 min 20 min
RS-60

Centrifugar por 1 min a 4500 r.p.m y eliminar el remanente

Repetir el
2 veces 2 veces 2 veces
el cen el L ez Consecutivas Consecutivas Consecutivas
Solvente 2
Solvente 3 4 mL de 4 mL de 4 mL de 4 mL de
Metanol Metanol Metanol Metanol
Tiempo en
agitador 2 min 2 min 2 min 2 min
vortex
Tiempo en
agitador multi 20 min 15 min 10 min 20 min
RS-60

Centrifugar por 1 min a 4500 r.p.m y eliminar el remanente

Repetir el 2 veces 2 veces 2 veces
lavado con el 1 vez ; ) ;
Consecutivas Consecutivas Consecutivas
Solvente 3

Continua
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Tabla 3-5: Variaciones aplicadas al Lavado Tipo 3 en comparacion a la forma
original del Lavado (Forma D)

A B C D (original)
4 mL de 4 mL de 4 mL de 4 mL de
Solvente 4 Diclorome Diclorometan Diclorometan Diclorometan
tano 0 0 o]
Tiempo en
agitador 2 min 2 min 2 min 2 min
vortex
Tiempo en
agitador multi 20 min 15 min 10 min 20 min
RS-60

Centrifugar por 1 min a 4500 r.p.m y eliminar el remanente

Repetir el
lavado con el 1vez

Solvente 4
Se resalta cada celda que ha sido modificada en relacion a la Forma D

2 veces 2 veces 2 veces
Consecutivas Consecutivas Consecutivas

Al igual que en toda la experiencia cada uno de los remanentes por solvente
fueron guardados (excepto el remanente de Agua destilada, este fue desechado)
en viales ambar que contenian el estandar interno A%-THC-Ds, debidamente

rotulados segun si son Lavados Tipo 3 A, B, Co D.

Luego cada uno de los lavados se analiz6 considerando que las muestras se
encontraran bajo los limites detectables por el equipo para el A>-THC, y asi se

determiné cual Forma de lavado era mas efectiva.
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3.2.4 Metodologia para el Objetivo N°3

Para el desarrollo del Objetivo N°3: Combinar metodologia para la extraccion de
cocaina en pelo en conjunto con la extraccion de marihuana en pelo, utilizadas
en el SML Concepcion, se debi6 tener en claro que, de forma genérica, los pasos

necesarios para el analisis toxicolégico del pelo son:

1. Recogida de la muestra y almacenamiento.
2. Segmentacion del mechon.

3. Eliminacion de la contaminacion externa.
4. Extraccion de los analitos de la matriz.

5. Procesos de purificacion.

6. Analisis instrumental. (Society of Hair Testing, 1997)

Dentro de esto lo que se hizo fue igualar la etapa de “Eliminaciéon de
contaminacion externa”, haciéndola una para ambos procedimientos, si bien el
analisis de cocaina en matriz pelo (Anexo 2) hace referencia al uso de
diclorometano como solvente de lavado, en las averiguaciones realizada para el
analisis de marihuana en matriz pelo, los solventes que se seleccionaron son
utilizados en la busqueda de ambos analitos (Vogliardi et al. 2015), y por lo tanto
no deberian afectar a la matriz pelo, para evitar cualquier posible influencia se

puso a prueba si dicho lavado influyé o no, en muestras reales; pero para el
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desarrollo de este objetivo se trabajé con pelo blanco descontaminado con el
Lavado Tipo 3 que consiste en una serie de solventes (Agua, Acetona, Metanol

y Diclorometano).

Por otro lado, en el analisis de cocaina en matriz pelo en la Etapa de extraccion
del analito hay una subetapa que corresponde a la digestion del pelo y tras la
cual queda un sobrenadante y un residuo, son estos residuos con los que se
trabajé y los que se sometieron a la etapa de extraccion pero ahora en la
determinacién de marihuana en pelo, para ello se sobrecargaron 2 tubos de

centrifuga de 15 mL con:

Tubo 1: - 15 ng/mg de Cocaina - 15 ng/mg de Cocaina-D3
- 5 ng/mg de A%-THC - 2 ng/mg de A%-THC-Ds
- 100 mg de pelo

Tubo 2: - 15 ng/mg de Cocaina - 15 ng/mg de Cocaina-D3

- 5 ng/mg de A®-THC - 2 ng/mg de A®-THC-Ds

Los 2 tubos fueron sometidos a ambos analisis, primero al de cocaina y luego al
de Marihuana segun los anexos 2 y 1, una vez obtenidos los resultados estos se

analizaron segun la relacién de areas expresada mediante la siguiente ecuacion:
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Area relativa : Area muestra/Area estandar interno

Ecuacion 3-4: Relacion de areas

Se prepararon ademas 4 tubos de centrifuga mas 1 tubo de vidrio con

concentraciones creciente de cocaina y A>-THC. Siendo:

e 0,05 ng/mg A%-THC + 0,5 ng/mg Cocaina

e 0,5ng/mg A°-THC + 1,0 ng/mg Cocaina

e 1,0 ng/mg A°-THC + 5,0 ng/mg Cocaina (Esta concentracion se aplico al
tubo de vidrio)

e 5,0 ng/mg A°-THC + 15 ng/mg Cocaina

Cada tubo se sobrecargé ademas con los estandares internos A°-THC-Ds y

Cocaina-Dz y 100 mg de cabello blanco.

Todo lo anterior acompafiado de un 5° tubo denominado Blanco, el que solo
contiene los estandares internos antes mencionados mas los 100 mg de pelo
blanco. Los 6 tubos se sometieron a ambos analisis y se evaluaron los resultados

en funcién de la relacion de areas.
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Debido a lo obtenido con ambas experiencias se decidié probar un rango de
concentracion bajo de A%-THC, en donde se seleccionaron 5 puntos: 0,05 ng/mg,
0,08 ng/mg, 0,1 ng/mg, 0,3 ng/mg y 0,5 ng/mg; como lo que se queria probar era
como afectaba el método en conjunto de extraccion de Cocaina y Marihuana al
A°-THC, los tubos solo se cargaron con el estandar de A%-THC, el estandar
interno A%-THC-Ds y 100 mg de cabello blanco, mas un tubo blanco solo con el

estandar interno A°-THC-D3 y 100 mg de cabello blanco.

Ademas como el Analisis de Marihuana en pelo se realiza en tubos de vidrio, se
decidi6 probar las concentraciones de 0,05 ng/mg y 0,08 ng/mg de A%-THC junto
el estandar interno AS-THC-D3 y 100 mg de cabello blanco, en tubos de vidrio
limpios para comparar con los resultados obtenidos de los tubos de centrifuga de

polipropileno.

3.2.5 Metodologia para el Objetivo N°4

Respecto al Objetivo N°4: Evaluar la aplicabilidad de la metodologia analitica en
muestras reales, se pusieron a prueba los resultados obtenidos en los anteriores

objetivos, empleandolos en muestras reales.
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Para comenzar se obtuvieron 3 muestras de cabello, de 3 individuos diferentes
gue solo fueran consumidores ocasionales de Marihuana, dicha matriz se dividio
en dos, una parte fue analizada sin lavar y la otra se someti6 al Lavado Tipo 3,
en donde se recolecto el Ultimo remanente de solvente, el cual se inyecto en el
equipo para analizarlo, una vez lavado el cabello se realizé todo el proceso de

andlisis de Marihuana en pelo.

Por otro lado, se realizé una busqueda en el servicio médico legal de las muestras
gue habian llegado durante el afio 2019 para ser periciadas para la identificacion
de Cocaina en matriz pelo, de dicha investigacion se seleccionaron 20 muestras
gue fueron peritadas, informadas y en disposicion de ser eliminadas, puesto que
cumplian con el tiempo designado. Ademas de presentar evidencia en las fichas
de tomas de muestras, de ser posibles consumidores de Marihuana, o que venian

asociadas a una muestra de Orina, que haya arrojado ser positiva para THC.

Una vez recolectadas las muestras, se buscé (en aquellos cabellos que se podia,
y gue estaba claramente identificado el inicio [Cabello proximal] y el fin [Cabello
distal]) el dltimo corte que se le realiz6 a la muestra (cabe recordar que como son
muestras periciadas, estas ya presentan un corte de 3 cm desde la base de toma
de muestra) y desde ahi se midieron aproximadamente 3 cm, se cortd y se peso

una cantidad semejante a 200 mg de pelo, para tener homogeneidad en las
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muestras puesto que por cada una se realizaran dos analisis pero la matriz debe
ser sometida a la misma descontaminacién; una vez pesado estos 200mg de
cabello se depositaron en tubos de centrifuga de 15 mL limpios, claramente

rotulados.

Se procedio a realizar la descontaminacion del pelo por medio del Lavado Tipo 3
Forma D. Una vez cumplido con el lavado, el pelo dentro del tubo fue secado bajo
una corriente de nitrégeno, una vez seco, se tomo con pinzas y se deposito dentro
de un papel enrollado en forma cénica para poder cortarlo, llevandolo a una forma
de polvo. Realizado esto se volvio a pesar y se dividié 2 papelillos de 100 mg

cada uno y se comenzo0 a analizar.

La primeras 20 muestras fueron analizadas solo por el Método de Analisis de
Marihuana en pelo, mientras que la segunda, fue analizada por el Método de
Cocaina y Marihuana en conjunto, como en dicho analisis para el caso del
Andlisis de Cocaina en pelo solo se altera la etapa de Eliminacién de la
contaminaciéon del pelo, los extractos de Cocaina fueron procesados, para
analizar si el lavado afectaba o no a los resultados, y estos nuevos resultados
comparados con los que se encontraban en los archivos del SML. Por ultimo,

todos los extractos fueron analizados bajo una relacion de areas.
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Como dato extra al realizar estas extracciones se sumoé un nuevo analito, para el
andlisis de Cocaina en pelo, Benzoilecgonina-Dz de 10 ug/mL; ya que su forma
sin deuterar es uno de los metabolitos activos de la Cocaina y varias de las
muestras peritadas la presentaban. Dicho estandar interno fue agregado a cada
tubo previamente, junto con los demas empleados (Cocaina-D3 y A%-THC-D3), se
suma un tubo blanco, mas un control positivo con todos los analitos anteriormente

sefialados méas Benzoilecgonina de 10 pg/mL.

3.2.6 Curvas de Calibracion

Para poder evaluar todos los datos recolectados se realizaron 3 curvas de
calibracion con 6 puntos como minimo, y cada punto por triplicado, que fueron
sometidos a los diferentes métodos dependiendo de para que iba enfocada cada

curva, asi surgieron:

e Curva para Lavados: para realizar esta curva solo se cargaron
estandares de AS-THC y A%THC-Ds, en viales ambar, en cantidad
suficiente para 100 pL, volumen final en el cual se recuperan todos los
analitos; esta curva no fue sometida a ningun método extractivo, solo se

derivatizo e inyect6 al equipo.
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Los puntos a considerar fueron 0,05 ng/pL, 0,08 ng/pL, 0,1 ng/uL, 0,5
ng/pL, 1,0 ng/uL, 2,5 ng/ pL 5,0 ng/pL.

Curva para A%-THC por Método de Anélisis de Marihuana en pelo: para
realizar esta curva solo se cargaron estandares de A>-THC y A%-THC-Ds,
en tubos de centrifuga de 15 mL, en cantidad suficiente para 100 mg de
pelo; luego fue sometida a todo el método de extraccion para Marihuana

en pelo, los extractos se derivatizaron e inyectaron al equipo.

Los puntos a considerar fueron 0,05 ng/mg, 0,08 ng/mg, 0,1 ng/mg, 0,5

ng/mg, 1,0 ng/mg, 5,0 ng/mg y 15 ng/mg.

Curva para Concentraciones bajas de A>-THC por Método de Analisis
de Marihuana en pelo*: para realizar esta curva solo se cargaron
estandares de A%-THC y AS-THC-Ds, en tubos de vidrio de 10 mL, en
cantidad suficiente para 100 mg de pelo; luego fue sometida a todo el
método de extraccion para Marihuana en pelo, los extractos se

derivatizaron e inyectaron al equipo.

Los puntos a considerar fueron 0,05 ng/mg, 0,08 ng/mg, 0,1 ng/mg, y 0,25

ng/mg;

*Estos puntos son la excepcidn a las demas curvas en que solo se hicieron

por duplicado y se tomaron 4 puntos.
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Curva para A%-THC por método en Conjunto de Andlisis de Cocainay
Marihuana en pelo: para realizar esta curva solo se cargaron estandares
de A®-THC y AS-THC-Ds, en tubos de centrifuga de 15 mL, en cantidad
suficiente para 100 mg de pelo; luego fueron sometidos a todo el método
de extraccion para Cocaina y Marihuana en conjunto en matriz pelo, los
extractos se derivatizaron e inyectaron al equipo.

Los puntos a considerar fueron 0,05 ng/mg, 0,08 ng/mg, 0,1 ng/mg, 0,3

ng/mg, 0,5 ng/mg, 1,0 ng/mg, 5,0 ng/mg y 10 ng/mg
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis del cabello ha demostrado un gran potencial en la deteccién y el control
del uso de drogas. La concentracion de A°-tetrahidrocannabinol (THC) que se
puede detectar en el cabello después del uso de un farmaco activo es
generalmente mucho menor que 5 ug de THC / g de cabello. Por eso en el analisis
del cabello para identificar el consumo de cannabis a menudo se restringe a la
identificacion de THC, ya que las concentraciones de 11-nor-9-carboxi-A°%-THC,
gue se reportan como 0,1 pg / g de cabello, no se pueden determinar mediante
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (GC / MS). En
consecuencia, para los cannabinoides, el uso de la proporcion de farmaco
metabolito a farmaco, propuesta para diferenciar el uso activo de la exposicion
pasiva, no se puede aplicar a los casos de rutina. (Thorspecken et al., 2004),
sumado a la importancia de aplicar un método de descontaminacion externa del
pelo, porque si bien se han demostrado cantidades detectables de THC en la
sangre de los no fumadores después de la exposicidén al humo de marihuana, las
bajas concentraciones en la sangre en estas circunstancias hacen que sea poco
probable que las cantidades de THC en el cabello sean medibles, pero la
deposicion de un medicamento sobre la matriz de queratina del cabello desde el
medio ambiente se ha propuesto como una fuente adicional de hallazgos

farmacoldgicos en el cabello. (Thorspecken et al., 2004).
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Considerando lo anterior solo se considerd la busqueda del A°-THC, puesto que

por motivos instrumentales la determinacion del 11-nor-THC-COOH, no es

posible por encontrarse su concentracion en pelo alrededor de los pg/mg, y el

equipo no es lo suficientemente sensible para detectar ese orden de

concentraciones, entendiendo como sensibilidad a la cantidad minima de

sustancia detectable en un ensayo.

Entonces para el andlisis de los metabolitos de THC como los demas se debieron

tener claros los iones especificos, los que se presentan en la Tabla 4-1: lones

Cualificadores para los metabolitos en estudio.

Tabla 4-1: lones Cualificadores para los metabolitos en estudio

Metabolito lones Cualificadores (m/z)

AS-THC-TMS 386
AS-THC-Ds-TMS 389
Cocaina-TMS 182
Cocaina-D3-TMS ' 185
BZG-TMS 240

BZG-D3-TMS 243

371 315 303 73
374 346 315 306
82 303
85 306
82 361
85 364

*Se destacan los iones que se utilizaron para cuantificar
TMS: agente derivatizante trimetilsilil; BZG: Benzoilgonina
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4.1 Resultados y discusion para el Objetivo N°1

4.1.1 Volumen y Tipo de inyeccion

En la Tabla 4-2 se presenta una comparacion entre las condiciones

cromatograficas usadas en el protocolo de Analisis de Marihuana en pelo y las

condiciones nuevas con las cuales se desarrollé este objetivo.

Tabla 4-2: Comparacion de las Condiciones Cromatograficas empleadas para la
metodologia desarrollada

Parametro

Modo de
inyeccion
Volumen de
inyeccién

Temperatura
inyector

Gas carrier

Flujo columna

Horno

Condiciones previas de
inyeccion

PTV
10 L

Temperatura en gradiente:
inicial de 50°C por 1,60 min
700°C/min hasta 330°C por 20
min.

Helio 6.0

1,8 mL/min

Temperatura en gradiente:
inicial de 100°C por 4,50 min
40°C/min hasta 270 °C por 1

min

10°C/min hasta 315°C por

5,75 min

Condiciones nuevas
de inyeccién

Splitless

2uL

Temperatura en
gradiente: inicial de
50°C por 1,60 min

700°C/min hasta 330°C
por 20 min.

Helio 6.0

1,8 mL/min

Temperatura en
gradiente: inicial de
100°C por 4,50 min

40°C/min hasta 270 °C
por 1 min
10°C/min hasta 315°C
por 5,75 min

PTV: modo de inyeccion a Temperatura Programada; min: minutos
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Se inyectaron 4 muestras en ambos modos PTV y Splitless obteniéndose los
resultados que se muestran en la Tabla 4-3; en donde solo se cargd el analito A°-
THC, sin estandar interno ya que se queria poner a prueba si el analito era
recuperado o no, y si su cromatograma estaba bien definido y cual diferente era

uno de otro.

Tabla 4-3: Area obtenida para el ion 386 de A>-THC-TMS por la metodologia de
analisis de Marihuana en pelo, sin matriz pelo, inyectadas en ambos modos de
inyeccion PTV y Splitless

Modo de Inyeccion

Modo PTV Modo Splitless
Concentracion
Nominal (ng/mg) Area del lon 386
0,05 1162704 317305
0,1 1525794 423186
0,5 7598044 1861155
2 28427858 7928509
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Figura 4-1: Comparacion de los Cromatograma para la Concentracion nominal
de 0,5 ng/mg de pelo de A°-THC-TMS, inyectadas por modo PTV (A) y modo
Splitless (B) [tiempo de retencion: 12,16 minutos]
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Figura 4-2: Comparacion de la fragmentacion de la Concentracion nominal de
0,5 ng/mg de pelo de A°>-THC-TMS, para el ion 386, inyectadas por modo PTV
(linea negra) y modo Splitless (linea azul) [tiempo de retencion: 12,16 minutos]
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Si bien, las areas por modo PTV son aproximadamente un 73% mas que las del
modo Splitless (Figura 4-2), hay que dejar claro que se inyecta un volumen 5
veces mas en el modo PTV, y producto de este mayor volumen, es que se
recupera mas analito, pero los cromatogramas presentan mayores sefiales ruido
(Figura 4-1), porque el modo PTV, lo que hace es concentrar mediante la
eliminacion de solvente, por lo mismo ingresa una mayor cantidad de analito, muy
atil en muestras que presentan trazas, ahora si llevamos esto al analisis de pelo,
este presenta muchos residuos provenientes de la matriz pelo que hacen que el
liner y en especial la fuente de iones se ensucie mas, y por lo mismo se deba
realizar una limpieza del equipo mucho mas frecuente, permitiendo solo el
ingreso de un par de muestras, mientras que las ventajas que nos ofrece la
inyeccion en modo Splitless es que nos permite de igual forma analizar trazas
pero con la salvedad que la fuente de iones y el liner se ensucia menos
permitiendo optimizar el trabajo y la cantidad de muestras a analizar en una sola
corrida, ya que se inyecta menos cantidad de muestra y por lo tanto los residuos
gue queden de la inyeccion son menos, hay que agregar que si bien el liner ayuda
como filtro es para particulas o residuos de mayor tamafio, los mas pequefos
pasan a través del sistema cromatografico y llegan a la fuente ensuciandola, pero
al ser menos volumen de inyeccién, menos son los residuos y por lo tanto mayor

son el nimero de muestras que se analizaran por corrida.
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Producto de lo anterior se prepararon 3 tubos con concentraciones nominales
diferentes, pero con matriz pelo, las cuales solo se inyectaron en modo Splitless
obteniéndose los resultados que muestra la Tabla 4-4, en donde se aprecia una
buena recuperacion de los analitos y en los cromatogramas estos son claramente
identificados principalmente la concentracion nominal de 0,05 ng/mg de pelo
(Figura 4-3), que es el limite de deteccidn por parte del equipo. Para mayor detalle
se decidio6 realizar cada inyeccion por triplicado, obteniéndose los resultados de
la Tabla 4-5; pero estos resultaron mal definidos especificamente para el punto
mas bajo de concentracion nominal 0,05 ng/mg (Figura 4-4); importante debido a
gue esta concentracion permite discrepar entre una muestra negativa de una
positiva, por eso se volvio a replicar la experiencia, lo que quedo registrado en la

Tabla 4-6.

Tabla 4-4: Areas obtenida para el ion 386 y 389 correspondientes a A>-THC-TMS
y AS-THC-D3-TMS respectivamente, por la metodologia de andlisis de Marihuana
en pelo, con matriz pelo e inyectadas en modo Splitless

] . Area del ion
Area del ion

Concentracion 386 389. lacién d
Nominal perteneciente perteneciente Re acion de
(ng/mg) 9 a Ag-T:C-D:«;- areas

A>-THC-TMS ™S
0,05 247452 3662410 0,06756535
0,1 358848 3365163 0,10663614
0,5 1302087 3773877 0,34502635
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Figura 4-3: Cromatograma del ion 386 y 389 correspondientes a la
Concentracion nominal 0,05 ng/mg de pelo para A°-THC-TMS, y 2 ng/mg de A°-
THC-Ds-TMS (Estandar interno), inyectadas por modo Splitless [tiempo de
retencion: 12,31 minutos]

Tabla 4-5: Promedio de la relacion de areas mas desviacion estandar obtenida
para los oines 386 y 389 correspondientes a A°>-THC-TMS y A®-THC-D3-TMS
respectivamente, por la metodologia de analisis de Marihuana en pelo, con matriz
pelo e inyectadas en modo Splitless por triplicado

Concentracion Promedio de la relacion de
Nominal (ng/mg) areas + Desviacion
estandar
20 0,0492 + 0,0132
0.1 0,0692 + 0,0200
0,5

0,3130 + 0,0265
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Figura 4-4: Cromatograma (A) de la muestra del Tubo 1 de concentraciéon
nominal 0,05 ng/mg de pelo para A°-THC-TMS, y 2 ng/mg de A%THC-D3-TMS
(Estandar interno), en donde se puede apreciar que hay una gran cantidad de
interferentes en la muestra; en la parte B se aprecia la Fragmentacion de los
iones correspondientes a A°-THC-TMS y A%-THC-D3-TMS y se puede apreciar
que la abundancia de los iones 371y 386 pertenecientes a A°>-THC-TMS son muy
bajas [inyeccién: Splitless, tiempo de retencion: 12.16 minutos]
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Tabla 4-6: Promedio de la relacion de areas obtenida para el ion 386 y 389
correspondientes a A%>-THC-TMS y A°-THC-Ds-TMS respectivamente, por la
metodologia de andlisis de Marihuana en pelo, con matriz pelo e inyectadas en
modo Splitless por triplicado en una segunda ocasion.

Promedio de la

Concentracioén ) ,
Relacién de areas

Nominal
A%-THC/A®-THC-D3 +
(ng/mg) Desviacién estandar
0,05 0,0276 + 0,0078
0,1 0,0619 + 0,0036

Con lo anterior se decidio realizar algunos célculos matematicos de precision y
exactitud, para ello en primer lugar se evalué la linealidad realizandose una curva
de calibracion, donde se midieron 7 puntos por triplicado, el material empleado
para realizarlo fueron tubos de centrifuga de 15 mL, los resultados se expresan
enlaTabla 4-7 y en el Grafico 4-1, en ella se observa un buen grado de linealidad
con un coeficiente de determinacion de r>= 0,9202 siendo éste cercano a la
unidad, lo que sugiere que existe relacion entre las relaciones de areas del analito
y su relacién de concentracion, al graficar todos los puntos, pero si se analiza la
zona baja de esta, la pendiente cambia a negativa, como se muestra la Grafica
4-2: Parte baja de la Curva de calibracion para A°>-THC, realizada en tubos de
centrifuga por la metodologia de analisis de Marihuana en pelo, con un
coeficiente de determinacion de r?= 0,3897 algo muy alejado de la unidad, es por
esto que se realiza una nueva curva de calibracién, pero solo para los puntos
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bajos, donde se cargaron solo 4 puntos por ser los mas criticos, la salvedad es
gue esta se realiza en tubos de vidrios, los resultados se presentan en la Tabla
4-8, y en el Grafico 4-3, en este se puede apreciar que hay linealidad, que en
comparacién con la anterior curva esta es una pendiente positiva con un
coeficiente de determinacién de r?=0.9267; como los puntos por triplicado se
realizaron en tubos de vidrio, y corresponden a la zona baja se decide emplear
esta curva para realizar los calculos matematicos para identificar precision y
exactitud, cabe sefialar que si los puntos son interpolados en la curva de
calibracion hecha en tubos de centrifuga, los calculos de concentracion son muy
sobreestimados, en cambio en la curva de zona baja, las concentraciones caben
dentro de los rangos esperados, la explicacion a esto se basa principalmente en
la afinidad que presenta el A°-THC con los tubos de plastico en comparacién con
los tubos de vidrio puesto que el THC puede interactuar con el material plastico
no polar a través de interacciones no covalentes y adsorber a las superficies de
contenedores de plastico (Molnar, 2013). Debido a la poca cantidad de tubos de
vidrio, a la fatiga del material, y a posibles residuos que podrian quedar de los
lavados producto de la reutilizacion de los mismo, es que se decidid cambiar a
los tubos de centrifuga de polipropileno, los cuales se encuentran nuevos, y son
desechados posteriormente al analisis, pero se rescata mucho menos A%-THC, y
las relaciones de areas son distintas, es por eso que cada parte dependiendo de

si se trabajo en vidrio o en plastico, se analizé con su respectiva curva.
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Tabla 4-7 Curva de calibracion: Resultados obtenidos del promedio la relacion de
areas junto con su desviacion estandar y concentracién nominal de metodologia
analitica “Analisis de Marihuana en pelo” realizada en tubos de centrifuga para
A°-THC-TMS para estudio de linealidad.

[C] nominal de  Promedio de la Relacion de

AS-THC-TMS areas* + desviacion
(ng/mg) estandar
0,05 0,0432 = 0,0105
0,08 0,0352 £ 0,0139
0,1 0,0231 +0,0113
0,5 0,1467 £ 0,0413
1,0 0,2864 = 0,0489
5,0 1,3435 +0,1312
15,0 4,059 +1,5776

*La relacion de areas es entre el area del estandar y el area del estandar
interno deuterado.

[C]=Concentracion

Curva de calibracion A°-THC

y =0,5388x + 0,0117
R2 = 0,9202 e

......
......
......
.....

......

Relacion de areas
O P N W M 01 O

ce
4
®

1 2 3 4 5 6 7 8
Relacion de concentracion

Gréfico 4-1: Curva de calibracion para A°-THC, realizada en tubos de centrifuga
por la metodologia de andlisis de Marihuana en pelo.

94



Parte de la Curva de calibracion A%-THC
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Gréfico 4-2: Parte baja de la Curva de calibracién para A°-THC, realizada en
tubos de centrifuga por la metodologia de andlisis de Marihuana en pelo.

Tabla 4-8: Curva de calibracion para concentraciones bajas: Resultados
obtenidos de la relacion de areas, promedio de estas y concentracion nominal de
metodologia analitica “Analisis de Marihuana en pelo” realizada en tubos de vidrio
para A>-THC-TMS para estudio de linealidad.

[C] nominal de Promedio de las
A>-THC-TMS  Relacion de areas* +
(ng/mq) Desviacion estandar

0,05 0,0220 + 0,0047

0,08 0,0467 +0,0199

0,1 0,0581 + 0,0012

0,25 0,1260 + 0,0186

*La relacion de areas es entre el area del estandar y el area del estandar
interno deuterado. [C]= Concentracion
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Gréfico 4-3: Curva de calibracién para bajas concentraciones de A°-THC,
realizada en tubos de vidrio por la metodologia de andlisis de Marihuana en pelo.

Para los calculos de precision se analizaron dos parametros de validacion:
replicabilidad y precision intermedia, en cada caso se calculo el coeficiente de
variacion, resultados se presentan en las Tablas 4-9 y 4-10; para medir la
exactitud se calculé el porcentaje de recuperacion y el porcentaje de error,

resultados en la Tabla 4-11.

Tabla 4-9: Resultados para evaluar replicabilidad para A°>-THC-TMS

[C] nominal Promedio [C] obtenida (hg/mg) £ Desviacion Ccv
ng/mg estandar (%)
0,05 0,048 + 0,0157 32,70
0,1 0,117 +0,0073 6,22
0,5 0,623 + 0,0534 8,57

[C]= Concentracién
CV= Coeficiente de variacion
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Tabla 4-10: Resultados para evaluar precision intermedia para A°>-THC-TMS

Promedio [C]

. obtenido :
[C] nominal ] Promedio de

Dia (ng/mg) = CV (%)

(ng/mg) Desviacion CV (%)

estandar

1 0,091 +0,0266 28,99

0,05 30,85
2 0,048 +0,0157 32,70
1 0,132 £+ 0,0403 30,53

0,1 18,38
2 0,117 £ 0,0073 6,223

[C]= Concentracion
CV= Coeficiente de Variacion

Respecto a los parametros evaluados para indicar que el método es preciso, la
concentracion nominal de 0,05 ng/mg no presenta precision en el método (CV <
15%) [FDA.2018]; las concentraciones nominal 0,1 ng/mg y 0,5 ng/mg
presentaron una buena replicabilidad (CV<15%); sin embargo la precision
intermedia de la concentracion nominal 0,1 ng/mg es de un 18,38%, no
cumpliendo con los criterios de aceptacion, en el caso de la concentracion
nominal de 0,5 ng/mg su precision intermedia no se calculd, esto debido a como
se dijo al inicio la finalidad de estos calculos fueron solo referenciales, por
consecuencia el nimero de inyecciones que se realizé en dias diferentes para
calcular la precision intermedia solo se aplicO a dos niveles de concentracion
nominal, 0,05 y 0,1 ng/mg de pelo, por ser la concentracion de 0,05 ng/mg el

limite de deteccidn por parte del instrumento, y 0,1 ng/mg por encontrarse en un
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rango relativamente bajo y que puede ser critico al momento de discriminar entre

una muestra positiva de una negativa.

Tabla 4-11: Resultados de Porcentajes de recuperacion y porcentajes de error
para evaluar exactitud para A°>-THC-TMS

[C] nominal Promedio [C] obtenida (ng/mg) = % %
ng/mg Desviacion estandar Recuperacion  error
0,05 0,065 + 0,0240 130 30
0,1 0,117 £0,0073 117,5 17,5
0,5 0,623 + 0,0534 124,6 24,6

[C]= Concentracion

En relacion a la exactitud del método los parametros que se calcularon fueron
porcentajes de recuperacion y de error (Tabla 4-11), y se observo que las
concentraciones nominales no cumplieron con los criterios de aceptacion

(Porcentaje de Recuperacion entre un 85-115% y el Porcentaje de error < 15%).

Se busco informacion dentro de los registros del SML, y la anterior experiencia
demostraba que la concentracion de 0,1 ng/mg tampoco presentaba una
precision intermedia aceptable ya que tenia un coeficiente de variacion promedio
de la concentracion obtenida del 21,32 % (Criterio de aceptacion: CV < 15%), la
concentracion nominal de 0,5 ng/mg presentaba al igual que en esta experiencia

una buena replicabilidad, dentro de los limites establecidos, mas también hablaba
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de una buena precisién y exactitud en el método, pero fueron evaluadas en
concentraciones mayores, del orden de 1 ng/mg y de 4 ng/mg de pelo, en modo

de inyeccion PTV.

4.1.2 Extraccién mediante columnas Bond Elut Certify®

Lo primero que se midio fue el pH de los respectivos acidos disponibles en el

SML, los que se muestran en la Tabla 4-12.

Tabla 4-12: Resultados de la medicibn de pH para los diferentes acido
empleados.

Acido pH

Acido Fosférico 50 mM 1
Acido Acético 1 M 2
Acido Clorhidrico 1 M 1

La cantidad de volumen que se agreg6 a cada tubo para alcanzar el pH 1 del
acido fosférico 50 mM, siendo esta solucién la que se emplea para activar la
columna de extraccion Bond Elut Certify ®, se resume en la Tabla 4-13, en primer
lugar se agregod solo un acido luego al ir midiendo el pH, se vio que se debia de

mezclar con un acido fuerte, puesto que de no ser asi, seria una gran cantidad
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de Volumen, que el tubo de vidrio no podria contener. Sefalar ademas que las

muestras de cabello se encuentran en un medio bésico y se llevan a un medio

acido para hacerlo afin con la columna de extraccion Bond Elut Certify ®, ya que

la interaccion entre el analito y la muestra es iénica, por lo que la retencion debe

ser de la misma afinidad, ya que la columna se activa en medio acido, por lo

tanto, debe encontrarse en este medio la molécula, pero como tras la incubacion

del pelo se esta en medio basico, modificamos el pH a acido para asi hacer pasar

la muestra y que sea retenida por la columna.

Tabla 4-13: Detalles del tipo de acido y volumen aplicado hasta alcanzar el pH 1

Tubo Tipo de &cido
agregado
Tubos 1, 2y 3 correspondiente a Acido Acético
pruebas con Acido Acético 1 M 1M
+ Acido
Clorhidrico
10 M
Tubos 4,5y 6 ) Acido
Correspondientes a pruebas con Acido Clorhidrico
Clorhidrico 1 M 1M
Tubos 7, 8y 9 correspondientes a Acido Fosférico
pruebas con Acido Fosforico 50 mM 50 mM
+ Acido
Clorhidrico
10 M

Volumen
agregado (ml)

2,5
1,5
2
2
2
0,5
0,5
0,5
2

0,5

2

2

5
0,5
0,5
0,5

pH

PANRG R P ORPWWABRMMOO
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Una vez alcanzado el pH, se continué con el andlisis de las muestras, los
resultados se muestran en la Tabla 4-14, tras lo cual podemos darnos cuenta que
hay muestras que no son detectadas por el equipo, ademas el area por cada
analito es mucho méas baja si es comparado con lo obtenido en la Tabla 4-4;
producto de lo mismo, y pensando en que la no deteccion se podria deber a que
el equipo estuviera sucio, en especial la fuente de iones, por residuos de las
diversas muestras que son inyectadas, se vuelven a inyectar los viales pero con
el equipo limpio, los resultados se observan en la Tabla 4-15, pero una vez mas
hay analitos que el equipo no detecta y el area sigue siendo baja, incluido el area
del estandar interno. Cabe sefialar que no se puede calcular la concentracion
obtenida puesto que no se realizé una curva de calibracion para la metodologia

empleada en este punto.

Debemos de dejar claro que si bien se recomienda una extraccion en fase solida,
en la normativa chilena: “GUIA TECNICA TOXICOLOGIA Y ANALISIS DE
CANNABIS Y SUS DERIVADOS”, con el empleo de un cartucho adsorbente
apolar C8y las columnas Bond Elut Certify ®, empleadas en el SML cumplen con
el requisito, en la practica fue inviable. Otro punto que se debe considerar es que
al ser una digestion completa del cabello, parte de la matriz interfiere en la

extraccion en fase sélida, pero que no es influyente en la extraccidon liquido-
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liquido, por eso se obtienen mayores areas de los analitos a identificar, y se

puede llegar a concentraciones mas bajas, como lo es 0,05 ng/mg de pelo.

Tabla 4-14: Areas obtenida para el ion 386 y 389 correspondientes a A%-THC-
TMS y AS-THC-D3-TMS respectivamente, mediante una extraccion en fase sélida,
por una combinacion de la metodologia de andlisis de Marihuana en pelo con la
metodologia de andlisis de Marihuana en sangre, (inyectadas en modo Splitless).

Tipo de acido Concentracion Nominal 0,05 0,5
) ) (ng/mg)
Acido Acético 1 M Area del ion 386 pertenecientea  n.d* 102002
A°-THC-TMS

Area del ion 389 perteneciente a 280037 328331
AS-THC-D3-TMS

Relacion de areas** - 0,3106
Acido Fosférico 50 Area del ion 386 perteneciente a  n.d* 236692
mM A%-THC-TMS

Area del ion 389 perteneciente a 815311 760432
A®-THC-D3-TMS

Relacion de areas** - 0,3112
Acido Clorhidrico Area del ion 386 perteneciente a  n.d* n.d*
1M ) AS-THC-TMS
Area del ion 389 pertenecientea  n.d* n.d*

A%-THC-D3-TMS
Relacion de areas** - .

*n.d: No detectado (analitos no detectados por el equipo).

**a relacion de areas es entre el area del estandar y el area del estandar
interno deuterado.

- Analito AS-THC-TMS no fue detectado por el equipo, por lo tanto, no es posible
realizar calculos.
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Tabla 4-15: Areas obtenida para el ion 386 y 389 correspondientes a A%-THC-
TMS y A%-THC-D3-TMS respectivamente, mediante una extraccion en fase sélida,
por una combinacion de la metodologia de analisis de Marihuana en pelo con la
metodologia de andlisis de marihuana en sangre, (inyectadas en modo Splitless
con la fuente de iones completamente limpia).

Tipo de &cido Concentraciéon Nominal 0,05 0,5
, , (ng/mg)
Acido Acético 1 M Area del ion 386 pertenecientea  n.d* 27762
A°-THC
Area del ion 389 perteneciente a 114359 125652
A°-THC-D3
Relacion de areas** - 0,2209
Acido Fosforico 50  Area del ion 386 pertenecientea  n.d* 61681
mM A°-THC
Area del ion 389 perteneciente a 346714 259895
AS-THC-D3
Relacion de areas** - 0,2373
Acido Clorhidrico Area del ion 386 perteneciente a  n.d* n.d*
1M AS-THC
Area del ion 389 perteneciente a  n.d* n.d*
A%-THC-D3

Relacion de areas** - .

*n.d: No detectado (analitos no detectados por el equipo).

**La relacion de areas es entre el area del estandar y el area del estandar
interno deuterado.

- Analito AS-THC-TMS no fue detectado por el equipo, por lo tanto, no es posible
realizar calculos.
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4.2 Resultados y discusion para el Objetivo N°2

En primer lugar, se evalud la linealidad de la curva de calibracién paralos célculos

realizados durante el desarrollo de este objetivo; lo anterior se puede observar

en la Tabla 4-16 y el Grafico 4-4:

Tabla 4-16: Curva de calibracion para lavados del cabello: Resultados obtenidos
de la relacién de areas, promedio de estas y concentracion nominal de A%-THC-

TMS para estudio de linealidad.

Concentracién
nominal de A°-
THC-TMS
(ng/mL)

0,05
0,08
0,1
0,5
1
2,5
5

*La relacion de areas es entre el area del estandar y el area del estandar

interno deuterado.

Promedio de la
Relacion de
areas* +
Desviacién
estandar
0,0299 + 0,0026

0,0446 + 0,0015
0,0538 + 0,0026
0,2491 + 0,0082
0,5110 + 0,0186
1,2013 + 0,0322
2,0802 + 0,0668
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Gréfico 4-4: Curva de calibracion de A>-THC-TMS para lavados de cabello

Al ver la gréfica se observa un buen grado de linealidad con un coeficiente de
determinacion de r’= 0,9941 siendo éste cercano a la unidad, lo que sugiere
gue existe relacion entre las relaciones de areas del analito y la relacion de

concentracion.

4.2.1 Resultados y discusion para la primera parte: Contaminacion externa del

cabello y lavados segun protocolo del SML Concepcion

En la Tabla 4-17, se aprecia que las muestras S1, S2 y S3 que fueron expuestas
a humo de marihuana, presentan altas concentraciones de A°-THC,
independiente del tipo de pelo que se emplee, aunque hay que sefialar que las

muestras S1 correspondiente a pelo tefiido, pero no decolorado son las mas
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uniformes, ahora bien, la concentracion mas baja de la muestra S2.2 se puede
deber a que el pelo al momento de ser expuesto, no quedo toda el area bien
uniforme y pudo haber solapamiento de mechones de pelo, ademas podemos
evidenciar que los cabellos son retenedores de contaminantes externos y por lo
mismo la importancia de realizar una buena descontaminacién externa, ya que
muchas muestras podrian dar falsos positivo. En bibliografia se ha visto que
cabellos grasos atraen mas THC que otros, asi como cabellos humedos retienen
menos THC producto de la cierta hidrofobicidad de este con el agua. (Duvivier et

al. 2016)

Tabla 4-17: Concentracién de A>-THC-TMS en las muestras de cabello expuestas
a contaminacion externa con humo de marihuana

Concentracion

Tubos obtenida*
(ng/mg)
Si1.1 22,00
S1.2 23,25
S2.1 25,20
S2.2 4,01
S3.1 16,90
S3.2 32,58

S1: Cabello del sujeto N°1: pelo tefiido, pero no decolorado. Si es .1 o0 .2 difiere
del niumero del tubo que se tomo la muestra

S2: Cabello del sujeto N° 2: pelo tefiido y decolorado. Si es .1 o .2 difiere del
namero del tubo que se tomo la muestra

S3: Cabello del sujeto N° 3: pelo natural sin tratamiento cosmético. Sies .1 0.2
difiere del nimero del tubo que se tomo la muestra

*Las muestras por tiempo y disponibilidad del equipo fueron inyectadas solo una
vez, por lo tanto no se presenta desviacidon estandar.
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Se comenzo los lavados con el solvente Diclorometano, analizando cada uno de
ellos, en primera instancia se realizaron 3 lavados, respetando lo que la
metodologia expresaba, pero como se puede ver en la Tabla 4-18, el tercer
lavado contenia una alta concentracién de A°-THC, es por ello que se decidié
realizar 3 lavados mas y analizar cada uno de ellos, si bien los resultados del
sexto lavado estan en el limite 0,05 ng/mg o por debajo, hay que dejar claro que
estas matrices no son extraidas y por ende, se sugiere que las concentraciones
gue presentaran los lavados deberian ser mucho mas bajo que el limite para una
extraccion, ya que un buen lavado externo deberia de asegurar que la presencia

del A°-THC no sea detectada por el equipo.

Debido al alto volumen gastado de Diclorometano estas muestras se dejaron en

espera

Tabla 4-18: Concentracion de A%-THC-TMS en los lavados realizados a las
muestras de cabello expuestas a contaminacion externa con humo de marihuana

Tubos N°del Lavado Concentracion (ng/mg)

8,32

3,93

2,13
0,024
0,022

*%

S1.1

OOl WN PR

Continua
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Tabla 4-18: Concentracion de A°-THC-TMS en los lavados realizados a las
muestras de cabello expuestas a contaminacion externa con humo de
marihuana

Concentracion
(ng/mg)
13,07
6,09
4,44
0,14
0,073
0,052
10,21
3,71
3,12
0,29
0,10
0,056
5,02
0,75
0,46

*%

Tubos N°del Lavado

S1.2

S2.1

S2.2
*%*

0,017
3,98
1,79
0,44

0,092

0,025

19,13
6,15
5,44
0,55
0,25

6* -
*El lavado 1 de la muestra S3.1y el lavado 6 de la muestra S3.2 no se inyectaron en el

equipo ya que se rompio el inserto del vial que los contenia.
** No es posible realizar el calculo de la concentracién de A°-THC.

OO0k, WDNPEFPOOGDMWDNMNPEPOOGRAWDNEPR

[EEN
*

S3.1

S3.2

O b WODNPFPO OODWNDN
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S1: Cabello del sujeto N°1: pelo tefiido, pero no decolorado. Si es .1 o0 .2 difiere
del numero del tubo que se tomé la muestra

S2: Cabello del sujeto N° 2: pelo tefiido y decolorado. Si es .1 o .2 difiere del
namero del tubo que se tomé la muestra

S3: Cabello del sujeto N° 3: pelo natural sin tratamiento cosmético. Sies .10 .2
difiere del nimero del tubo que se tomo la muestra

4.2.2 Resultados y discusién para la segunda parte: Eleccion de nuevos

solventes para el Lavado

En vista de los resultados anteriores se decidio buscar una alternativa de lavado,
y tras una revision bibliogréafica se llego a la conclusion de emplear una serie de
solventes, usando los mismos tiempos que para el tratamiento con Diclorometano
(1 min en vortex y 10 min en agitador multi RS), al ser 3 solventes distintos mas
el agua, se reemplazd repetir por triplicado y solo lavar una vez con cada
solvente, pero al analizar el primer lavado, se obtuvo que era insuficiente como
muestra la Tabla 4-19, y se prosiguio con 2 ciclos de lavados mas, dando el resto
de los resultados que muestra la Tabla 4-19. Una vez que se obtuvieron extractos
limpios, se procedié a realizar una extraccion de THC en matriz pelo, para
asegurarnos que las muestras presentaban una cantidad de THC por debajo del
limite de deteccion del equipo y del cut-off que indica la SoTH, que corresponde
en ambos casos a 0,05 ng/mg de pelo; para la muestra S2.1 la concentraciéon
encontrada fue de 0,022 ng/mg de pelo, para la muestra S2.2 la concentracion
encontrada fue de 0,029 ng/mg de pelo, la muestra S1.2 no se extrajo puesto que

cuando se analiz6 el lavado tercero de Diclorometano, se aprecié una cantidad
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considerable en el cromatograma y por ello, se dejé a la espera de realizar mas

lavados, pero por falta de tiempo no se continud. De lo anterior se desprende que

si bien los lavados no detectaban la presencia de A°-THC, en las extracciones si

se puede apreciar, aunque a un nivel por debajo del limite de positividad de una

muestra correspondiente a una concentracion mayor a 0,05 ng/mg de pelo.

Tabla 4-19: Concentracion de AS-THC-TMS en

los diferentes solventes

empleados en el lavado nuevo, por todos los ciclos de lavados a los cuales fueron
sometidas de las muestras de cabello expuestas a contaminacion externa con

humo de marihuana

Tubos N°del Lavado

S1.2

S2.1

1

Acetona
Metanol
Diclorometano
Acetona
Metanol
Diclorometano
Acetona
Metanol
Diclorometano
Acetona
Metanol
Diclorometano
Acetona
Metanol
Diclorometano
Acetona
Metanol
Diclorometano

Tipo de solvente Concentracion (ng/mg)

n.d*
11,56
5,08
0,32
1,62
0,69
**
0,19
0,040
4,17
2,21
1,17
**
0,36
0,0077
n.d*
n.d*
n.d*

Continua
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Tabla 4-19: Concentracion de AS-THC-TMS en los diferentes solventes
empleados en el lavado nuevo, por todos los ciclos de lavados a los cuales fueron
sometidas de las muestras de cabello expuestas a contaminacién externa con
humo de marihuana

Tubos N°del Lavado Tipo de solvente Concentracion (ng/mg)

Acetona 2,95
1 Metanol 1,71
Diclorometano 0,90
Acetona o
S2.2 2 Metanol 0,25
Diclorometano **
Acetona n.d*
3 Metanol o
Diclorometano n-d*

*n.d: No detectado (analito A>-THC-TMS no detectado por el equipo).
** No es posible realizar el calculo de la concentracién de A°-THC.

4.2.3 Resultados y discusion para la tercera parte: Pruebas de contaminacion

externa y variaciones del lavado

Con todo lo anterior se decidi6 realizar una nueva experiencia en donde se puso
a prueba nuevamente el solvente de rigor, Diclorometano, mas el lavado nuevo
como se explico en la Tabla 3-4, al igual que la primera experiencia, se comenzé
con una extraccion de A>-THC de una muestra de pelo de los tubos expuestos a

humo de Marihuana, en la Tabla 4-20; se aprecia que hay una variedad en la
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concentracion de A%-THC entre los dias del pelo expuesto al humo de marihuana,
esto podria deberse principalmente a que parte del A°-THC podria quedar
atrapado en las paredes del contenedor, debido a su afinidad con el polipropileno
(material que estan hechos los tubos de centrifuga) , a alguna fuga del humo por
la tapa (aunque esta fue sellada con para film), u otro punto puede deberse a la
capacidad pulmonar del tercer involucrado, ya que a medida que llenaba los
tubos haya ido decayendo, otro factor importante es que la concentracion de A°-
THC no es uniforme dentro de la planta y por ende cada una de las porciones
fumadas, van a ser de concentraciones diferentes; al analizar lo encontrado nos
sugiere que mas que los dias de exposicion del pelo al humo importa la
concentracion de A°-THC, conclusiones que son rectificadas seguln bibliografia.

(Duvivier et al. 2016) (Molnar, 2013).

Tabla 4-20: Concentracion de A>-THC-TMS en las muestras de cabello
expuestas a contaminacion externa con humo de marihuana

Concentracion**

Tubos

(ng/mg)
Dia* 1 20,98
Dia* 4 4.61
Dia* 7 10,59

* Cantidad de tiempo que paso el cabello en contacto con el humo de
marihuana.

**Las muestras por tiempo y disponibilidad del equipo fueron inyectadas solo
una vez, por lo tanto no se presenta desviacion estandar.
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Respecto alos lavados Tipo 1y Tipo 2, se realizaron en forma uniforme 6 lavados
con la mitad del solvente (4 mL) [En el anexo 1 se sefala lavar 3 veces el cabello
con 8 mL de Diclorometano en cada lavado], poniendo a prueba parte de la teoria
del reparto en una extraccion liquido-liquido, pero aplicable en este caso ya que
se necesita que los contaminantes externos del pelo se disuelvan en el solvente
gue se emplea de lavado, por eso se usaron 6 lavados con la mitad del volumen
ya que es mas eficiente una extraccion con n porciones de un volumen V / n de
disolvente de extraccion, que una sola extraccion con un volumen V de
disolvente. Por lo tanto, cuanto mayor sea el niumero de extracciones con
voliumenes pequefios de disolvente de extraccion, mayor sera la cantidad de
producto extraido, o dicho de otra forma, “mejor muchos de poco que pocos de
mucho” (Angurell et al.2020), los resultados de cada tipo de lavado segun el dia
de exposicion del pelo al humo de marihuana se puede observar en la Tabla 4-
21, en donde tanto para los lavados tipo 1 y tipo 2 son insuficientes por [o mismo
se siguio lavando hasta llegar a concentraciones muy bajas, tal como muestra la
Tabla 4-22, en donde se sefala el numero final de lavados para alcanzar niveles
muy bajos o no detectados por el equipo de A®-THC; ahora bien hay que sefialar
gue al analizar los lavado Tipo 3, los resultados no presentaban niveles de A°-
THC detectados por el equipo, por lo tanto se procedi6é a analizar cada lavado
realizado hasta dar con concentraciones considerables de A%-THC, como se ve

en la Tabla 4-23, pudiendo encontrarlo dependiendo del dia, en el Metanol 2 o
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en el metanol 1, se decidi6 dejar el lavado con Diclorometano, para asegurar una

mejor limpieza del cabello.

Tabla 4-21: Concentracion de A°-THC-TMS presente en los remanentes de
solvente de los lavados de las muestras contaminadas con humo de marihuana
por tiempo de exposicion.

Tubos* Tipo de lavado y N° del Lavado Concentracion (ng/mg)

Lav 1, N°6 0,27
Dia 1 Lav 2, N°6 0,035
Lav 3,D2 n.d
Lav 1, N°6 0,088
Dia 4 Lav 2, N°6 n.d
Lav 3,D2 n.d
Lav 1, N°6 *x
Dia 7 Lav 2, N°6 n.d
Lav 3,D2 n.d

n.d: No detectado (analito A°>-THC-TMS no detectados por el equipo); Lav 1:
Lavado tipo 1, Lav 2: Lavado Tipo 2; Lav 3: Lavado Tipo 3; D2: Lavado con
Diclorometano por segunda vez.

* Cantidad de tiempo que paso el cabello en contacto con el humo de
marihuana.

** No es posible realizar el calculo de la concentracién de A°-THC.

114



Tabla 4-22 Concentracién de A>-THC-TMS presente en los remanentes finales
de solvente de lavados, para aquellas muestras contaminadas con humo de
marihuana, a las cuales se debieron de agregar mas lavados.

Tubos* Tipo de lavado y N° del Lavado Concentracion (ng/mg)

; Lav 1, N° 11 **
bife & Lav 2, N° 9 n.d
Dia 4 Lav 1, N°9 n.d
Dia 7 Lav 1, N°8 *x

n.d: No detectado (analito A>-THC-TMS no detectados por el equipo); Lav 1:
Lavado tipo 1, Lav 2: Lavado Tipo 2.

* Cantidad de tiempo que paso el cabello en contacto con el humo de
marihuana.

** No es posible realizar el calculo de la concentracién de A°-THC.

Tabla 4-23: Concentracion de A°-THC-TMS de los remanentes del Lavado Tipo
3 de las muestras de cabello contaminadas con humo de marihuana.

Tubos* Tipo de solvente y N° del Lavado** Concentracion (ng/mg)

Diclorometano 1 n.d
*%k%k
Dia 1 Metanol 2

Metanol 1 0,036

Acetona 2 0,67

Diclorometano 1 n.d

Dia 4 Metanol 2 n.d
Metanol 1 0,10

Acetona 2 1,77

Continua
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Tabla 4-23: Concentracion de A>-THC-TMS de los remanentes del Lavado Tipo
3 de las muestras de cabello contaminadas con humo de marihuana

Tubos* Tipo de solvente y N° del Lavado** Concentracién (ng/mg)

Diclorometano 1 n.d

Dia 7 Metanol 2 0,48
Metanol 1 0,69

Acetona 2 1,05

n.d: No detectado (analito A>~-THC-TMS no detectados por el equipo).

* Cantidad de tiempo que paso el cabello en contacto con el humo de
marihuana.

** Los numeros 1 o 2 hacen alusion a la repeticion que se hizo por cada
solvente.

*** No es posible realizar el calculo de la concentracion de A%-THC.

Una vez que los lavados dieron bajo el limite que puede detectar el equipo, las
muestras fueron extraidas dando los resultados de la Tabla 4-24, en donde los
lavados tipo 1 y 2 que corresponden solo a lavados con Diclorometano,
presentaron en su extraccion concentraciones altas de A>-THC, mientras que los
correspondientes al Lavado tipo 3 no son detectadas por el equipo. En la Tabla
4-25, se resume lo encontrado en el dltimo lavado y la extraccién, por lo que se
demuestra que el Solvente Diclorometano es insuficiente para eliminar residuos
de AS-THC externos en el cabello, esto se suma a lo encontrado en bibliografia

referente a que el uso repetitivo de un solo solvente de lavado, no es suficiente
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para extraer en su totalidad la contaminacion externa, de ahi que debe ser una

mezcla de solventes. (Duvivier et al. 2016).

Tabla 4-24 Concentracion de A°-THC-TMS en las diferentes muestras
contaminadas con humo de marihuana, una vez realizada la descontaminacion
externa por medio de los lavados, y extraidas segun la metodologia de analisis
de marihuana en pelo.

Tubos** Tipo de lavado y N° del Lavado Concentracion (ng/mg)

Lav 1 0,42
Dia 1 Lav 2 0,17
Lav 3 n.d
Lav 1 0,10
Dia 4 Lav 2 0,33
Lav 3 n.d
Lav 1 0,53
Dia 7 Lav 2 0,39
Lav 3 n.d

*n.d: No detectado (analito A>~-THC-TMS no detectados por el equipo).

** Cantidad de tiempo que paso el cabello en contacto con el humo de
marihuana.

Tabla 4-25: Tabla resumen, referente a la cantidad total de lavados que se
aplicé a cada muestra y las concentraciones de A°-THC-TMS, encontradas en
sus respectivos andlisis

., Concentracion
Concentracion

Tipo de Numero de de la
Tubo . del lavado .,
lavado lavados final extraccion
(ng/mL)
(ng/mg)
1 11 e 0,42
Dia 1 2 9 - 0,17
3 Hasta D2 - -
Continua
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Tabla 4-25: Tabla resumen, referente a la cantidad total de lavados que se aplico
a cada muestra y las concentraciones de A°-THC-TMS, encontradas en sus
respectivos analisis.

., Concentracion
. , Concentracién
Tipo de Numero de de la

Tubo lavado lavados final del lavado extraccion
(ng/mL)
(ng/mg)

1 9 - 0,10
Dia 4 2 6 - 0,33

3 Hasta D2 - -

1 8 * 0,53
Dia 7 2 6 - 0,39

3 Hasta D2 - -

D2= Diclorometano 2

- Analito A°>-THC-TMS no fue detectado por el equipo, por lo tanto, no es posible
realizar calculos.

* No es posible realizar el calculo de la concentracién de A°-THC.

Con todos los resultados, se quiso optimizar el Lavado Tipo 3, en basqueda de
reducir el tiempo de lavado, se tom6 una muestra del Tubo 2 Dia 4, este tubo se
extrajo por primera vez cuando se trasvasijo a un tubo nuevo y el extracto seco
se guardo hasta cuando fuera necesario analizarlo, luego se tom6 una segunda
muestra con una diferencia aproximada de 2 meses con el fin de saber si la
concentracion habia variado con el tiempo, los resultados arrojaron que si,
pasando de una concentracién original de 5,30 ng/mg de pelo a 2,53 ng/mg de
pelo, la explicacion de este descenso se deberia a que la muestra no es uniforme

en todo su contenido, pudiendo haber partes que no quedaron del todo expuestas
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en un inicio y que quedaron con una menor concentracion de A%-THC, ademas
de la afinidad de analito con las paredes del contenedor. Aun asi se trabajo con
las muestras segun lo indicado Tabla 3-5, los resultados se encuentran en la
Tabla 4-26, en donde se probaron 3 formas de aplicar el lavado comparando con
la forma original (Forma D); la Forma A: Cada reactivo solo 1 vez, agitado en
vortex 2 minutos y 20 minutos en Agitador Multi RS, se descarta ya que hay
presencia de A%-THC; la Forma B: Cada reactivo 2 veces consecutivas, agitado
en vortex 2 minutos y luego 15 minutos en Agitador Multi RS, al analizarlo el
equipo no es capaz de detectar la presencia de A°-THC, lo que nos sugiere que
se podria utilizar, por ultimo la Forma C: Cada reactivo 2 veces consecutivas,
Agitado en vortex 2 min y 10 minutos en Agitador Multi RS, si bien da una
concentracion muy por debajo del limite, al analizar el cromatograma, se puede

apreciar un leve pick.

Tabla 4-26: Concentracion de A>-THC-TMS en los remanentes del Lavado Tipo
3 segun las variaciones que se aplicaron a este lavado para la muestras Dia 4
Tubo 2, de cabello contaminadas con humo de marihuana.

Tubos Concentracién (ng/mL)

A 0,04
B n.d
C *

D n.d

n.d: No detectado (analito A°>~-THC-TMS no detectados por el equipo).

* No es posible realizar el calculo de la concentracién de A°-THC.
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4.3 Resultados y discusion para el Objetivo N° 3

En primer lugar, se evalud la linealidad de la curva de calibracién paralos célculos
realizados durante el desarrollo de este objetivo; lo anterior se puede observar
en la Tabla 4-27 y el Gréfico 4-5 (en este caso hay una salvedad puesto que se
cargaron tubos con las concentraciones nominales 0,05 ng/mg y 0,08 ng/mg de

pelo, pero que no fueron detectados por el equipo):

Tabla 4-27 Curva de calibracion: Resultados obtenidos de la relacion de éareas,
promedio de estas y concentracion nominal de metodologia analitica “Analisis de
Marihuana en pelo combinada con el Analisis de Cocaina en pelo” realizada en
tubos de centrifuga para A°-THC-TMS para estudio de linealidad.

Promedio de Relacion de
areas
A°-THC/A®-THC-D3 +

Concentracion
nominal de A°>-THC

(ng/mg) Desviacion estandar
0,1 0,1022+0,0052
0,3 0,1855+0,0207
0,5 0,2497+0,0206
1,0 0,5707+0,0409
5,0 2,3862+0,1078

10,0 3,9937+0,0793

120



Curva de calibracion para el método en conjunto
de Cocaina y Marihuana
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Grafico 4-5: Curva de calibracion para el método en conjunto de Cocainay
marihuana

Al ver la gréfica se observa un buen grado de linealidad con un coeficiente de
determinacién de r?= 0,9908 siendo éste cercano a la unidad, lo que sugiere
gue existe relacion entre las relaciones de areas del analito y su relacion de

concentracion.

En primer lugar se realizé una prueba con una concentracion nominal de 5 ng/mg
de pelo de A°-THC, aplicados a 2 tubos de centrifuga, uno con matriz pelo y el

otro no, los resultados se muestran en la Tabla 4-28, en donde se aprecia que la
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recuperacion en funcion del area obtenida es mucho mayor en muestras con
matriz pelo que sin matriz, pero la concentracion obtenida es mayor sin la matriz
pelo, ahora bien que los resultados con matriz pelo hayan dado areas mas altas
gue sin la matriz se asocia a una funcion que se aplica al instrumento denominada
“‘Autotune” un sistema de autochequeo de las condiciones internas del
espectrémetro de masas, que permite el ajuste y calibrado de las sefales de

masas.

Tabla 4-28: Areas obtenidas de A>-THC-TMS y A®-THC-D3-TMS, relacion de
areas y concentracion real obtenida para la primera prueba de aplicar la
metodologia en conjunto de Analisis de Cocaina y Marihuana en pelo.

Area del ion 386 Areadel ion 389

} : Relacién Concentracion
Tubo perteneciente a perteneciente a

AS-THC AS-THC-Ds de areas (ng/mg)
2 318327 164010 1,94089 4,54
pelo
gglg 606417 341648 1,77497 412

Lo anterior es importante puesto que las muestras que lleguen al laboratorio son
en matriz pelo, en donde a simple vista se esta recuperando un 82,4 % con un
porcentaje de error del 17,6%, un valor alto este ultimo, siendo aceptado un valor
menor o igual al 15%, si se analiza mas friamente este valor es insignificante ya
gue lo que se pretende es dar por positiva 0 hegativa una muestra y en este caso

claramente es positiva al analito. Pero qué ocurre con muestras que presentan
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concentraciones mas bajas del analito, para ello se probaron 4 concentraciones

nominales (0,05 ng/mg, 0,5 ng/mg, 1 ng/mg y 5 ng/mg de A%-THC ) los resultados

se encuentran en la Tabla 4-29, en la cual la concentracién de 0,05 ng/mg no se

detect6 por parte del equipo, y se debe recalcar que esta es la concentracién

limite para identificar por medio de la técnica analitica utilizada si la muestra es

considerada como positiva 0 negativa, ya que si una muestra da una

concentracion inferior esta no es posible de cuantificar y por lo tanto es declarada

como negativa.

Tabla 4-29: Concentraciones de A%>-THC-TMS, su porcentaje de recuperacion y
porcentaje de error obtenidos de aplicar la metodologia en conjunto de Analisis

de Cocaina y Marihuana en pelo.

Concentracion .,
Concentracion

nominal de obtenida % de % de
AS-THC-TMS (ng/mg) recuperacion error
(ng/mg)
0,05 n.d - -
0,5 0,10 21,37 78,6
1,0 0,41 41,45 58,5
50 3,45 69,07 30,9

n.d: No detectado (analito A°>-THC-TMS no detectado por el equipo).

- Analito AS-THC-TMS no fue detectado por el equipo, por lo tanto, no es posible

realizar calculos.

Se debe agregar que los porcentajes de recuperacion y de error no son

favorables, puesto que los porcentajes de error son bastante altos.
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A la vez se decidié comparar el efecto del vidrio y los tubos de centrifuga, a una
concentracion nominal de 1,0 ng/mg de pelo, resultados en la Tabla 4-30, se
aprecia que el vidrio da mayores areas de recuperacion que el material de
plastico, aunque en concentracion obtenida no es mucha la diferencia, si se deja
ver claramente que existe una variabilidad en cuanto a la concentracion obtenida
en comparacién a los resultados de la Tabla 4-29, ya que siendo la misma
concentracion cargada (1 ng/mg) en tubos de centrifuga de la misma partida se
obtuvieron 2 concentraciones diferentes, en la primera 0,41 ng/mg y en la
segunda 0,91 ng/mg. Esta variabilidad podria deberse a un error en la realizacion
de la extraccion por parte del operario, asi como al efecto del derivatizante puesto
gue al ser sustancias altamente reactivas deben almacenarse en frio y protegerse
de la humedad, condiciones de humedad que claramente en la zona de
Concepcidon no son del todo cumplidas, a prior se podria suponer que a los
niveles bajos la metodologia no es exacta, pero al no ser este un trabajo de
validacion, no se realizaron los ensayos suficientes ni se midieron los parametros

necesarios para poder concluir.
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Tabla 4-30: Areas obtenidas de A%-THC-TMS y A®-THC-Ds-TMS, relacion de
areas y concentracion real obtenida para tubo de plastico y vidrio por la
metodologia en conjunto de Analisis de Cocaina y Marihuana en pelo.

Areadelion  Areadelion .,
Concentracion

386 389 R L. X Concentracion
. . elaciéon nominal de .
Tubo pertenecient pertenecient de areas AS-THC obtenida
9e a . ea (ng/mg) (ng/mg)
A°-THC A°-THC-D3
Plastico 474601 968817 0,489877 1,0 0,911
Vidrio 547619 1111669 0,49261 1,0 0,918*

* Esta concentracion es solo referencial, puesto que la curva en la cual fue interpolada
fue realizada en tubos de centrifuga, mientras que este punto es vidrio.

Debido a lo obtenido con ambas experiencias se decidio probar un rango bajo de
A°-THC, en donde se seleccionaron 5 puntos: 0,05 ng/mg, 0,08 ng/mg, 0,1 ng/mg,
0,3 ng/mg y 0,5 ng/mg; como extra se probaron ademas las concentraciones de
0,05 ng/mg y 0,08 ng/mg de A°-THC, en tubos de vidrio limpios para comparar
con los resultados obtenidos de tubos de centrifuga. Los resultados se presentan

en las Tablas 4-31y 4-32.
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Tabla 4-31: Areas obtenidas de A®-THC-TMS y A%-THC-D3-TMS, relacién de
areas y concentracion real obtenida la metodologia en conjunto de Analisis de
Cocaina y Marihuana en pelo en tubo de pléastico.

Areadel ion Area del ion L
386 389_ B Conce_ntracmn 5
Tubo perteneciente perteneciente ReI{:\cmn non;mal de Concentracion
a o TI—?C 5 de areas ég;r:g) real (ng/mg)
3 -Ds-
AS-THC-TMS ™S
1 n.d 1252735 - 0,05 =
2 n.d 841265 - 0,08 -
3 65575 1168958 0,05609 0,1 *
4 161875 1073720 0,15076 0,3 0,0629
5 351120 1342018 0,26163 0,5 0,3403

n.d: No detectado (analito A>~-THC-TMS no detectado por el equipo).

* No es posible realizar el célculo de la concentracion de A°-THC.
- Analito A°>-THC-TMS no fue detectado por el equipo, por lo tanto, no es posible
realizar calculos.

Tabla 4-32: Areas obtenidas de A%THC-TMS y A®-THC-D3-TMS, relacion de
areas y concentracion real obtenida por la metodologia en conjunto de Andlisis
de Cocaina y Marihuana en pelo en tubos vidrio.

Area del ion Area del ion

386 389 Concentracion

Tubo perteneciente perteneciente Relgcic')n nominal de Concentracion
a a de areas AS-THC real (ng/mg)
A%-THC A%-THC-D3 (ng/mg)
1 8040 224164 0,03586 0,05 *
2 7843 258819 0,03030 0,08 *

*No es posible realizar el calculo de la concentracién de A°>-THC.

De ambas Tablas 4-31 y 4-32 se puede deducir que con el método no es posible

detectar rangos bajos de A°-THC, ahora si al emplear tubos de vidrio pareciera
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haber mejor recuperacién por temas de tiempo, no se realiz6 un mayor numero

de pruebas.

4.4 Resultados y discusion para el Objetivo N°4

En primer lugar se hizo una revision de datos proporcionados por el Servicio
Médico Legal, los cuales se presentan en la Tabla 4-33, en donde se
seleccionaron 20 muestras finalmente las cuales cumplian con tener
antecedentes de consumo de Marihuana (ya sea porque la muestra de cabello
estd asociada a una toma de muestra de orina que dio positivo al analisis o por
la informacién que proporcioné el individuo al momento de la toma de muestra),
gue dieran positivo al analisis de cocaina en pelo, que hubiesen cumplido el plazo
de custodia, y ya disponibles para eliminacion y que presentaran matriz suficiente
para tomar aproximadamente 200 mg de pelo; una vez reunidas las muestras se
procedio a realizar la eliminacion de la contaminacion externa del pelo, y para
ello se empled el nuevo lavado de cabello, el cual consiste a grandes rasgos en
emplear 4 solventes diferentes (Agua-Acetona-Metanol-Diclorometano) cada uno
por separado, estando cada solvente en contacto con el cabello por 22 minutos
por 2 veces. Una vez realizado el lavado, se secé bajo una corriente de Nitrégeno,
se corté en pequefias porciones asemejando una forma de polvo y se pesé por
cada muestra 2 papelillos con 100 mg de cabello cada una que fueron
depositadas en tubos de centrifuga segun el andlisis que se realizase. Los

resultados se presentan en las Tablas 4-34 y 4-35.
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Tabla 4-33: Informacion extraida de la base de datos del Servicio Médico Legal
2019 referente a muestras de pelo

Muestra

16

506

673

780

782

991

994

997

1033

1078

1080

1159

1161

1380

1466

1660

Orina
relacionada a la
toma de
muestra de
cabello

5

15

505

672

779

781

993

996

1032

1077

1079

1158

1160

1379

1465

1659

Resultado
de orina
para THC

()

()
(+)
()

(+)
()
(+)

Resultado
analisis
pelo

Negativo
Negativo
Coc

Coc

Cocy
cocaetileno

Coc, BZG

Coc, BZG,
cocaetileno

Coc, BZG,
cocaetileno

Negativo

Coc

Coc

Coc, BZG,
cocaetileno

Coc

Cocy
cocaetileno
Coc, BZG,
cocaetileno
Coc, BZG,
cocaetileno

Coc

Apreciacion
clinica

Dice que no
consume
Dice que no
consume
Consume pasta
base, marihuana
Dice que no
consume
Dice que no
consume
Consume pasta
base, marihuana
Consume
marihuana
Consume pasta
base, marihuana
y cocaina
Dice que no
consume
Consume
marihuana y
pasta base
Dice que no
consume
Consume
marihuana
Consume pasta
base
Consume pasta
base
Consume
marihuana
Dice que no
consume
Dice que no
consume

Continua
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Tabla 4-33: Informacion extraida de la base de datos del Servicio Médico Legal
2019 referente a muestras de pelo

Muestra

1662

1672

1811

1813

1819

1856

1877

1883

1935

2330

2616

2772

2820

2842

2949

2962

3045

Orina
relacionada a la

toma de muestra

de cabello
1661

1671

1810

1812

1818

1855

1876

2329

2615

2771

2819

2841

2961

3044

Resultado
de orina
para THC

(+)
(+)
()
(+)
¢)
()

()

Resultado
analisis
pelo

Coc, BZG,
cocaetileno

Negativo

Coc, BZG,
cocaetileno

Negativo
Negativo

Negativo

Coc

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Coc
Coc
Negativo

Negativo

Apreciacion
clinica

No hay
apreciacion
Consume
marihuana
Dice que no
consume
Consume
marihuana
Dice que no
consume
Consume
marihuana
Consume pasta
base,
marihuana
Consume
marihuana
No hay
apreciacion
Consume
marihuana
Dice que no
consume
Dice que no
consume
Dice que no
consume
Consume
marihuana
Consume pasta
base
Dice que no
consume
Dice que no
consume
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Se resaltan las muestras que se seleccionaron.
Coc: Cocaina BZG: Benzoilecgonina (-): Muestra Negativo (+): Muestra Positiva
- No hay datos relacionados

Tabla 4-34: Resultados del andlisis de las muestras reales para determinar la
concentracion de los diferentes analitos en estudio analizados por la Metodologia
de Analisis en conjunto de Cocaina y Marihuana en pelo.

Concentracion de Concentracion de

N° de Concentracion de

A°~THC-TMS Cocaina-TMS
muestra (ng/mg) (ng/mg) BZG-TMS (ng/mg)
506 n.d 2.56 n.d
673 n.d 17.06 491
780 n.d 1.51 0.84
782 n.d 50.07 7.35
991 0,83 17.21 2.78
994 Negativo* 11.24 2.53
1033 n.d 8.00 1.53
1078 n.d 1.60 0.70
1080 n.d 23.68 5.11
1159 n.d 32.93 5.34
1161 n.d 11.38 2.10
1380 n.d 0.48 n.d
1660 n.d 2.03 0.66
1662 n.d 6.06 2.34
1672 n.d 0.67 0.46
1811 n.d 29.11 3.95
1813 n.d n.d 0.41
1856 n.d n.d n.d
1877 n.d 3.36 0.84
1883 0,35 n.d 0.38

n.d: No detectado (analito A°>-THC-TMS no detectado por el equipo).

*Cuando se habla de una muestra Negativa, se hace referencia a que la
concentracion encontrada se encuentra por debajo del cut-off establecido por la
SoHT (Para A%-THC: 0,05 ng/mg). La obtencién de un valor mayor al cut-off es
indicativo de que la metodologia utilizada, es capaz de cuantificar al compuesto
presente en el pelo y asi considerarla como positiva. Por otro lado, un valor bajo
al cut-off es indicativo de que por medio de la técnica analitica utilizada no es
posible cuantificar el analito, siendo la muestra considerada negativa. (Cooper et
al. 2011).
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Tabla 4-35: Resultados del andlisis de las muestras reales para determinar la
concentracion de los diferentes analitos en estudio analizados por la Metodologia
de Analisis de Marihuana en pelo

N° de muestra Concentracion de A~THC-TMS (ng/mg)

506 n.d
673 n.d
780 n.d
782 n.d
991 0,15
994 Negativo
1033 n.d
1078 n.d
1080 n.d
1159 n.d
1161 n.d
1380 Negativo
1660 Negativo
1662 Negativo
1672 Negativo
1811 n.d
1813 Negativo
1856 n.d
1877 n.d
1883 0,22

n.d: No detectado (analito A°>-THC-TMS no detectado por el equipo).

*Cuando se habla de una muestra Negativa, se hace referencia a que la
concentracion encontrada se encuentra por debajo del cut-off establecido por la
SoHT (Para A%-THC: 0,05 ng/mg). La obtencién de un valor mayor al cut-off es
indicativo de que la metodologia utilizada, es capaz de cuantificar al compuesto
presente en el pelo y asi considerarla como positiva. Por otro lado, un valor bajo
al cut-off es indicativo de que por medio de la técnica analitica utilizada no es
posible cuantificar el analito, siendo la muestra considerada negativa. (Cooper et
al. 2011).
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Los resultados en cada caso se interpolaron en sus respectivas curvas, ahora
bien, al analizar las tablas 4-34 y 4-35, se observa que en ambos casos aun
empleando dos métodos diferentes, la misma muestra dio positivo, pero al
emplear solo el método de determinacion de marihuana en pelo, varias muestras
mas mostraban presencia de A%-THC, aunque en concentraciones inferiores a
0,05 ng/mg de pelo que como se dijo anteriormente es el limite para informar una
muestra por positiva 0 negativa. Esto nos deja en manifiesto que al realizar la
determinacién en conjunto de A%THC y cocaina los rangos bajos no son
detectados por parte del equipo, esto podria deberse al método empleado y que
al ser incubado primero por un medio acido, este afecte a la matriz, si bien no hay
afinidad entre el A%-THC vy el acido Clorhidrico, sumado a que se analizaron los
extractos de Cocaina en blsqueda de A°-THC, no encontrandose presencia de
este en ellos, no se puede descartar que en algo afecta al analisis limitando la
capacidad de discernir, otro punto importante es el equipo que empleamos para
analizar, es probable que las muestras inyectadas si tengan la presencia del A°-

THC, pero se escapa de la capacidad del este para detectarlos.

Ahora bien, al momento de analizar los resultados obtenidos en relacion a nuestro
segundo analito de interés que es la Cocaina y ver si el lavado afecto o no que
la muestra diera positiva, nos encontramos con resultados un tanto diferentes a

los que habian sido informados, estos se presentan en la Tabla 4-36, donde se
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deja ver que en 2 muestras para el analito Cocaina no se coincide, mientras que
en las restantes en su mayoria se encontré6 una concentracion mayor a la
informada. Algo que llama mucho mas la atencidon fueron los resultados obtenidos
para Benzoilecgonina (BZG), donde en 9 muestras no se coincide, ahora bien,
con esta experiencia, se pudo identificar que el lavado no afecta que una muestra
de positiva 0 negativa para el analito Cocaina, pero lo que si demuestra es la
variabilidad que existe al usar la matriz pelo. Como el crecimiento de este es por
convencion 1 cm al mes, los analitos van a variar dependiendo de la zona en que
se tome la muestra a analizar, es por ello que se sugiere que si se quiere conocer
lo mas préximo en el tiempo se analice lo mas cercano a la raiz del pelo, como
los andlisis se realizaron en un inicio en los 3 primeros centimetros de cabello,
una vez que se tomoO una segunda muestra se emplearon 3 centimetros de la
zona siguiente, es por ello que se encontré diferencias en las concentraciones.
Otra prueba de esta variabilidad se bas6 en que se realizé una experiencia de
determinacién de A%-THC con muestras recién peritadas para Cocaina, en donde
se emplearon los residuos, los resultados se encuentran en la Tabla 4-37, en
donde si lo comparamos con las Tablas 4-34 y 4-35, principalmente con la Tabla
4-34, ya que se analizé primero para Cocaina y luego tomando los residuos se
analiz6é para A%-THC, se puede apreciar que 2 muestras (1662 y 1877) dieron
positivo la primera vez, mientras que la segunda vez no fueron detectadas por el
equipo, pero al comparar con el método de andlisis solo para A°-THC, si bien

dieron negativo, nos muestra que las muestras si tenian presencia del analito; y
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en relacion a lo mismo 2 muestras (1380 y 1660) que no fueron detectadas por
el equipo en la primera instancia, ni en la segunda, resultaron negativas al analisis
solo para A°-THC. Con esto se prueba la importancia de la toma de muestra y de

dejar claramente rotulado cual es la zona méas cercana a la raiz del pelo.

Tabla 4-36: Tabla comparativa de las concentraciones de Cocaina y BZG
obtenidas durante el desarrollo del trabajo con las concentraciones informadas
por el servicio médico legal de concepcion.

Concentracion Concentracion Concentraciéon Concentracion

N° de de Cocaina de Cocaina de BZG de BZG
muestra informada obtenida informada obtenida
(ng/mg) (ng/mg) (ng/mg) (ng/mg)
506 1.47 2.56 negativo Negativo
673 2.61 17.06 negativo 491
780 1.11 1.51 negativo 0.84
782 52.55 50.07 4.15 7.35
991 19.23 17.21 0.96 2.78
994* Positivo Positivo Positivo Positivo
1033 8.08 8.00 Negativo 1.53
1078 0.58 1.60 negativo 0.70
1080 18.79 23.68 0.55 5.11
1159 4.97 32.93 negativo 5.34
1161 9.22 11.38 negativo 2.10
1380 1.10 Negativo 0.54 negativo
1660 1.65 2.03 negativo 0.66
1662 20.99 6.06 5.62 2.34
1672 negativo 0.67 negativo negativo
1811 19.44 29.11 1.80 3.95
1813 negativo Negativo negativo negativo
1856 negativo Negativo negativo negativo
1877 2.14 3.36 negativo 0.84
1883 negativo Negativo negativo negativo

*muestra correspondiente a vello pubico por lo tanto no se analiza concentraciéon
sino que solo presencia o ausencia del analito.
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**Cuando se habla de una muestra Negativa, se hace referencia a que la
concentracion encontrada se encuentra por debajo del cut-off establecido por la
SoHT (Para Cocaina y BZG: 0,5 ng/mg). La obtencién de un valor mayor al cut-
off es indicativo de que la metodologia utilizada, es capaz de cuantificar al
compuesto presente en el pelo y asi considerarla como positiva. Por otro lado,
un valor bajo al cut-off es indicativo de que por medio de la técnica analitica
utilizada no es posible cuantificar el analito, siendo la muestra considerada
negativa. (Cooper et al. 2011).

Tabla 4-37: Resultados del andlisis previo a muestras reales para determinar la
concentracion de A°>-THC-TMS por la Metodologia de Andlisis en conjunto de
Cocaina y Marihuana en pelo

Muestra Concentracién de A>-THC-TMS (ng/mg)

1380 -
1660 -
1662 0,66
1877 0,33
2842 0,08

- Analito AS-THC-TMS no fue detectado por el equipo, por lo tanto, no es posible
realizar calculos.

En forma paralela se analizaron 3 muestras de cabello, de 3 individuos diferentes
gue solo son consumidores ocasionales de Marihuana, dicha matriz se dividié en
dos, una parte fue analizada sin lavar y la otra se sometié al Lavado Tipo 3, en
donde se recolectd el dltimo remanente de solvente, el cual se inyecto en el
equipo para analizarlo, una vez lavado el cabello se realizé todo el proceso de
analisis de Marihuana en pelo, los resultados se muestran en la Tabla 4-38, aqui

se aprecia que el lavado no presenta residuos de A%-THC, la muestra P3 no
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presenta datos para la muestra sin lavar, solo analizada, esto debido a que
estaba en una cantidad insuficiente para realizar los dos andlisis, asi que se
priorizo tratar la muestra con los lavados; la muestra P1 nos representa lo que
gueremos evitar tener falsos positivos producto de una mala descontaminacion
del cabello, pudiendo dar como positiva una muestra negativa (basandonos en
gue el limite es una concentracién > 0,05 ng/mg de pelo); la muestra P2 segun la
informacion recabada no habia tenido un consumo de Marihuana reciente, por lo
mismo la muestra analizada sin lavar no detecto A>-THC, ahora bien deberia de
al menos dar una concentracion semejante a la muestra que fue lavada, el que
haya esta diferencia se basa en que se trabajo con un mechon de pelo de
aproximadamente 30 cm de largo, en todo su largo, no empleando solo los 3
primeros centimetros por lo mismo puede que cuando se pesoé la muestra se
tomara mas pelo del extremo final que del se encuentra mas hacia la raiz y como
sabemos entre mas cerca se esta del extremo final, menor va a ser la cantidad
de analito que se va a encontrar, producto que existe una perdida a través del
tiempo. Por otro lado, la muestra P3 al ser analizada no se detecto la presencia

del analito.
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Tabla 4-38: Resultados de las concentraciones de A%-THC en muestras reales de

consumidores de Marihuana, considerando
descontaminacion de la matriz pelo.

Concentracioén

Muestra Rle;/l;l;idso de Muestra sin
lavar (ng/mgq)
P1 n.d 0,098
P2 n.d n.d
P3 n.d Sin datos

n.d: no se detecta

las muestras sin 'y con

Concentracion
de Muestra
con lavado

(ng/mg)
0,048
0,052

n.d
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5. CONCLUSIONES

Con respecto al cambio en el modo y volumen de inyeccion de 10 yL en modo
PTV a 2 uL en modo Splitless es posible realizarlo, pero los resultados del método
NO sON Ni exactos ni precisos para concentraciones nominales bajo los 0,5 ng/mg
de cabello, ademas no se puede emplear una extraccion en fase sélida, por lo

tanto, se debe continuar con la extraccion liquido-liquido establecida.

Se dej6 demostrado lo poco eficiente que son el Agua mas el solvente
Diclorometano por si solos para la descontaminacion externa del cabello,
cambiandose a un lavado que incluye el uso de dos solventes mas, en el
siguiente orden: Agua, Acetona, Metanol y Diclorometano, aumentando el tiempo
de contacto entre el cabello y el solvente, pasando de 11 minutos por triplicado
con el Diclorometano a 22 minutos por duplicado para cada uno de los 4

solventes.

Se puede combinar las metodologias de extraccion para Cocaina con la de
Marihuana empleando los residuos de cabello de la primera, pero la evidencia
sugiere que no es recomendable realizarlo ya que la concentracion nominal de
0,05 ng/mg (cut-off para determinar si una muestra es positiva 0 negativa para
A°-THC) no pudo ser detectada por el instrumento y el método empleado,
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pudiendo alcanzar solo hasta concentraciones nominales de 0,3 ng/mg de pelo,
con salvedades de 0,1 ng/mg. Por lo tanto se determina que si bien se puede
aplicar ambas metodologias, el andlisis de Marihuana en pelo por si solo es
mucho mas eficiente, ya que es capaz de detectar presencia de A>-THC en los

niveles de corte.

Por ultimo, no fue posible implementar una metodologia analitica para la
determinacion de marihuana y cocaina en conjunto en matriz pelo por
cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas, pero si se sientan
las bases a una mejora en el método y abre la posibilidad de poder emplearlo, se
recomienda realizar un poco mas de experimentacion principalmente a lo
observado al emplear diferentes tipos de tubos y las variaciones que se producen
si son de vidrio versus tubos de centrifuga de polipropileno, aunque hay que
evaluar los pro y contra de esto, en principio y segun lo observado seria mucho

mas recomendable que todos los andlisis se realizasen en tubos de vidrio.
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6. OBSERVACIONES

1. Dentro de la experimentacion muchas veces se encontrd con el problema
de que tras la agitacién para realizar la extraccién liquido-liquido, se
observaba una especie de floculo en la fase organica, que con la
centrifugacion muchas veces descendia pero en otras no, y lo que se
recomienda en caso de presentarse es dejar que la muestra decante sola
sin agitar, minimo 1 hora. En bibliografia se encontré que la extraccion
liquido-liquido del cabello tiende a generar una emulsion, por lo tanto, esto

es lo que se observo. (Lendoiro, 2016) (Society of Hair Testing, 1997)

2. Tras la derivatizacion en ocasiones se gener0 una capa de color blanco
por sobre lo derivatizado, esto se debe a que el derivatizante entré en
contacto con agua, por ser Concepcion una ciudad muy hdameda, la
recomendacion es que cada vez que se emplee, se trabaje en un éarea
cerrada, con desecadores y en lo posible controlar la humedad ambiental,
ademas de que una vez que se coloque a incubar, cerrar cada uno de los
viales con para film evitando a toda costa que vaya a entrar una gota de

agua.
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3. Con la aplicacion de la metodologia se deja constancia de que si se quiere
realizar un andlisis de una muestra de cabello por comparacion, la
cantidad de muestra tomada debe ser mayor, ya que como se comprobd

existe variabilidad entre una seccion de pelo y otra.
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ANEXO 1

LISTA DE VERIFICACION ANALISIS DE MARIHUANA EN MATRIZ PELO POR
CROMATOGRAFIA GASEOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE

MASAS
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LISTA DE VERIFICACION ANALISIS DE MARIHUANA EN
MATRIZ PELO POR CROMATOGRAFIA GASEOSA ACOPLADA A

C.R.Z.S. ESPECTROMETRIA DE MASAS

CONCEPCION

PR-UTF-

Extraccion de marihuana N2:........ccoeevvevvvevveeeevseennnnn.

Perito Confirmador:......ccccveeviiieieeieee e,
Técnico Laboratorio.......cccveeveecevie e
Muestra T:

Lo 9....
2o 10i s

K S 5
S 12,
LT 13
[ I S
/R 150

< S 16

Estandares Cerilliant:

- St.11-NOR-THC  fevriiiiiiinn,

- St.11-NOR-THC-D3  feeveveeeeeiinnnn

- St.A9THC

- St. A9-THC-D3 i
PROCEDIMIENTO

Controles:

Control positivo
Blanco

1. Revisar correcta rotulacion de muestras respecto a antecedentes periciales.

2. Medir la longitud total de la muestra de pelo, cortar 2 cm desde la raiz hacia la punta y pesar
entre 130 a 150 mg de pelo (almacenar remanente) y depositar en un tubo de vidrio de 10

ml.

3. Lavar el pelo depositando en el tubo, con 8 mL de agua destilada.

4. Agitar en vortex por 1 min a 2500 r.p.m.

5. Agitar por 10 min en agitador Multi RS-60.

6. Centrifugar por 1 min a 4500 r.p.m (sacar taba al tubo y colocar parafilm antes de centrifugar).

7. Secar pelo en estufa a una temperatura entre 80 - 85°C por aproximadamente 40 min, en

capsula de porcelana.

8. Lavar el pelo depositando en un nuevo tubo, con 8 mL de diclorometano.

9. Agitar en vortex por 1 min a 2500 r.p.m.

10. Agitar por 10 min en agitador Multi RS-60.

N B B B
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C.R.Z.S.

CONCEPCION

LISTA DE VERIFICACION ANALISIS DE MARIHUANA EN PR-UTF-
MATRIZ PELO POR CROMATOGRAFIA GASEOSA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASAS

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

Eliminar diclorometano.
Repetir dos veces mas desde el punto 8 a 11.
Secar el pelo bajo corriente de nitrégeno.

Cortar el pelo con tijeras hasta dejarlo casi polvo.

[]

Preparar los tubos de vidrio donde se depositaran las muestras, pesar exactamente 100
mg de pelo en el interior de este.

Agregar 2 ml de NaOH 1 M a cada tubo.

Agregar con micropipeta de volumen apropiado 20 pL de una solucion patréon de 10 pg/mL
de estandar interno (+)-11-nor-THC-COOH-D3 y 20 uL de estandar interno (-)- A°-
THC-D3, a todos los tubos, considerando blanco y control positivo.

Al control positivo agregar 20 pL de solucién patrén de 10 ug/mL de (+)-11-nor-THC-COOH,
y 20 uL de (-)-A%-THC, ademas de sobrecargar con el estandar interno correspondiente ya
mencionado.

L O

Agitar en vortex por 30 seg a 2500 r.p.m.

Colocar los tubos en bafio Maria por 30 min a 80°C con una agitacién de 70 U/min
(revoluciones por minuto)

Sacar tubos y dejar enfriar a temperatura ambiente.
Extraer el A>-THC con 2,5 mL de hexano : acetato de etilo (9:1) por 5 min a 2500 r.p.m.

Centrifugar a 2000 r.p.m por 3 min.

[]

Recuperar la fase organica (superior) en un vial &mbar de 5 mL (fraccion bésica).
Repetir una vez mas desde el paso 22 al 24.

Al remanente acuoso presente en el tubo, agregar 1 mL de buffer acetato de sodio 0,1 M (pH
4,5) y 1 mL de acido acético glacial, luego medir pH hasta alcanzar el 3 - 4.

oD 0o O OO Oododd

Agitar en vortex por 30 seg a 2500 r.p.m.

[]

Extrar el 11-nor-THC-COOH con 2,5 mL de hexano : acetato de etilo (9:1) por 5 min a 2500
r.p.m.

Centrifugar a 2000 por 3 min.

10 OO
[]

Recuperar la fase orgénica (superior) en un vial &mbar de 5 mL (fraccion acida).

Repetir una vez mas desde el paso 28 al 30.
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C.R.Z.S.

MATRIZ PELO POR CROMATOGRAFIA GASEOSA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASAS

LISTA DE VERIFICACION ANALISIS DE MARIHUANA EN PR-UTF-

CONCEPCION
32. Evaporar ambos extractos a sequedad bajo corriente de nitrégeno en bafio |:|
termorregulado a 35°C.
33. Derivatizar los extractos secos obtenidos, adicionando 50 uL de acetonitrilo y 50 uL de |:|
derivatizante BSTFA : TMCS (99:1).
34. Desplazar el oxigeno remanente en el vial aplicando una pequefia corriente de |:|
nitrégeno.
35. Agitar a 3000 r.p.m para homogenizar todo. |:|
36. Llevar a bafio Maria a 70 °C por 25 min. |:|
37. Transcurrido este tiempo, retirar los viales, llevar a centrifugacion por 1 min a 3500 r.p.m y
retirar en forma cuantitativa los 100 uL obtenidos en la reaccion para depositarlos en D
insertos de vidrio previamente colocados en viales de 1,5 mL para autosampler.
38. Proceder a sellar los viales y llevar a GC-MS para analisis. D
OBSERVACIONES:
Firma Perito: Firma Técnico:
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ANEXO 2

LISTA DE VERIFICACION ANALISIS CONFIRMATORIO DE COCAINA EN
MATRIZ PELO POR CROMATOGRAFIA GASEOSA ACOPLADA A

ESPECTROMETRIA DE MASAS
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e RT-TOXF-C-
3@‘%» e 0001/01
LISTA DE VERIFICACION ANALISIS CONFIRMATORIO DE
COCAINA EN MATRIZ PELO POR CROMATOGRAFIA GASEOSA | N° cCorrelativo
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASAS LVEC- /19

Gobierno de Chile

Extraccion de Cocaina en Matriz Pelo N9:......cccoevvviveeeivvveesneeennn,

O e ttteseettee st te e st e st teeeutes st aeeeteseses st aaeeaeeen sueeesate senbee st beeabeas e eesaeeeaeeeatesenbe et be eereen ehesenaeeeehabeenbeeateaebeentaneens
Muestra T: Controles:
Lo B Control positivo D
2o /2R Blanco |:|
B < S
Ao 1S TR
D 10,
Estandar Cerillant Adiciéon a muestras, | Estandar Cerillant Adicidn s6lo a
Blanco y Control Control Positivo
Positivo
Cocaina-D3 Cocaina
Benzoilecgonina-D3 Benzoilecgonina
6-MAM-D3 6-MAM
Codeina-D3 Codeina
Morfina-D3 Morfina

PROCEDIMIENTO

1. Revisar correcta rotulacion de muestras respecto a antecedentes periciales.

2. Medir la longitud total de la muestra de pelo, cortar 3 cm desde la raiz hacia la punta y pesar
entre 130 a 150 mg de pelo (almacenar remanente) y depositar en tubo de centrifuga
previamente rotulado de 15 ml. Realizar lo mismo con pelo blanco tanto como para el control
positivo como para el blanco

3. Lavar el pelo depositando en el tubo, con 8 mL de agua destilada.

4. Agitar en vortex por 1 min a 2000 r.p.m.

5. Agitar por 10 min en agitador Multi RS-60.

N N B O

6. Centrifugar por 1 min a 4500 r.p.m. Eliminar el remanente de agua. Luego con pinzas
traspasar el pelo a una capsula de porcelana previamente rotulada.
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3%“ smL RT-TOXF-C-
S, S 0001/01
LISTA DE VERIFICACION ANALISIS CONFIRMATORIO DE
COCAINA EN MATRIZ PELO POR CROMATOGRAFIA GASEOSA | N° correlativo
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASAS LVEC-.. /19

Gobierno de Chile

7. Secar pelo en estufa a una temperatura entre 85°C por aproximadamente 30 min, en capsula
de porcelana.

LI

8. Rotular nuevamente tubos de centrifuga y traspasar el pelo seco a ellos. Posteriormente
lavar el pelo depositando en el tubo, con 8 ml de diclorometano (Tener cuidado con el
diclorometano ya que borra los rétulos)

9. Agitar en vortex por 1 min a 2000 r.p.m.
10. Agitar por 10 min en agitador Multi RS-60.

11. Centrifugar por 1 min a 4500 R.P.M y eliminar diclorometano. Al eliminar el diclorometano
se puede perder pelo, tener cuidado en este paso

12. Repetir dos veces mas desde el punto 8 a 11.
13. Secar el pelo bajo corriente de nitrégeno.

14. En conos de papel previamente rotulados agregar la muestra correspondiente y proceder a
cortar el pelo con tijeras hasta dejarlo como un polvo.

I N N N I B

15. Preparar nuevos tubos de centrifuga rotulados donde se depositaran las muestras, blanco y
control positivo, tomando con micropipeta de volumen apropiado 15 puL de una solucion
estandar de 100 pug/mL de los estandares internos Cocaina-D3, Benzoilecgonina-D3, 6-
MAM-D3, Codeina-D3 y Morfina-D3. Luego evaporar bajo corriente de nitrégeno.

16. Al tubo control positivo adicionar ademas 15 pL de solucion estandar de 100 pg/mL de
solucién estandares Cocaina, Benzoilecgonina, 6-MAM, Codeina y Morfina. Luego evaporar
bajo corriente de nitr6geno.

17. Pesar exactamente 100 mg de pelo y depositarlo en los tubos para centrifuga con los
estandares sobrecargados

18. Agregar 1 ml de HCI 0,1 N a cada tubo. |:|

19. Colocar los tubos en bafio Maria por 18 horas, a 45°C-50°C con una agitacion de 70 U/min |:|
(revoluciones por minuto)

20. Sacar cada tubo y dejar enfriar a temperatura ambiente. Agregar 2 ml de buffer fosfato 0,1 |:|
M pH6 y adicionar 50 pL de NaOH 1 N.

21. Agitar por 10 min en agitador Multi RS-60

22. Centrifugar por 5 min a 4500 R.P.M.
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ﬁ%ﬂ Sh . RT-TOXF-C-
S, S 0001/01
LISTA DE VERIFICACION ANALISIS CONFIRMATORIO DE
COCAINA EN MATRIZ PELO POR CROMATOGRAFIA GASEOSA | N° correlativo
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASAS LVEC-. /19

Gobierno de Chile

23. Preparar la columna de extraccion instaldndola en el manifold y adicionando |:| |:|
consecutivamente al vacio 2 mL de metanol y 2 mL de buffer fosfato 0,1 M pH 6.0, evitando
gue la columna se seque (no utilizar vacio superior a 2 mm de Hg).

24, Cargar el sobrenadante obtenido producto del proceso de digestién del pelo en el punto 22, |:|

con pipetas pasteur teniendo extremo cuidado de no tomar restos de pelo, a una razén de 1
a 2 mL/min.

25. Una vez pasadas las muestras lavar la columna adicionando consecutivamnete al vacio 2
mL de agua destilada y 0,5 mL de acido acético 0,05 M

26. Secar la columna al vacio a 15 mm de Hg por 10 min
27. Adicionar 50 pL de metanol
28. Secar la columna al vacio a 15 mm de Hg por 1 min

29. Eliminar impurezas y residuos provenientes de la matriz eluyendo la columna
consecutivamente con 3 mL de hexano:acetato de etilo (80:20) y luego con 1 mL de
acetina:cloroformo (50:50)

30. Aplicar un pequefio vacio para retirar el solvente ocluido en las columnas

31. Eluir las drogas Dbésicas (cocaina, benzoilecgonina) con 3 ml de
diclorometano:isopropanol:amoniaco (78:20:2) y luego con 1 mL de acetato de
etilo:amoniaco (98:2), sin utilizar vacio. Depositar los extractos en viales de vidrio ambar de
4 mL previamente rotulados.

32. Evaporar los extractos obtenidos a sequedad bajo corriente de nitrégeno en bafio
termoregulado a 35 °C.

33. Derivatizar los extractos secos obtenidos, adicionando 50 pL de acetonitrilo y 50 yL de
derivatizante BSTFA:TMCS 99:1.

34. Desplazar el oxigeno remanente en el tubo aplicando una pequefa corriente de nitrégeno y
tapar el tubo en forma hermética.

35. Agitar a 3000 r.p.m girando el vial para arrastrar todo lo posible desde las paredes de este.
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RT-TOXF-C-
0001/01

LISTA DE VERIFICACION ANALISIS CONFIRMATORIO DE
COCAINA EN MATRIZ PELO POR CROMATOGRAFIA GASEOSA | N° Correlativo
e ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASAS LVEC- /19

36. Llevar a bafio maria a 70°C por 25 min

37. Transcurrido este tiempo, retirar los viales, llevar a centrifugacion por 1 min y retirar en forma
cuantitativa 100 pL obtenidos en la reaccion para depositarlos en insertos de vidrio
previamente colocados en viales de 1,5 mL para autosampler.

38. Proceder a sellar Iso viales y llevar a GC/MS para el analisis instrumental correspondiente.

OBSERVACIONES:

Firma Perito: Firma Técnico:
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ANEXO 3

LISTA DE VERIFICACION ANALISIS CONFIRMATORIO DE COCAINA EN
SANGRE POR CROMATOGRAFIA GASEOSA ACOPLADA A

ESPECTROMETRIA DE MASAS
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Gobierno de Chile

LISTA DE VERIFICACION ANALISIS CONFIRMATORIO DE
COCAINA EN SANGRE POR CROMATOGRAFIA GASEOSA
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASAS

RT-TOXF-C-
0001/01

N° Correlativo

LVEC-...../19

Extraccion de marihuana N2:.........coeevevvvevveievseennnnn.

1]

0K tttetee e eteee ettt eee et e eetese e e esb beeeessabeees besaesasabeseeasssae senssaeesassbae sennsebaeeas aeaeebebee sennbeaeesenbaesen esbee sennaeaeeeerneesenans
Muestra T: Controles:
Lo 1S S Control positivo
2 10, Blanco
B 5
Do 1
LSS 1 T
[T 14....
2 15
< S 16
Estandares Cerilliant: Fecha elaboracion N° Lote

- St. 11-NOR-THC . . R o

- St 11-NOR-THC-D3 e i,

- St. A 9-THC e

- St. A9-THC-D3 e
PROCEDIMIENTO

1. Revisar correcta rotulacion de muestras respecto a antecedentes periciales.

2. Prepara los tubos de centrifuga donde se depositaran las muestras.

Tomar 30 pL de una solucién estandar de 10 pg/mL de estandar interno (+-)-11-nor-9- |:|
carboxy-delta 9-tetrahidrocanabinol D3 y 15 pyL de estandar interno delta 9-
tetrahidrocanabinol D3, y agregar a todos los tubos, considerando blanco y control positivo.

Al control positivo agregar 30 plLde solucién estandar de 10 pg/mL de (+-)-11-nor-9-carboxy-

delta 9-tetrahidrocanabinol, 15 pL de 10 pg/mL de delta 9-tetrahidrocanabinol y 15 pL

de 10 D

pg/ml de 11-OH-9-tetrahidrocanabinol. Ademas de sobrecargar con el estdndar interno

correspondiente ya mencionado.

Llevar a sequedad los tubos bajo corriente de nitrégeno

157




Gobierno de Chile

LISTA DE VERIFICACION ANALISIS CONFIRMATORIO DE

RT-TOXF-C-
0001/01

COCAINA EN SANGRE POR CROMATOGRAFIA GASEOSA N° Correlativo

ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASAS LVEC-....

el 19

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Depositar 3 mL de muestra de sangre correspondiente a cada tubo correctamente rotulado
y 3 ml de sangre control a su correspondiente tubo.

Agitar cada tubo en vortex a 300 rpm por 30 segundos

Adicionar 6 ml de Acetonitrilo y agitar inmediatamente en vortex a 300 rpm por 2 minutos
cronometrados

Luego centrifugar a 4400 rpm por 15 minutos

Proceder a extraer el sobrenadante y colectarlo en Tubos de centrifuga plasticos de 50 mL
limpios

Agregar 10 ml de solucién Acido Acético 100 mM vy agitar con vortex a 3000 rpm por 30
segundos

Preparar la columna de extraccién instandola en el manifold y adicionando
consecutivamente al vacio 2 mL de metanol y 2 mL de Solucién Acido Fosforico 50 mM,
evitando que la columna se seque (no utilizar vacio superior a 2 mm de Hg)

Cargar sobrenadante obtenido a razén de 1 a 2 mL/min.

Lavar la columna adicionando consecutivamente al vacio 9 ml de &cido Fosforico 50 mM y 3
mL de &cido Fosforico 50 mM / Metanol (80/20)

Secar la columna al vacio a 15 mm de Hg por 10 min
Adicionar 200 pL de hexano ( no aplicar vacio)

Eluir las drogas acidas (+-)-11-nor-9-carboxy-delta 9 tetrahidrocanabinol con 2 mL de
hexano/acetato de etilo (80/20). Depositar los extractos en viales de vidrio ambar de 4 mL.

Aplicar un pequefio vacio para retirar el solvente ocluido en las columnas

Evaporar los extractos obtenidos a sequedad bajo corriente de nitrégeno en bafio
termoregulado a 35°C.
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Gobierno de Chile

LISTA DE VERIFICACION ANALISIS CONFIRMATORIO DE
COCAINA EN SANGRE POR CROMATOGRAFIA GASEOSA
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASAS

RT-TOXF-C-
0001/01

N° Correlativo

LVEC-...../19

20.

21.

22,

23.

24,

25.

Derivatizar los extractos secos obtenidos, adicionando 50 pL de acetonitrilo y 50 pL de

derivatizante BSTFA:TMCS 99:1.

Desplazar el oxigeno remanente en el tubo aplicando una pequefia corriente de nitrégeno y |:|

tapar el tubo en forma hermética

Agitar a 3000 rpm girando el vial para arrastrar todo lo posible desde las paredes de este. |:|

Llevar a bafio maria a 70°C por 25 minutos

[]

Transcurrido este tiempo, retirar los viales, llevar a centrifugacion por 1 min. A 3500 rpm y |:|
retirar en forma cuantitativa los 100 pL obtenidos en la reaccion para depositarlos en insertos

de vidrio previamente clocados en viales de 1.5 mL para autosampler.

Proceder a sellar los viales y llevar a GC/MS para el analisis instrumental correspondiente. |:|

OBSERVACIONES:

Firma Perito: Firma Técnico:
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ANEXO 4

ESQUEMA DE LA METODOLOGIA 3.2.4.3 TERCERA PARTE: PRUEBAS DE

CONTAMINACION EXTERNA Y VARIACIONES EN EL LAVADO
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x3

PARTE 1: CONTAMINACION DE LA MATRIZ

x3

x3

Rotulado como: Dia 1
Peso pelo: ~ 650 mg

Rotulado como: Dia 4
Peso pelo: ~ 650 mg

Rotulado como: Dia 7
Peso pelo: ~ 650 mg

Depositar el humo de cada inhalacién de marihuana

@2}9 dentro del tubo y sellar

Traspasar muestra de pelo a un tubo limpio una vez cumplido el tiempo de exposicién

t’ expuesto: 2 Dia

t’ expuesto: 3.5 Dias

t’ expuesto: 7 Dias

Tomar muestra de 100 mg de pelo vy llevar a analisis

PARTE 2: LAVADOS

Tomar muestra ~120mg de pelo

Depositar en tubo de centrifuga de 15 mL

Continua
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LAVADO TIPO 1

LAVADO TIPO 2

LAVADO TIPO 3

Agregar 4 mL de agua destilada

Agitar durante 1 min

e

Agitar durante 10 min

.’ ‘
-8

\ >

|\

Agitar durante 2 min

i

Agitar durante 20 min

Agitar durante 20 min

p—

Ty

=

Centrifugar por 1 min a 4500 r.p.m

Sobrenadante

Pelo

Lavado TIPO 1

Lavado TIPO 2

Lavado TIPO 3

Continua
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Lavado TIPO 1 Lavado TIPO 2 Lavado TIPO 3

Eliminar Eliminar Eliminar
sobrenadante sobrenadante sobrenadante

Pelo conservar

Pelo Pelo
\, w en el tubo

Repetir desde
/ agregar 4 mL de
agua destilada

80°C
Por 40 min

Traspasar el pelo seco a un tubo de
centrifuga de 15 mL

Agregar 4 mL de Diclorometano Agregar 4 mL de Acetona

=

.

i)

Agitar durante 1 min

Agitar durante 10 min Agitar durante 20 min Agitar durante 20 min

g‘ Centrifugar por 1 min a 4500 r.p.m

Continua
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Sobrenadante

Pelo

Lavado TIPO 1

N

Recolectar el
sobrenadante

1.

Evaporar
|

Derivatizar
T
Analizar
por GC-MS

Pelo conservar
en el tubo

Lavado TIPO 2

N

Recolectar el
sobrenadante

KI‘

Evaporar
|

Derivatizar
T
Analizar
por GC-MS

Pelo conservar
en el tubo

Lavado TIPO 3

S

Recolectar el
sobrenadante

K.I‘

Evaporar
T

Derivatizar

Analizar
por GC-MS

Pelo conservar
en el tubo

Repetir por 6
veces desde
agregar 4 mL de
Diclorometano

Repetir por 6
veces desde
agregar 4 mL de
Diclorometano

Repetir una vez
mas desde agregar
4 mL de Acetona

Agregar 4 mL de Metanol

=
5

Agitar durante 2 min

+

Continua
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Sobrenadante -

Pelo | 4mm

Agitar durante 20 min

Centrifugar por 1
min a 4500 r.p.m

| Recolectar el

A

sobrenadante

—» Evaporar —» Derivatizar

1.

'

Analizar
por GC-MS

Pelo conservar
en el tubo

Repetir una vez mas desde
agregar 4 mL de metanol

Agregar 4 mL de Diclorometano

=

A

")

Agitar durante 2 min

A

Analizar

Agitar durante 20 min

=
Centrifugar por 1
_ min a 4500 r.p.m

.

Derivatizar <

por GC-MS

Evaporar [

Recolectar el
sobrenadante

Sobrenadante

Pelo

Pelo conservar
en el tubo

Repetir una vez mas desde
agregar 4 mL de Diclorometano
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ANEXO 5

INFORMACION SOBRE MODOS DE INYECCION PTV Y SPLITLESS
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MODO DE INYECCION PTV

Corresponde a un modo de inyeccién a Temperatura Programada, que puede
funcionar a temperatura constante o variable. La muestra se inyecta en un inserto a
temperatura ambiente o subambiente que luego se calienta rapidamente con un
gradiente lineal o balistico de temperatura programable permitiendo que cada
compuesto evapore segun su punto de ebullicion a temperatura inferiores a las que
puedan causar descomposicion. Ademas una variante consiste en mantener el
inserto del inyector a una temperatura adecuada para la evaporacion y purga del
solvente manteniendo en el inserto los compuestos de interés de mayor punto de
evaporacion. Este procedimiento puede repetirse varias veces para conseguir la
concentracion de analitos a nivel de trazas. Tras varias inyecciones se calienta el
inserto para vaporizar los compuestos de interés preconcentrados e introducirlos en
la columna. Para obtener los mejores resultados la temperatura inicial de la columna
se mantiene baja durante el proceso inicial de eliminacion de solvente o de
concentracion de analitos y se calienta segun el programa de temperaturas después

de que el inserto alcance su temperatura maxima. (Cromlab S.L, 2015).

MODO DE INYECCION SPLITLESS

Modo que consiste en una inyeccion sin division que es una variacion de la inyeccion
dividida y se disefi¢ particularmente para andlisis de trazas en muestras altamente
diluidas, presenta la ventajas de usar una banda de inyeccion estrecha a través de

'reenfoque por solvente' y ‘atrapamiento en frio', discriminaciéon de componentes de
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muestra de alto punto de ebullicion, y se realiza de la siguiente manera (Chemistry

LibreTexts, 2019):

Se inyecta una muestra en un inyector caliente mientras la salida dividida

esta cerrada.
La muestra se evapora y es (casi) totalmente transferida a la columna.
Después de un tiempo (el tiempo sin division) se abre el divisor.

Cualquier muestra y vapor de disolvente presente en el divisor se ventila a

traves de la abertura dividida. El horno se mantiene frio durante ese tiempo.

Después de abrir el divisor, se inicia un programa de temperatura y se

inicia la separacion cromatografica real. (Chemistry LibreTexts,2019)
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ANEXO 6

EJEMPLOS DE CALCULOS REALIZADOS
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Calculos para Preparacion de soluciones patrén o estandar

Se prepararon una serie de diluciones en metanol a partir de los Estandares
Cerilliant® A°>-THC (concentracion 1,0 mg/mL) y A>-THC-Ds (concentracién 100 pg/
mL), obteniéndose diluciones de concentracion conocida siendo para:

e A°S-THC: 100 ng/uL; 10 ng/uL y 1 ng/uL

e AS-THC-Ds: 10 ng/uL

Ejemplo de célculo:

[CJi X [V]i = [C]f x [VIf

[C]i: Concentracion inicial
[V]i: Volumen inicial

[C]f: Concentracion final
[V]f: Volumen final

Para A%-THC-Ds: Vi= 10 ng/ pL x 3 mL
100 ng/pL

Vi= 0,3 mL= 300 pL

Se midié el volumen de 300 pL con una micropipeta y se complet6 a volumen con
2700 pL de Metanol medidos igualmente con una micropipeta.

Céalculos de carga de Estandar interno para todos los tubos

La concentracion de Estandar interno que deben tener los tubos de muestras es
de 2ng/mg de pelo de A®-THC-Ds.

Los célculos son de la base de 100 mg de cabello.

La Concentracion del estandar interno es de 10 ng/ L.

Entonces:

La cantidad de Volumen que se agregara a cada tubo sera de 20 L ya que:
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2 ng AS-THC-D3 > 1 mg de cabello
X - 100 mg de cabello
X= 200 ng A°-THC-D3
200 ng A%-THC-D3> Y
10 ng AS-THC-D; > 1L
Y= 20 uyL

Célculos de carga de Estandar A%-THC

Las concentraciones en que se presenta el Estandar son:

e A°-THC: 100 ng/uL; 10 ng/uL y 1 ng/uL

Los calculos son de la base de 100 mg de cabello.
Y dependiendo de la Concentracion nominal asi se calcula en volumen a cargar
Por ejemplo:

¢,Cudl sera el Volumen a cargar si se quiere una concentracion nominal de 0,05
ng/mg de pelo, usando el estandar A%-THC de 1 ng/ pL?

La cantidad de Volumen que se agregara a cada tubo sera de 5 pL ya que:

0,05 ng A%>-THC = 1 mg de cabello
X - 100 mg de cabello
X=5ng A%-THC
5ng A>-THC >Y
1ng A>-THC > 1L
Y=5uL
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Calculo del Coeficiente de Variacion

Se emple6 CV =g . 100%

Xi |Q

Donde:
o : Desviacion estandar y
X: Promedio

Ejemplo:

Para la Concentraciéon nominal 0,05 ng/mg el promedio de las concentraciones
reales obtenidas es de 0,048 ng/mg con una desviacion estandar de 0,0157.

Si realizamos la operacion matematica:

0,0157
0,048

*100% = 32,70 %
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