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RESUMEN

Se valido el método analitico usado en la determinacion de Cannabis sativa que ingreso al
Laboratorio de Quimica Forense de la Provincia de Chimborazo en el periodo Septiembre 2014
- Enero 2015, empleando ensayos presuntivos como pruebas colorimétricas: Duquenois -
Levine y Sal de azul s6lido B dando positivo para Cannabis sativa mediante el cambio de color.
Ademas la presencia de tricomas cistoliticos tras la observacion microscépica. Se aplicaron
también ensayos confirmatorios como Cromatografia en Capa Fina que revelo la presencia de
manchas en las zonas donde se encuentran los cannabinoides. Asimismo la técnica de
Espectroscopia Infrarroja, con el fin de hacer una valoracion del método, por lo cual se
analizaron varios parametros establecidos por la Oficina de Naciones Unidas contra la Droga y
el Delito, como el Limite de deteccidn, obteniéndose 8.64mg/L de concentracién del analito que
puede detectar el equipo, para la Precision del método en condiciones de repetibilidad, se
obtuvo una desviacion estandar relativa de 4.40% por debajo del limite de 5% permitido. En la
determinacion de Especificidad, los espectros de las muestras no presentan interferencias con el
pico caracteristico de los cannabinoides. También se valord la Estabilidad del método, las
muestras sometidas a diferentes condiciones de almacenamiento no se interponen con los picos
propios para cannabinoides. En conclusion se comprob6 que el equipo infrarrojo cumple con los
requerimientos para los que fue disefiado, sabiendo que los parametros de desempefio del
método proporcionaran un alto grado de confianza y seguridad de los resultados, garantizando
informes periciales de excelente calidad como respaldo para impartir justicia. Se recomienda
hacer la verificacion del método en la identificacion cualitativa de grupos delta-9-

tetrahidrocarbocannabinol por Espectroscopia Infrarroja de transformada de Fourier.

Palabras clave: <MARIHUANA> <CANNABINOIDES> <VALIDACION>
<VERIFICACION> <CONTROL DE CALIDAD> <ESPECTROSCOPIA INFRARROJA>
<ESPECTROS> <REPETIBILIDAD> <CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA>
<TRICOMAS>

viii



SUMMARY

The analytical method was validated in the determining of Cannabis sativa which entered to
the Forensic Chemistry laboratory in the Chimborazo province from September 2014 to January
2015, using presumptive tests as colorimetric tests: Duquenois - Levine and Salt solid blue B
testing positive for Cannabis sativa by changing color. Also it found the presence of trichomes
after the microscopic observation. Confirmatory tests were also applied as chromatography in
thin layer which revealed the presence of spots in cannabinoids areas. Furthermore Infrared
Spectroscopy technique in order to make an assessment of the method by which some
parameters set by the United Nations Office on Drugs and Crime were analyzed,, as the
detection limit, obtaining 8.64mg / L of analyte concentration that can detect the equipment to
the accuracy of the method under repeatability conditions, was obtained a relative standard
deviation of 4.40% below the allowable limit of 5% . In the determination of specificity the
spectra of the samples do not show interference with the characteristic peak of cannabinoids.
The stability of the method was also evaluated; the samples subjected to different storage
conditions do not stand with their own peak to cannabinoids. In conclusion it was found that the
infrared equipment complies with the requirements for which it was designed, knowing that the
performance parameters of the method provide a high degree of trust and confidence of results,
ensuring expert reports of excellent quality as a support to provide justice. It is recommended to
verify the data approach in the qualitative identification of delta-9-tetrahidrocarbocannabinol

groups by Infrared Spectroscopy Fourier transform.

Key words: <CANNABIS> <CANNABINOIDS> <VALIDATION> < VERIFICATION >
<QUALITY CONTROL> <INFRARED SPECTROSCOPY> <SPECTRA>
<REPEATABILITY> <CHROMATOGRAPHY IN THIN LAYER > <TRICHOMES>



CAPITULO I

1 INTRODUCCION

1.1 Situacion Problematica

En la actualidad se desarrollan un sin nimero de técnicas con el objetivo de recaudar
informacién adecuada de la sustancia a analizar, estos andlisis cada vez demandan un mayor

porcentaje de confianza en sus resultados.

El costo para realizar estas mediciones generalmente es muy elevado y se pueden generar ciertas
variantes que permitan costos adicionales en cuanto a la toma de decisiones basadas en los
resultados. Por ejemplo, en un alimento al realizar las diferentes pruebas que muestren que este
no es adecuado para el consumo humano, las mismas pueden terminar en demandas por
compensacion; en drogas prohibidas cuyas resultados confirmen su presencia podrian ocasionar
multas ademas de encarcelamiento y peor adn la ejecucion en algunos paises. Es por esta razon
gue es de suma importancia dar un resultado correcto y ser capaz de demostrar lo que en verdad

€s.

El resultado de una determinada prueba puede tener poco valor si ésta no es confiable y por lo
tanto su analisis no debid efectuarse de ese modo. Si un “cliente” solicita se realice un test a un
laboratorio, este debe tener un conocimiento a un nivel superlativo, que el cliente no posee. Lo
gue busca el cliente es confiar en los resultados obtenidos por parte del laboratorio. De esta
manera, el laboratorio debe entregar los resultados que han demostrado ser “adecuados para el

uso previsto” y asi corresponder a la confianza del cliente.

En la literatura cientifica podemos encontrar informacién relacionada con los métodos de
validacion, principalmente acerca de métodos especificos de analisis y medicion, sin embargo,
estos no son manejados adecuadamente. La mayoria de analistas no desarrollan protocolos
internos de validacion ya que ven a este proceso como algo que solo puede hacerse de manera

externa al laboratorio.

La validacion del método es fundamental debido a que, a través de este proceso podemos

conocer los parametros de desempefio del método que proporcionardn un alto grado de
-1-



confianza y seguridad de los resultados que se obtienen, ademéas con este proceso los
laboratorios podrén conseguir acreditarse y ser reconocidos como competentes demostrando que
operan con un sistema de calidad, tienen competencia técnica del tipo de ensayo y/o calibracion

que realizan y generan resultados técnicamente validos.

1.2 Formulacién del Problema

Un laboratorio de analisis debe asegurar la obtencion de resultados altamente confiables. Si las
medidas que se realizan en el &mbito de analisis no estan respaldadas por un adecuado proceso
de muestreo, de calibracion, de instrumentos, de control en la calidad y manejo adecuado de
reactivos y personal capacitado, no se podria garantizar de alguna manera el reporte de
resultados veraces y su proposito principal, la produccion de informes periciales de excelente

calidad como respaldo para impartir justicia.

Para los laboratorios forenses, la responsabilidad en el reporte de resultados es preponderante ya
que sus analisis sirven como prueba para dar certeza al juez de la comisién de un delito y por
consiguiente, la imposicion de la pena, por esta razon surge la idea de establecer este proyecto
de tesis “VALIDACION DEL METODO DE ESPECTROSCOPIA INFRARROJA PARA LA
DETERMINACION DE Cannabis sativa EN MUESTRAS INCAUTADAS QUE INGRESAN
AL LABORATORIO DE QUIMICA FORENSE DEL DEPARTAMENTO DE
CRIMINALISTICA DE CHIMBORAZO”.

La cual consiste en hacer una valoracion del método tanto como de los procesos, asi como la
calificacion de equipos y sistemas, que van a permitir al Laboratorio de Quimica Forense
trabajar con métodos eficaces que ofrezcan alto grado de confianza y seguridad en los
resultados, lo que garantizara la minimizaciéon del nimero de fallos y repeticiones asi como

también ahorro de costes en la determinacion del analito correspondiente.

1.3 Justificacion teodrica

El proposito de la validacion del método de espectroscopia infrarroja es servir de introduccion,
ademas, que el protocolo para validar métodos analiticos se lo utilice de orientacion préctica a
los analistas dentro del marco de sus programas internos en relaciéon a la garantia de calidad

actuales.



Asi también que sirva para incitar a los laboratorios a tener en cuenta los problemas que plantea

la garantia de calidad, las buenas précticas de analisis de drogas por parte de los laboratorios.

1.4 Justificacién préctica

La finalidad de la validacion es asegurar que los resultados que se obtienen sean los
correspondientes a los fines previstos, asimismo que sean de ayuda a los analistas como una
guia préctica en cuanto a la manera de validar métodos cualitativos enfocandose en el analisis
de drogas ilicitas en materiales incautados que faciliten a identificar de un modo réapido y

sistematico los requisitos que han de cumplirse para la validacion.

1.5 Objetivos

1.5.1 Obijetivo general

Validar el método de Espectroscopia Infrarroja para la determinacion de Cannabis sativa en

muestras incautadas que ingresan al Laboratorio de Quimica Forense del Departamento de

Criminalistica de Chimborazo.

1.5.2  Objetivos especificos

= Establecer experimentalmente los valores de los parametros como selectividad, limite de
deteccion, precision y estabilidad con el fin de establecer un nivel de concentracion definido

para el andlisis.

= Identificar cualitativamente la presencia de grupos delta-9-tetrahidrocarbocannabinol en las

muestras incautadas mediante el método de Espectroscopia Infrarroja.

= Comparar el método de Espectroscopia Infrarroja con el método de Cromatografia en capa

fina para comprobar su efectividad en la determinacién.



CAPITULO II

2 MARCO TEORICO

2.1 Marco Filosofico o epistemolégico de la investigacion

Willian Herschel un astronomo ingles describio los infrarrojos en 1800. Herschel coloco
un termoémetro de mercurio en el espectro obtenido por un prisma de cristal con la finalidad de
medir el calor que emite cada color. Descubrio que el calor era mas poetnte al lado del rojo
del espectro y observo que alli no habia luz. Este es el primer experimento que muestra que el
calor puede transmitirse por una forma invisible de luz. Herschel denominé a esta radiacion
"rayos caléricos", denominacion bastante popular a lo largo del siglo XIX que, finalmente, fue

dando paso al mas moderno de radiacién infrarroja.(NAKAMOTO, 1997)

Los primeros instrumentos en detectar radiacion infrarroja fueron los bolémetros, que captan

radiacion por el aumento de temperatura por parte del detector absorbente.

A principios de los afios ochenta, la mayoria de los instrumentos para la region del infrarrojo
medio eran de tipo dispersivo, y empleaban redes de difraccion.

Sin embargo, a partir de ese momento hubo cambios en la instrumentacién del infrarrojo medio,
de tal manera que los instrumentos nuevos son del tipo de transformada de Fourier en su
mayoria. Los fotdbmetros compuestos por filtros de interferencias también sirven para medir la

composicién tanto de gases como de contaminantes atmosféricos.

En los Gltimos afios, de espectrometros de transformada de Fourier relativamente baratos se
produjo una ampliacién tanto en el nimero y tipo de aplicaciones de la radiacion del infrarrojo
medio. Debido a que los instrumentos interferométricos logran una mejor magnitud de la
relacion sefial-ruido y de los limites de deteccion en comparacion con los instrumentos

dispersivos.

La region del infrarrojo medio antes se usaba para el andlisis organico cualitativo asi como
también para la determinacién estructural con base en los espectros de absorcion. Ahora con la

aparicion de estos instrumentos, la region espectral del infrarrojo medio se esta comenzando

-4-
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ampliar en el andlisis cuantitativo de muestras complejas, por medio de espectrometria de
absorcion y emision. Asimismo un aumento en las aplicaciones para esta region espectral en los
estudios microscopicos tanto de superficies, como para analisis de solidos mediante reflectancia
total atenuada y reflectancia difusa, medidas fotoacusticas entre otras.

La utilizacion de la region espectral del infrarrojo lejano, aunque en potencia bastante Util, en el
pasado estuvo limitada como consecuencia de dificultades experimentales. Las escasas fuentes
de este tipo de radiacion son muy débiles y ademas se atentian por la necesidad de utilizar filtros
gue seleccionan o6rdenes espectrales para evitar que la radiacién de mayor energia que emerge

de la red de dispersion alcance el detector.

Los espectrometros de transformada de Fourier, con un rendimiento muy superior, alivian en
gran parte este problema y hacen a la region espectral del infrarrojo lejano mucho mas accesible

para IOS quimlcos (SKOOG, 2007, pags. 430-431)

En el laboratorio forense, la espectroscopia es una de las técnicas mas utilizadas en el analisis de
sustancias controladas, empleado como un método de confirmacion para la identificaciéon de
compuestos organicos, debido a la singularidad del espectro infrarrojo en moléculas organicas

muy similares.

2.2 Antecedentes de la investigacién

Desde hace 4000 afios se han usado con varios propésitos los productos de Cannabis sativa
manteniéndose en un perfil bajo, sin embargo, a partir de los afios 1960 a través de varios
estudios epidemioldgicos se revela que el consumo de marihuana estaba muy extendido entre

adolescentes y adultos jovenes convirtiéndose en un grave problema social y de salud publica.

(HALL, 2009, pags. 374:1383-1391)

En la actualidad el consumo de marihuana se ha convertido un problema global que involucra
tanto a paises con ingresos altos como bajos e intermedios, de igual manera, que el consumo es

mayor en personas con trastornos mentales. (HALL. 2001, pégs. 31:659-668)

Las Naciones Unidas a través de los datos que genera estim6 que en el afio 2006 mas de 160
millones de personas estaba usando productos de Cannabis sativa, cifra que corresponde a un

3.9% de la poblacién mundial, con edades 15y 64 afios. (UNoDC. 2007)



Se menciona ademas que los paises donde existe un consumo mas alto de marihuana es en
Estados Unidos, Australia y Nueva Zelanda seguidos por diferentes paises de Europa
Occidental. Diferentes estudios revelan que hasta un 15% de la poblacion adulta del Continente
Americano y de Europa Occidental habia experimentado alguna vez con marihuana. Proporcion
que llega al 50% entre adolescentes y adultos jovenes.

Estados Unidos es el pais que tiene un mayor consumo de drogas (alcohol, tabaco, cannabis y

cocaina, en ese orden); indices que son alarmantes ya que supera ampliamente a otros paises.

(DEGENHARDT, 2008, pags. 5:1053-1067.)

El mismo informe indica que la “droga” ilicita que mas consumen los norteamericanos es la
marihuana. La investigacion de NSDUH-2008 (National Survey on Drug Use and Health-2008)
menciona que 15.2 millones de estadounidenses por lo menos una vez en el mes consumieron

marihuana datos que fueron revelados previo a una encuesta. (NSDUH, 2008)

Datos histéricos por parte de MFS (Monitoring the Future Survey), indican que el consumo de
marihuana por adolescentes y adultos jévenes, después de un ascenso significativo en el
periodo 1994-1997 y de un descenso marcado en el periodo 1998-2007, ahora siguen subiendo,

debido a las nuevas regulaciones sobre la marihuana. ®Fs.2008)

En 2009 otro estudio indica que el 11.8% de los alumnos del 8° grado (12-13 afios) habia
consumido marihuana en el afio previo a la encuesta y un 6.5% de estos fueron usuarios
frecuentes de dicha droga. Entre alumnos del 10° grado (15-16 afios), 26.7% habia consumido
marihuana en el afio anterior y 15.9% fueron usuarios frecuentes. En los alumnos de 12° grado
(17-18 afios) la incidencia fue todavia mayor; el 32.8% consumié marihuana en el afio previo y

20.6% fueron usuarios regulares.

Los datos generados presentan que en Estados Unidos un 20-30% de los que alguna vez
fumaron marihuana se convierten en consumidores semanales y que un 10% se convierte en

usuarios cotidianos. (NiH. 2014)

En el mismo pais el exceso del consumo de marihuana inicia a la edad de los 12 afios, alcanza
su tope entre los 20 y 25 para luego decaer, cuando los jovenes tienen empleo, se casan o tienen
hijos. De las cifras antes mencionadas se deriva que algunos usuarios admiten que fuman
marihuana de 20-30 veces al mes, mientras que en otros usuarios el consumo promedio es de

cinco carrujos al dia.



En Ecuador, el Plan Nacional de Prevencidn Integral y Control de Drogas 2009-2012 indica que
a nivel nacional las drogas ilicitas con un mayor consumo son marihuana, cocaina y base de
pasta. En cuanto a drogas sintéticas tras la realizacion de investigaciones tenemos al éxtasis

como droga que empieza hacer consumida en el pais. (Cosep.2010)

Dentro de las principales causas para el consumo de las sustancias psicoactivas podemos
indicar: aspectos culturales, migracion, desintegracion familiar, escasa comunicacion familiar,
carencia de educacion integral en los niveles educativo, laboral, comunitario-familiar,

deficiencia del sistema educativo, influencia de grupo e inadecuada utilizacion del tiempo libre.

El caracter internacional del problema de las drogas y la delincuencia exige que los analisis de
los laboratorios nacionales y sus resultados sean de calidad, dadas las importantes repercusiones
que tienen en el sistema de justicia, la aplicacion de la ley, la prevencién de la delincuencia y
del trafico de drogas y las politicas sanitarias, asi como en la armonizacion internacional y el

intercambio mundial de informacién y de datos.

La elaboracion de métodos analiticos de deteccion y valoracion internacionalmente aceptables
contribuye enormemente al logro de esos objetivos. Ademas, habiéndose reconocido la
importancia de la exactitud de los analisis, se recomienda cada vez méas que los laboratorios
apliquen procedimientos de garantia de calidad, como la participacion en programas de control
de competencia y acreditacion de laboratorios, y adopten buenas practicas de laboratorio o
cumplan la norma ISO/IEC 17025:2005 (UNoDC, 2009)

A fin de lograr este objetivo, la UNODC ha venido publicando una serie de manuales dirigidos
a los laboratorios nacionales sobre los métodos de analisis de drogas en materiales incautados y
especimenes biol6gicos, y procura constantemente prestar asistencia a los laboratorios
nacionales en las cuestiones relativas a la garantia de calidad. Para ello prepara nuevos
manuales que ayuden a los laboratorios a responder a las nuevas exigencias en la materia y

actualiza los ya existentes.

Recientemente se publicaron dos manuales de orientacién, uno sobre la implantacién de un
sistema de gestion de la calidad en los laboratorios de anélisis de drogas y el otro sobre la
validacion de métodos analiticos y la calibracion del equipo utilizado para el anlisis de drogas

ilicitas en materiales incautados y especimenes bioldgicos. (UNobc. 2009



2.3 Bases Tedricas

2.3.1 Validacién

Un paso elemental que asegure que los resultados por dicho método son técnicamente validos,
exactos y confiables es a lo que se lo conoce como validacién. Sin embargo, parece ser escaso

saber lo que se necesita realizar, de por qué debe hacerse y cudndo debe hacerse. EURACHEM, 1998)

En la literatura cientifica podemos encontrar informacion relacionada con los métodos de
validacidn, principalmente acerca de métodos especificos de analisis y medicion, sin embargo,
estas no son manejadas adecuadamente. La mayoria de analistas no desarrollan protocolos
internos de validacién ya gque ven a este proceso como algo que solo puede hacerse de manera

externa al laboratorio.

La validacion del método es fundamental porque a través de este proceso podemos conocer los
parametros de desempefio del método, ademas nos proporciona un alto grado de confianza y

seguridad de los resultados que se obtienen. (EURACHEM, 1998)

2.3.1.1 La validacion como requisito de la norma COVENIN 2534:2000

En la Norma COVENIN 2534:2000 (soice 199 hay exigencias técnicas para la validacion de
métodos, para garantizar que el laboratorio analice y tenga bajo control los factores que incide
tanto en la confiabilidad y exactitud de los resultados para los fines previstos.

Los métodos que manejan en el laboratorio establece la validacion de:

= Métodos no normalizados.

= Meétodos disefiados o desarrollados por el laboratorio

= Maétodos normalizados utilizados fuera de su alcance proyectado

Métodos normalizados que han sido modificados o ampliados. (VsP. 2002

De manera obligatoria el requisito establece que:

- Se debe registrar por parte de los laboratorios todos los resultados que se hayan obtenido,
asi como el procedimiento que se realiz6 para la validacion del método y declarar la

conformidad de que el método de ensayo es el apropiado para los fines previstos.
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El rango y la exactitud de los valores (pardmetros de desempefio) que se logran con los
métodos validados (limite de deteccion, selectividad, linealidad, repetibilidad,
reproducibilidad, robustez, etc.) tal como fueron evaluados para los fines previstos deber ser

acertados a las necesidades del cliente. (GELWICKs, 2003)

El requisito sugiere que:

- Tanto el método de ensayo como la validacion deben ser extensivos segln asi se lo requiera,
tomando en cuenta que debe incluir procesos acerca del muestreo, el manejo y el trasporte

de la muestra a analizar.

- Para establecer los parametros de cémo se desempefia el método se debe aplicar la
calibracion a través de patrones de referencia o materiales de referencia, la comparacion con
otros métodos de andlisis para ver resultados, asi como la comparacién interlaboratorios y la

evaluacién de la incertidumbre.

- La validacion debe incluir la especificacion de los requisitos y la comprobacion de los

mismos, la determinacion caracteristica del método y una declaracion sobre la validez.

Para la validacion debe haber un balance entre costos riesgos y posibilidades técnicas

(THOMPSON, 1993, pags. 2123-2144)

2.3.1.2 Tipos de validacion

2.3.1.2.1 Validacion retrospectiva

Este tipo de validacion empleado en los laboratorios se utilizan para aquellos métodos que no
estan normalizados, es decir, en base de datos experimentales de un sin nimero de recopilacion
de informacion por parte del mismo, que incluye resultados de ensayos, curvas de calibracion,

cartas de control, ensayos de aptitud.

Por medio de estos, se pretende establecer los pardmetros para la validacion, y si los resultados

obtenidos son los aceptables para los fines previstos. (sP. 2010, pég. 20)



2.3.1.2.2 Validacion prospectiva

Son aquellos que se forman mediante el analisis de datos experimentales, es decir, aquellos
métodos nuevos (o uno antiguo del que no se dispongan de datos suficientes).

2.3.1.3 Validacion del método

Las buenas précticas de fabricacidn vigentes en los Estados Unidos (Codigo de Reglamentos
Federales, Administracion de Alimentos y Drogas), la Pharmacopoeia Convention de los
Estados Unidos, la Asociacion de Salud Puablica Americana y la Conferencia Internacional de
Armonizacion CENKE. 196, pig. 7192 736) - entre otros, forman la base varios protocolos de métodos que

se hallan en bibliografia especializada y puede ser muy util.

Ademas, el Grupo de trabajo cientifico para el andlisis de drogas incautadas (SWGDRUG), la
ENFSI, la UIQPA y Eurachem/CITAC ha publicado series detalladas de recomendaciones.

(SWGDRUG, 2008)

Para el analisis de métodos cualitativos de analisis de drogas se exigen se cumplan los

siguientes parametros necesarios para la validacion:

o Especificidad/selectividad
e Limite de deteccion
e Precision (en condiciones de repetibilidad y/o reproducibilidad en laboratorio)

Estabilidad. PRICHAR, 1996, pags. 32-39)

En caso de tratarse de métodos cualitativos en los que es necesario establecer un nivel de

concentracion definido, deben agregarse tres parametros adicionales:

e Linealidad

e Exactitud (sesgo) (en condiciones de repetibilidad y/o reproducibilidad en laboratorio) en el
umbral de concentracion

e Precision (en condiciones de repetibilidad y/o reproducibilidad en laboratorio) en el umbral

de concentracion
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2.3.1.4 Parametros para la validacion

2.3.1.4.1 Especificidad (selectividad)

La especificidad esté relacionada con la capacidad en que otras sustancias pueden interferir en la
identificacion vy, si procede, en la cuantificacion de los analitos que se trate. Es decir, mide la
capacidad que tiene el método analitico para identificar/cuantificar los analitos aun cuando estén
presentes otras sustancias ya pueden ser de tipo endégenas o exdgenas en una muestra de la

matriz en las condiciones exigidas por el método.

Este parametro depende generalmente de la concentracién en el que debe determinarse el

margen de error de calibracion en su nivel mas bajo.

Es asi que la validacion debe garantizar un adecuado funcionamiento del método, y que éste
distinga los efectos de las impurezas, las sustancias que reaccionan entre si, etc., que podrian

intervenir en la matriz.

2.3.1.4.2 Limite de deteccién

Se refiere al menor contenido mensurable de analito detectada e identificada con un
determinado grado de certidumbre. También se puede decir que el limite de deteccion es la
menor concentracion que puede diferenciarse del ruido de fondo con un cierto grado de
confianza. Para evaluar este parametro se utiliza varios métodos, los cuales van a estar en
dependencia del analisis de especimenes en blanco y el examen de la relacion entre la sefial y el

ruido. Generalmente es aceptable un minimo de relacién sefial/ruido de 3/1.

Este parametro puede verse afectado por pequefias modificaciones del sistema analitico que
involucra (por ejemplo, temperatura, pureza de los reactivos, efectos de matriz, condiciones
instrumentales). Es por esta razén que se debe hacer la verificacién por parte de los laboratorios

gue hayan adoptado métodos anteriormente validados. (EURACHEMICITAC, 2002)

2.3.1.4.3 Precision (en condiciones de repetibilidad y/o reproducibilidad)

La precision evalla el grado de acuerdo entre los resultados independientes de ensayos
obtenidos en condiciones prescritas. Es decir, que la precision refleja los errores aleatorios que

se pueden dar cuando se utiliza un método.
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La precision se puede medir en condiciones repetibles y condiciones reproducibles.

(EURACHEM/CITAC, 2002)

La repetibilidad se basa en el que el analista analiza la muestras el mismo dia, con el mismo
equipo, con los mismos materiales y en el mismo laboratorio. Cualquier modificacion implica
que las condiciones solo serdn reproducibles (por ejemplo, diferentes analistas, diferentes dias,
diferentes instrumentos, diferentes laboratorios).

Este parametro puede ser medido en términos de coeficiente de variacion o desviacion tipica
relativa de los resultados analiticos que se obtienen con la ayuda de patrones de control
preparado para cada una de las muestras.

La precision normalmente se mide en términos de coeficiente de variacién o desviacion tipica

relativa de los resultados analiticos obtenidos con patrones de control preparado independiente.

La precisién va a estar en dependencia de la concentracion del analito, el cual debe calcularse a
concentraciones diferentes dentro de los limites permitidos, especialmente en la parte baja,

media y alta de éste.

Para que una precision este en un rango admisible debe tener una concentracién del 20% en el

nivel inferior. En casos de concentraciones mas altas la precision debe ser mucho mayor.

2.3.1.4.4 Estabilidad

Este parametro debe demostrar en qué medida pueden mantenerse estables los analitos mientras
se da todo el proceso de analisis que incluye su previo y posterior almacenamiento.
Generalmente se hace una comparacion entre patrones recién preparados de concentracion
conocida con patrones similares que han sido almacenados durante varios periodos de tiempo en

distintas condiciones. (EURACHEMICITAC, 2002)

2.3.2 Espectrometria Infrarroja

La espectroscopia infrarroja se fundamenta en que cuando la radiacion infrarroja incide sobre
una muestra, es capaz de provocar cambios en los estados vibracionales de las moléculas
constituyentes de la misma. La absorcion de radiacion por parte de una muestra es indicativa del

tipo de enlaces y grupos funcionales presentes en la misma.
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La region infrarroja (IR) del espectro comprende radiacion con nimero de onda que varia entre
12800 y 10 cm™ o longitudes de onda de 0.78 a 1000um.

Tanto desde el punto de vista de las aplicaciones como de los instrumentos, es conveniente

dividir el espectro infrarrojo en tres regiones, a saber, infrarrojo cercano, medio y lejano. (koo

2007, pags. 430-477)

Cuadro 1-2. Regiones del espectro infrarrojo

Region Longitud de onda (), pm Nimero de onda (v), cm ™! Frecuendas (v), He

Cercana 0.78a25 12 800 2 4000 38 % 10%al2 x 10"
Media 25a50 4000 2 200 12 % 10" a6.0 x 10"
Lejana 50 a 1000 200210 6.0 X 10%a30 x 10"
La mds utilizada 25415 4000 2 670 12% 10%a20% 100

Fuente: ESPECTROS IR:www.cosaslibres.com/.../principios-de-analisis-instrumental_19619.htm

2.3.2.1 Aplicaciones de la espectrometria en el infrarrojo

La espectrometria en el infrarrojo en la actualidad es una herramienta multifacética que se aplica

a la determinacion cualitativa y cuantitativa de especies moleculares de todo tipo.

Las aplicaciones de la espectrometria en el infrarrojo se dividen en tres grandes categorias

relacionadas con tres regiones espectrales.

Cuadro 2-2. Principales aplicaciones de la espectrometria en el infrarrojo

Regiones espectrales Tipo de medicion Tipo de analisis Tipo de muestras
Infrarrojo cercano Reflectancia difusa Cuantitativo Materiales comerciales solidos o liquidos
Absorcion Cuantitativo Mezclas gaseosas
Infrarrojo medio Absorcion Cualitativo Solidos, liquidos o gaseosos puros
Cuantitativo Mezclas complejas de gases. liquidos o solidos
Cromatografico Mezdas complejas de gases, liquidos o solidos
Reflectancia Cualitativo Salidos o liquidos puros
Emision Cuantitativo Muestras atmosféricas
Infrarrojo lejano Absorcion Cualitativo Especies inorganicas puras u organometalicas

Fuente: APLICACIONES IR:www.cosaslibres.com/.../principios-de-analisis-instrumental_19619.htm

La region que mayormente es utilizada es la del infrarrojo medio, que se extiende desde casi
670 hasta 4000cm?(2.5 y 14.9um). Son utilizados los espectros de absorcion, reflexion y

emision tanto para andlisis cualitativos y cuantitativos.
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La region del infrarrojo cercano comprendida entre 4000 y 14000cm(0.75 y 2.5um), del
mismo modo es muy utilizado en la determinacion cuantitativa rutinaria de ciertas especies,
como agua, diéxido de carbono, azufre, hidrocarburos de bajo peso molecular, nitrégeno de las

aminas y muchos otros compuestos sencillos de interés tanto en la agricultura y a la industria.

A menudo, estas determinaciones se basan en medidas de la reflectancia difusa de muestras
solidas o liquidas sin tener un tratamiento previo o en estudios de absorcion de gases. El
principal uso de la regidon infrarroja lejana (15 a 1000um) es en la determinacién de estructuras

de especies inorganicas y 6rgano metalicas con base en mediciones de absorcion. (koog. 2007)

2.3.2.2 Espectrometria de absorcién en el infrarrojo medio

La espectrometria de absorcion y reflexion en la region del infrarrojo medio es el principal

instrumento para determinar la estructura de tanto de especies organicas como bioguimicas.

2.3.2.2.1 Manipulacién de la muestra

Liquidos: La cantidad de muestra liquida puede ser no representativa para el analisis requerido,
asi como también de no disponer del solvente adecuado, para esto es usual obtener los espectros
del liquido puro. Es asi que tan solo una muy delgada pelicula tiene una longitud de trayectoria

lo suficientemente corta para provocar espectros satisfactorios.

Generalmente, una gota del liquido puro se presiona entre dos placas de sal gema (NaCl 97%,
pureza) para obtener una lamina de aproximadamente 0.015 mm o menos de espesor. Las placas
gue se encuentran unidas por capilaridad, deben ser colocadas en la trayectoria del haz. Esta
técnica no nos asegura datos de transmitancia particularmente reproducibles, pero en este caso,

los espectros obtenidos son satisfactorios para las investigaciones cualitativas.

Solidos: Por lo general los compuestos organicos presentan un sin ndmero de bandas de
absorcion en el infrarrojo medio y a menudo es imposible hallar un solvente que no dé lugar al
traslape de picos. Es por esto que generalmente los espectros se obtienen en dispersiones del

solido en una matriz liquida o sélida.

En estos casos, se procede a pulverizar la muestra sélida hasta que el tamafio de sus particulas
sea menor que la longitud de onda de la radiacion para de esta manera impedir que se den los

efectos de dispersion de la radiacion.
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2.3.2.3 Andlisis cualitativo

2.3.2.3.1 Frecuencias de grupo

Las frecuencias de grupo son de gran importancia ya que pueden ayudarnos en conjeturas
inteligentes acerca de cudles son los grupos funcionales con mayor probabilidad de presentarse

0 no en una molécula.

Generalmente, es muy dificil saber el origen de todas las bandas presentes en un determinado
espectro sin saber su ambigliedad, asi como el poder establecer la identidad exacta de una
molécula. Estas frecuencias de grupo nos sirven como punto de partida para el proceso de

identificacion. (Skoog, 2007)

Cuadro 3-2. Frecuencias de grupo para grupos organicos funcionales

Frecuencias,

Enlace Tipo de compuesto om™! Intensidad
C—H Alcanos 2850-2970 Fuerte
1340-1470 Fuerte
H
C—H Alquenos (>C=C< ) 3010-3095 Media
675-995 Fuerte
C—H Alquinos (—C=C—H) 3300 Fuerte
C—H Anillos arométicos 3010-3100 Media
690900 Fuerte
0O—H Alcoholes monoméricos, fenoles 3590-3650 Variable
Alcoholes con puentes de hidrégeno, fenoles 3200-3600 Variable, a veces amplia
Acidos carboxilicos monoméricos 3500-3650 Media
Acidos carboxilicos con puentes de hidrégeno 2500-2700 Amplia
N—H Aminas, amidas 3300-3500 Media
Cc=C Alquenos 1610-1680 Variable
C=C Anillos arométicos 1500-1600 Variable
C=C Alquinos 2100-2260 Variable
C—N Aminas, amidas 1180-1360 Fuerte
C=N Nitrilos 2210-2280 Fuerte
Cc—0 Alcoholes, éteres, dcidos carboxilicos, ésteres 1050-1300 Fuerte
C=0 Aldehidos, cetonas, dcidos carboxilicos, ésteres 1690-1760 Fuerte
NO, Compuestos nitro 1500-1570 Fuerte
1300-1370 Fuerte

Fuente: APLICACIONES IR:www.cosaslibres.com/.../principios-de-analisis-instrumental_19619.htm

2.3.2.3.2 Region de la huella dactilar

Pequefias modificaciones tanto en la estructura como en la constitucion de las moléculas pueden
dar lugar a cambios significativos, en la manera de como se da la distribucion de los maximos
de absorcion en la region del espectro que se extiende desde alrededor de 1200 hasta 600 cm™*
(8 a 14 um). Es decir, que la region de la huella dactilar sirve para la identificacion de

compuestos al hacer una comparacion de los espectros.
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2.3.2.3.3 Espectros de componentes forenses importantes

Fuente: EQUIPO INFRARROJO: Manual Nicolet 20SX FT-IR

Tabla 1-2. Frecuencias de grupo para A°-Tetrahydrocannabinol

Enlace Tipo de compuesto Frecuencias, cm™ Intensidad
C-H Alcanos 2850-2970 Fuerte
1340-1470 Fuerte
c=C Alguenos 1610-1680 Variable
c=C Anillo aromético 1500-1600 Variable
O-H Alcoholes monoméricos, fenoles 3590-3650 Variable
Alcoholes con puentes de hidrogeno, fenoles 3200-3600 Variable, a veces amplia
CcC-0 Eter 1050-1300 Fuerte

Fuente: ROYSTON, Roberts., et al. Modern experimental organic chemistry
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Figura 2-2. Espectro caracteristico del Cannabidiol

Fuente: EQUIPO INFRARROJO: Manual Nlcolet ZOSX FTIR

Tabla 2-2. Frecuencias de grupo para Cannabidiol

Enlace Tipo de compuesto Frecuencias, cm™ Intensidad
C-H Alcanos 2850-2970 Fuerte
1340-1470 Fuerte
c=C Alquenos 1610-1680 Variable
c=cC Anillo aromatico 1500-1600 Variable
O-H Alcoholes monomeéricos, fenoles 3590-3650 Variable
Alcoholes con puentes de hidrdgeno, fenoles 3200-3600 Variable, a veces amplia

Fuente: ROYSTON, Roberts., et al. Modern experimental organic chemistry
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Figura 3-2. Espectro caracterlstlco del Cannabmol
Cannabinol ‘ ;

Sl A~

Fuente: EQUIPO INFRARROJO: Manual Nlcolet ZOSXFI' IR

Tabla 3-2. Frecuencias de grupo para Cannabinol

Enlace Tipo de compuesto Frecuencias, cm™ Intensidad
C-H Alcanos 2850-2970 Fuerte
1340-1470 Fuerte
c=C Anillo aromético 1500-1600 Variable
O-H Alcoholes monomeéricos, fenoles 3590-3650 Variable
Alcoholes con puentes de hidrégeno, fenoles 3200-3600 Variable, a veces amplia
CcC-0 Eter 1050-1300 Fuerte

Fuente: ROYSTON, Roberts., et al. Modern experimental organic chemistry
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2.3.2.4 Instrumentos para el infrarrojo

Para hacer la medicion de la absorcion en el infrarrojo existen tres tipos de instrumentos:

= Espectrofotometros dispersivos con monocromador de red
= Espectrémetros de transformada de Fourier con interferometro y
= Fotdmetros no dispersivos equipados con un filtro o un gas absorbente que es de gran ayuda

en el analisis de gases atmosféricos a longitudes de onda determinadas.

Por los afios ochenta los espectrofotémetros dispersivos fueron los instrumentos mas utilizados
para mediciones en el infrarrojo. Hoy en dia, estos instrumentos fueron desplazados por
equipos modernos como espectrometros de transformada de Fourier para efectuar mediciones en
el infrarrojo mediano y lejano, debido a su velocidad, confiabilidad, ventaja en la relacion sefial-
ruido y comodidad. Los espectrometros dispersivos se siguen utilizando debido a su
aplicabilidad en el infrarrojo cercano, y se dice que son extensiones de los instrumentos UV-
visible, pero la mayoria de los instrumentos especificos para el infrarrojo cercano son del tipo de

transformada de Fourier.

2.3.2.4.1 Espectrometros de transformada de Fourier

Se describen dos tipos de instrumentos multiplex para la region del infrarrojo. EI primero es el
espectrometro de transformada de Fourier cuya codificacion se la consigue al dividir la fuente
en dos haces donde la longitud de trayectoria puede variar en forma periddica para dar patrones
de interferencia. Es decir, se utiliza para trabajar con los datos. El segundo tipo es un
espectrémetro de transformada de Hadamard, que es un instrumento de tipo dispersivo que
utiliza una plantilla mévil en el plano focal del monocromador para codificar los datos

espectrales.

Figura 4-2. Espectrémetro sencillo IR de transformada de Fourier




Ventajas de la espectrometria de transformada de Fourier: EIl uso de los instrumentos de

transformada de Fourier tiene grandes ventajas:

e La primera es el rendimiento o también conocido como ventaja Jaquinot, que se consigue
debido a que los instrumentos de transformada de Fourier poseen pocos elementos épticos y
no presentan rendijas que atenué la radiacién. Como consecuencia, la potencia radiante que
llega al detector es bastante mayor que en un instrumento dispersor, y pueden observarse de

mejor manera las relaciones sefial-ruido.

e La segunda ventaja tiene que ver con su enorme potencia de resolucién y la capacidad de
reproduccion de la longitud de onda, lo cual permite que se facilite principalmente el
andlisis de espectros complejos en los que el nimero absoluto de lineas y espectros
imbricados dificultan la determinacion de las caracteristicas espectrales de manera

individual.
e Una tercera ventaja es que todos los elementos que componen la fuente llegan al detector de

manera simultdnea. Como resultado dicha caracteristica ayuda a la obtencion de datos de

un espectro completo en un segundo o0 menos.

2.3.2.4.2 Disefos de instrumentos

Los espectrometros de infrarrojo de transformada de Fourier son instrumentos de un solo haz o
de doble haz.

Figura 5-2. Espectrémetro de un solo haz de IR de transformada de Fourier

Fuente IR

Interferometro
f_________i Espejo
*T'__ mavil

Transductor

IR

Detector de
rayo laser

|

|

|

|

~J
™ Divisor del haz

Espejos con
agujero en

__—"el centro para
—f 1 ——i _— el rayo laser

Compartimiento Rayo liser
de la muestra

FUENTE. Thermo Electron Corp., Frankiln, MA.
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En una rama del interferdmetro, la radiacion de la fuente IR pasa por el divisor de haz y llega
hasta el espejo fijo, regresa al divisor de haz y atraviesa la muestra para llegar al transductor de
IR. En la otra rama, la radiacion de la fuente IR viaja al divisor del haz, se refleja en el espejo
movil y regresa por el divisor de haces hasta la muestra y llega al transductor. Cuando los dos
rayos se encuentran de nuevo en el divisor de haces, tienen la aptitud de interferir uno con el

otro si la diferencia de fase es apropiada (diferencia de la trayectoria).

El interferograma es una gréfica de la sefial contra el desplazamiento del espejo que contiene
informacidn respecto a todas las frecuencias presentes. El espectro, intensidad contra nimero de
onda, es la transformada de Fourier del interferograma. Se puede calcular mediante una

computadora a partir de la sefial contra el desplazamiento del espejo.

Un compartimiento para la muestra vacio permite calcular el espectro de referencia. Luego se
coloca la muestra en el compartimiento y se obtiene su espectro. Luego se determina la
absorbancia a cada nimero de onda a partir de la relacion entre la intensidad de la muestra y la

intensidad de referencia. (K006, 2007).

Figura 6-2.Espectrometro de IR de transformada de Fourier de doble haz

Fuente IR
Interferometro

|

Espejo
movil

—H——t —

HEspejo _____-’-i|:
Compartimiento fijo |
|

de la muestra | ™ Divisor de haz

Transductor

FUENTE. Thermo Electron Corp., Frankiln, MA.

El rayo que sale del interferometro choca contra el espejo M1, el cual en una posicion dirige el
haz a traves de la celda de referencia, y en la otra posicion lo dirige a través de la celda de la
muestra. El espejo M2, que esta sincronizado con M1, dirige de manera alternada el haz de

referencia y el haz de la muestra hacia el transductor. (skoo6. 2007)
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2.3.2.4.3 Instrumentos dispersivos

Este tipo de espectrofotometros de infrarrojo dispersivos presentan generalmente un doble haz,
que poseen registradores, que incluyen redes de reflexion para dispersar la radiacion, este
disefio de doble haz es menos riguroso con respecto al funcionamiento de las fuentes y
detectores, lo que hace que sea una caracteristica esencial debido a la intensidad relativamente
baja de las fuentes de infrarrojo, la baja sensibilidad de los transductores de infrarrojo y la

constante necesidad de ampliar mucho la sefial.

Se encuentran equipados los equipos espectrofotdmetros de infrarrojo dispersivos con un
troceador de baja frecuencia (de 5 a 30 ciclos por segundo), el cual cumple con un papel
importante al momento de discriminar entre la sefial de la fuente y las sefiales de radiacién
extrafias al detector. Debido a que los tiempos de respuesta son lentos por parte de los
transductores de infrarrojo que se ocupan en la mayor parte de los instrumentos dispersivos, se

requieren velocidades bajas del troceador.

2.3.2.4.4 Instrumentos no dispersivos

Especialmente se han elaborado instrumentos sencillos y fuertes para analisis de tipo
cuantitativo en el infrarrojo. Unos son fotdmetros de filtro bésico, y otros utilizan filtros de cuna
en remplazo de un elemento dispersante para espectros completos. Finalmente ciertos
analizadores de gas no estan provistos con ningun dispositivo para seleccionar longitud de onda.
Generalmente no son complicados, son mas resistentes, mas faciles de mantener y mucho mas

baratos.

2.3.3 Cannabis sativa

Planta herbacea de la familia Cannabaceae, principalmente dioica, las regiones mas aptas para
su cultivo son las tropicales y subtropicales. El tallo de esta planta es usado para la fabricacién
de fibras textiles, sus semillas de tipo oleaginoso producen un aceite, mientras que sus
glandulas de las inflorescencias (cogollos) producen una resina. En muchos paises el cultivo de
ésta planta estd prohibido o restringido por la ley debido sus propiedades psicoactivas. El
término es usado para el producto elaborado a partir de las hojas, flores y tallos pequefios del

Cannabis. Mientras que el término hachis esta dado a la pasta fabricada con la resina prensada.
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Hace pocos afios el término cannabinoides era apto para productos con estructura quimica de
Carbono y metabolitos propios del Cannabis, hoy en dia el término Cannabis es otorgado al
conjunto de moléculas unidas a receptores cannabinoides, entre los cuales se incluyen los

ligandos enddgenos (endocannabinoides) y los anélogos sintéticos (exocannabinoides). (Grotenhermen,

2003, pags. 42:327-360)

Figura 7-2. Aspectos morfoldgicos de la marihuana

A Inflorescencia de la planta masculina 7 Flor pistilada en la que se aprecia el

(estaminada) ovario (seccién longitudinal)
B Planta femenina (pistilada) con fruto 8 Semilla (aquenio1*) con bractea
1 Flor estaminada 9 Semilla sin bractea
2 Estambre (antera y filamento corto) 10 Semilla (vista lateral)
3 Estambre 11 Semilla (seccién transversal)
4 Granos de polen 12 Semilla (seccién longitudinal)
5 Flor pistilada con bractea 13 Semilla sin pericarpio (pelada)
6 Flor pistilada sin bractea

Fuente: Manual para uso de los laboratorios nacionales de estupefacientes
2.3.3.1 Quimica

El Cannabis sativa esta compuesto por mas de 400 productos de tipo quimico como azucares,
flavonoides, compuestos nitrogenados, aminoacidos, mono y sesquiterpenos e hidrocarburos,
ademas de 66 cannabinoides, siendo su principal psicoestimulante el A°-tetrahidrocannabinol
(A-THC). El porcentaje de A°~THC varia ampliamente entre plantas de distinto origen. Por
ejemplo en la Cannabis silvestre contiene A>~THC est4 presente entre 0.5% al 5%; y en el

hachis del 2—20%. (Hall W, 2009, pags. 374:1383-1391)

Las distintas concentraciones dependen si el tipo de cultivo es natural o a condiciones

controladas pasando por el cultivo con luz natural o artificial, hasta el cultivo hidroponico. En
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las Gltimas tres décadas los avances en el desarrollo de nuevas técnicas han arrojado como
resultado un incremento dréstico la concentracién de A~THC. Desde 1960 a 1970 el contenido
de A-THC de un cigarrillo de marihuana era de 10 mg. En la actualidad se puede obtener una

concentracion de 150 a 300 mg de A>-THC por técnicas especiales. (ASHTON 2001, pigs. 178:101-106)

2.3.3.2 Farmacocinética

La marihuana puede ser consumida por diferentes vias, la mas comun es la inhalacién, ésta
administracion es absorbida de manera rapida y la cantidad inhalada corresponde a la cantidad
absorbida, el humo de la marihuana en los pulmones se absorbe por la alta solubilidad de sus
componentes principalmente el A>-THC, él mismo que ayuda a penetrar a través de la
membrana de los capilares alveolares y lograr alcanzar la circulacién pulmonar, posteriormente
la circulacién sistémica y por Gltimo el Sistema Nervioso Central, en el cual pone de manifiesto

sus principales efectos.

Terapéuticamente se han realizado estudios administrando marihuana por diferentes vias como:
oral, rectal, dérmica, oral, sublingual entre otras, logrando como resultados mas alentadores las
vias oral y rectal, por ejemplo con la administracion por via oral las concentraciones plasmaticas
de A®-THC tienden a la alza en un tiempo de 1 a 3 horas, alcanzando a los 120-180 minutos su
mayor concentracion y sus efectos son percibidos entre 5-12 horas sin un pico de efecto

definidol (Grotenhermen, 2003, pags. 42:361-365)

Por la via oral no hay pérdida total de la actividad, la cantidad de A°®-THC absorbida
corresponde a un 25-30% de la que se absorberia fumando la misma proporcién. Hay que
resaltar que la administracion por via rectal tiene una mayor biodisponibilidad que la

correspondiente a la via oral.

El componente principal (A>~THC) es poco afin a las proteinas plasméticas, por lo mismo su
distribucion en el cuerpo humano es amplia y s6lo del 5 al 24% alcanza el sistema nervioso
central. Este componente es acumulado principalmente en el bazo y en el tejido adiposo, de los
cuales se desprende lentamente. Gracias a su elevada liposolubilidad atraviesa las barreras

placentaria y hematoenceféalica, ademas de llegar a la leche materna.

El higado es el principal 6rgano que metaboliza los componentes pertenecientes a la marihuana.
Estudios muestran que existen mas de 100 metabolitos del A~THC, algunos de los mismos

son activos, otorgandoles una vida media muy variable con una tendencia general de 24 a 72
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horas, el principal metabolito es el 11-OH-A°-THC, con una vida media plasmatica de 15 a 18

horas.

El A-THC puede estar en el cuerpo hasta por 45 dias posteriores a su administracion, y que una
sola dosis de A°>-THC puede ser detectado hasta por mas de 4 dias en la orina. (RICHARD, 1985, pags. 1093-

1096)

2.3.3.3 Distribucion de A°>-THC en las plantas y los productos del Cannabis

La distribucion de THC va a depender del lugar de la planta de que se trate:

Cuadro 4-2. Distribuciéon de THC

10a12% En las flores pistiladas
la2% En las hojas
0,1a0,3% En los tallos
<0,03% En las raices

Fuente: UNODC: Manual para uso de los laboratorios nacionales de estupefacientes

La proporcién de las diferentes partes de la planta nos permiten calcular el contenido de THC,
asi mismo también éste contenido dependerad de la procedencia del Cannabis (aceite, resina,
Hierba), conociendo que presentara mayor contenido en aceite.

2.3.3.4 Biosintesis

Los acidos THC, CBD y cannabicromero (CBD) son el fruto de una descarboxilacion.

Mientras que el THCA, precursor del THC es obtenido partiendo del &cido cannabirdlico
(CBGA) gracias a una oxidacion enzimatica del THCA THCA-synthase, el mismo que es

precursor del &cido cannabididlico (CBDA) y el acido cannabicroménico (CBCA).

El cannabinol (CBN) no es obtenido de manera natural, sino por degradacién del THC.
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2.3.3.5 Productos del cannabis

2.3.3.5.1 Hierba de cannabis

Las sumidades floridas y con fruto y las hojas situadas cerca de las sumidades floridas son las
partes que contienen mayor cantidad de THC. Cabe recalcar que son solo estas partes las que

mas se comercializan en el mercado ilicito.

Cerca de las sumidas floridas masculinas existe THC pero en bajas concentraciones y por lo
mismo no son hojas de mayor demanda. También podemos citar la misma analogia para la
produccién del aceite extraido de los tallos secundarios y del tallo principal del cannabis que

contienen poco THC.

Lo que llamamos “marihuana” en esencia son las flores y hojas secas del cannabis, la cual no
sufre mayores alteraciones al ser distribuida, pero si puede ser vendida en diferentes

presentaciones dependiendo del lugar en la que se la trafique.

Por medio de un cedazo podemos separar las partes con menor contenido de THC como
semillas y tallo, obteniendo asi un producto de mayor calidad en el cual estaran presentes las
sumidades, floridas o con fruto, arrojando un alto contenido de THC. Este producto es conocido
como “Kif” y es propio de los paises del norte, obteniéndose en el mercado principalmente en

presentacion de tabletas.

Los hibridos producidos en el interior como el “skunk” y la “viuda blanca” son propios de
paises europeos, ésta forma de producir cannabis da como resultado una alta calidad y alta
potencia ya que se mantienen las condiciones 6ptimas del cultivo. En la actualidad no es de

asombrarse que el contenido de THC supere el 10%, su resina el 25% vy el aceite el 60%.

El secado es muy sencillo de ejecutarlo, solamente se retiran las partes del cannabis que
contienen la droga para ponerlas a secar, este proceso termina cuando las hojas se sitlen cerca
de las sumidades floridas, el tiempo necesario depende de las condiciones climéaticas (humedad,
temperatura), el producto es almacenado aunque el TDC es degradado con el pasar del tiempo y

la exposicion a la luz, aire o humedad.
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2.3.3.6 Componentes quimicos de importancia forense

Cuadro 5-2. Componentes quimicos de la marihuana

(-)-A°-trans-tetrahydrocannabinol

Tetrahydrocannabinol, THC CAS: 1972-08-3
Férmula empirica: C21H3002
Peso molecular: 314,46 g/mol
Punto de fusion aceite viscoso
pKa 10,6
log P 6,99
(octanol/agua)
Solubilidad:
Agua insoluble
(2,8 mg/L 23°C)
Principales caracteristicas farmacolégicas: Etanol soluble
Cloroformo soluble
- Euforizante - Anti-inflamatorio Hexano soluble
- Analgésico - Antiemético
(-)-A%-trans-acido tetrahidrocannabindlico,
THCA CAS: 23978-85-0
Férmula empirica: Ca2H3004
Peso molecular: 358 g/mol

Punto de fusion

n/a (descomposicion/
descarboxilacion de
TCHAaTHCa
aprox. 125-150°C)

H,C Solubilidad:
o o . Agua insoluble
Principales caracteristicas farmacolégicas: Etanol soluble
. . Cloroformo soluble
- Antibacterial Hexano soluble
- Antibiético
Cannabinol CBN
CAS: 521-35-7
Férmula empirica: C21H260:
Peso molecular: 310,43 g/mol
Punto de fusién 76-77 °C

Principales caracteristicas farmacologicas:

- Anticonvulsivo
- Anti-inflamatorio

- Sedante
- Antibiotico

log P

Solubilidad:
Agua
Etanol
Cloroformo
Hexano

6,23 (octanol/agua)

insoluble
soluble
soluble
soluble
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Cannabidiol CBD

CH,

CAS:

Peso molecular:
Punto de fusién

Formula empirica:

13956-29-1
C21H3002
314,46 g/mol
66-67 °C

Q OH log P 5,79 (octanol/agua)
H,c=— @ Solubilidad:
2 C|.||'I3° Agua insoluble
Princinal (sticas l6aicas: Etanol soluble
rincipales caracteristicas farmacoldgicas: Cloroformo soluble
. . Hexan soluble
- Ansiolitico - Anti-inflamatorio exano u
- Antipsicotico - Antiespasmadico
- Analgésico
Cannabigerol CBG CAS: [25654-31-3] (E);

[95001-70-0] (E/Z)

Férmula empirica: C21H30;
Peso molecular: 316,48 g/mol
Principales caracteristicas farmacoldgicas:
- Antibiético - Anti-inflamatorio
- Antimicético - Analgésico
Cannabicromeno CBC CAS: 20675-51-8
Férmula empirica: C21H300>
OH Peso molecular: 314,46 g/mol
=
0

Principales caracteristicas farmacoldgicas:

- Antimicético
- Analgésico

- Anti-inflamatorio
- Antibiotico

Fuente: UNODC: Manual para uso de los laboratorios nacionales de estupefacientes
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CAPITULO IlI

3 METODOLOGIA

Disefio experimental

Protocolo

Técnica para la validacion del método de anélisis

3.1 Disefo experimental

3.1.1 Caracteristicas del disefio experimental

-  LUGAR: Laboratorio de Quimica Forense del Departamento de Criminalistica de
Chimborazo

- CANTON: Riobamba

- PROVINCIA: Chimborazo

3.1.2 Factores de estudio

Poblacion

Esta determinado para el analisis de una poblacion de acuerdo a las muestras ingresadas al
Laboratorio de Quimica Forense del Departamento de Criminalistica de Chimborazo en el
periodo Septiembre 2014 — Enero 2015.

Muestra

Se trabajard con un nimero de 50 muestras las cuales provienen de las diferentes provincias
pertenecientes a la Zona 3 que incluye Cotopaxi, Chimborazo, Pastaza y Tungurahua que

ingresan al Laboratorio de Quimica Forense del Departamento de Criminalistica de

Chimborazo.
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3.1.3 Manejo especifico del experimento

3.1.3.1 Lugar y Pruebas de ensayo

- Laboratorio de Quimica Forense del Departamento de Criminalistica de Chimborazo
Las pruebas a realizarse segiin la UNODC, 2010.

- Especificidad (selectividad)

- Limite de deteccion

- Precision

- Estabilidad

3.2 Protocolo

3.2.1 Cadena de custodia

Es una normativa juridica que implica procedimientos técnicos cientificos para garantizar la

integridad, conservacion y traslado de las evidencias organicas e inorganicas.

Procedimiento:

A) Toma de muestras incautadas por parte de los peritos del Departamento de Antinarcéticos, y

recoleccion de indicios o cualquier otra evidencia existente en el lugar de los hechos.

B) Traslado de la evidencia al laboratorio de analisis, por un agente, policia o analista.

C) Entrega de los resultados o informes por parte del analista acreditado por el consejo
de la judicatura al sefior Agente Fiscal de turno, el cual solicita mediante un oficio de la

manera mas rapida, concisa y exacta el analisis con fines investigativos.

Caracteristica de la hoja de custodia: La hoja de custodia consta de lo siguiente:

- Caracteristicas de la evidencia que se entrega, peso, volumen, embalaje, material, etc.
- Nombre, firmay cédula de identidad de la persona que entrega las muestras.

- Nombre, firmay cédula de identidad de la persona que recibe las muestras.
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- Fechay hora de entrega.

- Empresa que realiza el transporte si se daria el caso.

Chequear el numero de referencia de cada muestra y constatar con el formulario enviado y

comprobar la integridad de los precintos.

Al abrir las fundas comprobar que las muestras y descripcion de las mismas son correctas.

Fotografiar lo indicado y guardar las muestras para su posterior analisis.
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3.2.2 Técnicas para el analisis de Cannabis sativa

Tabla 1-3. Ensayos presuntivos para Cannabis sativa

PRESUNTIVOS

Las reacciones del color se
deben a compuestos que
tienen una  estructura
guimica concreta. El color
obtenido en un determinado
ensayo puede variar en
funcién de las condiciones
en que se realiza, la
cantidad de  sustancia
empleada y la presencia de
material extrafio en la
muestra.

Tubo de ensayo
Mortero

Pistilo

Pipetas

Pera

Espatula

- Pesar 0,4 gramos de

Vainillina
- Afadir 20mL de Etanol al
95%

- Colocar 0,5mL de
acetaldehido

Colocar una pequefia cantidad de
muestra triturada sospechosa en
un tubo de ensayo.

Anadir 2mL del reactivo de
Duquenois-Levine y agitar el tubo
de ensayo.

Afiadir 2mL de &cido clorhidrico
concentrado, agitar y dejar en
reposo durante 10 minutos, si
aparece color azul afadir 2mL de
cloroformo.

Resultados:

Si la capa inferior (cloroformo) se
vuelve color violeta es positivo
para Cannabis sativa.

ENSAYOS FUNDAMENTO MATERIALES TECNICA VISUALIZACION
Formacioén de Color: Guantes DUQUENOIS - LEVINE
ENSAYOS Balanza analitica
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Guantes

Balanza analitica
Papel filtro
Mortero

Pistilo

Pipetas

Espatula

Vaso de
precipitacion
Gotero

SAL DE AZUL SOLIDO B

- Pesar 0,2 gramos de sal de
azul sélido B
- Anfadir 50mL de NaOH 0,1N

Colocar una pequefia cantidad de
muestra triturada sospechosa en
un tubo de ensayo.

Afadir ImL del reactivo de Sal de
azul sélido B y agitar el tubo de
ensayo.

Resultados:

Color de marron a Vvioleta,
positivo para la presencia de
Cannabis sativa.
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Observacion
microscépica:

Identificacion de Cannabis
sativa por las estructuras
microscopicas que presenta
la superficie de la planta, es
decir, por los tricomas
(formaciones semejantes a
un cabello proyectadas
desde una célula
epidérmica de la planta).

Microscopio
Placa portaobjeto
Placa cubreobjeto

Triturar una pequefia cantidad de
muestra sospechosa hasta que
quede muy fino.

Colocamos en una placa
portaobjeto una gota de suero
fisioldgico; colocar una pequefa
fraccion de la muestra
sospechosa, cubrir con una
laminilla; observar al microscopio
con lente 40x.

Resultados:
Presencia de
cistoliticos.

tricomas

Fuente: Laboratorio de Quimica Forense del Departamento de Criminalistica de Chimborazo
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Tabla 2-3. Ensayos confirmatorios para Cannabis sativa

fase movil) que es
inmicible con la fase
estacionaria se hace
fluir a través de ésta
para "lavar" (eluir) a
las moléculas en la
muestra. Debido a que
las distintas moléculas
en la muestra
presentan

diferente coeficiente

distancia una de otra de 1,0 cm,
con un capilar cargado con la
disolucion a 1,5 cm del borde
inferior y de los bordes laterales
de la placa. Se hace un toque, se
evapora el solvente, se hace otro
toque en el mismo lugar hasta
lograr la concentracion deseada y
de deja secar a temperatura
ambiente.

ENSAYOS FUNDAMENTO MATERIALES TECNICA CALCULO
Cromatografia de - Mortero Triturar la muestra sospechosa y | Factor de retencion:
ENSAYOS Capa Fina: - Pistilo colocar en un tubo de ensayo.
CONFIRMATORIOS - Tubo de Agregar 10mL de metanol vy

Se basa en el principio ensayo homogenizar. Filtrar y afadir _ Dist.recorrida de la muestra
del reparto entre dos | - Pipetas 10mL  de ciclohexano vy " Dist.recorrida del sist.de sol.
fases. En general, una | - Pera homogenizar. Pasamos la mezcla
cromatografia se | - Espatula a un embudo de separacion ,
realiza ~ permitiendo | - Embudo de donde se van a formar dos fases | POnde
que la mezcla de separacion una apolar en la parte superior y .,
moléculas que se desea | - Papel filtro una polar en la parte inferior, esta | Rf = factor de retencion
separar (muestra) | -  Capilares ultima la desechamos. Llevar a la
interaccione con un |- Cuba estufa a una temperatura de 70°C
medio 0 matriz de cromatografica | y dejar que se evapore hasta .
soporte que se | - Placadesilica | 0,5mL. El maximo valor de RF Jgue s
denomina fase gel puede alcanzar es de 1, lo ideal es
estacionaria. Un Realizar la aplicacién tanto de | Un RF entre 0.55y 0.7.
segundo medio (la testigos como de muestras a una
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de reparto, la fase
movil "lavara" a los
distintos componentes
con diferente
eficiencia, de modo
gue aquellos que
"prefieren disolverse"
en la fase mavil seran
eluidos mas réapido que
los que sean
preferencialmente
solubles en la fase
estacionaria.

Afadir el sistema de solventes a
la cuba cromatogréafica
Ciclohexano:tulueno:dietilamina
(75:15:10) hasta su saturacion.

La placa aplicada se introduce en
la cuba y se deja que el solvente
ascienda por capilaridad, hasta
2cm como maximo del borde
superior. En este momento se
retira la placa y se deja secar.

Revelamos con luz ultravioleta
(254nm y 366nm) la presencia de
compuestos fluorescentes.

Resultado:

Luz UV: Manchas de abajo hacia
arriba

CBD anaranjado

THC rojo cereza

CBN rojo violaceo

Revelamos con Sal de azul sélido
B

Resultados:
Sal de azul sélido B: manchas
marrones y violetas en las zonas
donde se encuentren los
canabinoides.
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Espectroscopia
infrarroja por
transformada de
Fourier (FTIR):

La espectroscopia
infrarroja se
fundamenta en que
cuando la radiacion
infrarroja incide sobre
una muestra, es capaz
de provocar cambios
en los estados
vibracionales de las
moléculas

constituyentes de la
misma. La absorcién
de radiacion por parte
de una muestra es
indicativa del tipo de

enlaces 'y  grupos
funcionales presentes
en la misma.

Mortero
Pistilo
Tubo de
ensayo
Barrilla de
agitacion

Proceso para analisis de la
muestra en el equipo:

Triturar una pequefia cantidad de
muestra sospechosa y colocar en
un tubo de ensayo. Afadir
cloroformo: metanol (1:1) vy
homogenizamos.

Abrir el programa ChemID en el
software y hacer correr el mismo.
Clic en adquirir la muestra, clic
adquirir la linea base.

Aplicar en la parte del diamante
una pequefia cantidad de la
solucidn antes preparada.

Observar los espectros de las
frecuencias de grupo
caracteristicos para marihuana.

Resultado:

Positivo para Cannabis sativa si
coinciden los picos del espectro
con el del estandar de la muestra.

Fuente: Laboratorio de Quimica Forense del Departamento de Criminalistica de Chimborazo
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3.3 Técnica para la validacion del método de analisis

3.3.1 Especificidad

3.3.1.1 Procedimiento

- Analizar cinco muestras del solvente empleado para la preparacion de las soluciones.

- Tomar cinco muestras que dieron positivo con pruebas presuntivas (testigos reactivos) y
analizarlas.

- Analizar cinco estandares de concentracién correspondiente al 99.93%.

- En caso de conocer los productos de degradacion o impurezas presentes en la muestra
preparar una solucién con ellas y analizarla de acuerdo al procedimiento de analisis.

Degradacion a temperatura térmica

- Preparar cinco soluciones estandar de Marihuana de concentracién conocida

correspondiente al 99.93%, someterla a 115°C y analizarla luego de 2 horas.

Especificaciones

= No deberé observarse picos significativos en el nimero de onda especifico para marihuana
en ninguno de los casos de especificidad analizados.

= Se sugiere para el analisis de este parametro un minimo de 20 muestras.

3.3.2 Limite de deteccion

3.3.2.1 Procedimiento

- Establecer el Limite de deteccion, analizando diferentes soluciones provenientes de la
misma solucion madre de 200mg con un estandar de marihuana de pureza del 99.93%,
diluida en 50ml de agua destilada (grado de pureza absoluto), cada analisis se hara por
sextuplicado.

Especificaciones

= Usar la solucidn estandar tan pronto sea preparada.
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3.3.3  Precision del método

3.3.3.1 Procedimiento

- Establecer la precision del método analizando repetidamente una solucion estandar, en un
mismo laboratorio, por un mismo analista, usando el mismo equipo y en el mismo dia. Se

determinara en éste caso solamente las diferencias producidas por el método empleado.

- Preparar una solucion estandar de concentracion conocida y realizar 6 determinaciones cada

una por sextuplicado.

Especificaciones

= Tomar en cuenta la pureza de estandar, en este caso 99,93%.

= El criterio de aceptacion de la desviacidn estandar relativa no debe ser superior al 3,9%
(Laboratorio de Quimica Forense)

= Para determinar la precision se calcula la desviacion estdndar SD y la desviacion estandar
relativa RSD

3.3.4 Estabilidad

3.3.4.1 Procedimiento

- Preparar 6 soluciones estandar de concentracion conocida recién preparados con testigos

reactivos almacenados durante diferentes periodos de tiempo y en diferentes condiciones.
Especificaciones
= Cada determinacion realizarla por sextuplicado.

= No debera observarse picos significativos en el nimero de onda especifico para marihuana

en ninguno de los casos de estabilidad analizados.
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CAPITULO IV

4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Analisis, interpretacion y discusion de resultados
4.1.1 Muestras analizadas periodo Septiembre 2014 — Enero 2015

Tabla 1-4. Muestras de marihuana que ingresaron al Laboratorio de Quimica Forense durante el
periodo Septiembre 2014 - Enero 2015
MES FRECUENCIA PORCENTAJE

16 16%
19 20%
23 24%
21 22%
18 18%
o7 100%

Fuente: Laboratorio de Quimica Forense del Departamento de Criminalistica de Chimborazo

Gréfico 1-4. Muestras de marihuana que ingresaron al Laboratorio de Quimica Forense durante
el periodo Septiembre 2014 - Enero 2015

PORCENTAJE POR MES

B SEPTIEMBRE m OCTUBRE m NOVIEMBRE = DICIEMBRE  ENERO

Realizado por: SANCHEZ, Gabriela.2015

Interpretacion:

En la gréfica se puede observar que en los meses de Noviembre y Diciembre hubo un mayor
nimero de ingreso de incautaciones de marihuana con un porcentaje de 24% y 22%
respectivamente. Lo que podrian estar relacionados con diferentes factores tales como

influencias sociales para la comercializacion de este tipo de drogas.
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4.1.2 Pruebas presuntivas

Tabla 2-4. Resultados Positivos y Negativos en el periodo Septiembre 2014 — Enero 2015
MUESTRA FRECUENCIA PORCENTAJE

RESULTADOS POSITIVOS 97 100%
RESULTADOS NEGATIVOS 0 0%

TOTAL 97 100%

Fuente: Laboratorio de Quimica Forense del Departamento de Criminalistica de Chimborazo

Grafico 2-4. Resultados Positivos y Negativos en el periodo Septiembre 2014 — Enero 2015

PORCENTAIJE EN EL PERIODO
SEPTIEMBRE 2014 — ENERO 2015

PORCENTAIJE
100%

RESULTADOS
bosITIVOs RESULTADOS

NEGATIVOS

Realizado por: SANCHEZ, Gabriela.2015

Interpretacion:

Se realizan pruebas colorimétricas: Duquenois — Levine y Sal de azul s6lido B confirmando la
presencia de cannabinoides en las muestras mediante el cambio de color. Ademaés la presencia

de tricomas cistoliticos tras la observacion microscopica.

Durante el periodo Septiembre 2014 - Enero 2015 al realizar los respectivos analisis a las
diferentes muestras que ingresaron al Laboratorio de Quimica Forense del Departamento de
Criminalistica de Chimborazo como sospechosas para marihuana se observa que las 97
muestras que ingresan dan positivo. Las mismas que provienen de las diferentes provincias

pertenecientes a la zona 3.
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4.1.3 Pruebas confirmatorias

Cromatografia en Capa Fina

Cuadro 1-4. Anélisis de muestras por el ensayo de Cromatografia en Capa Fina

MUESTRA Rf CANNABINOIDES | RESULTADO
1 0.15 CBD POSITIVO
0.85 CBN POSITIVO
2 0.13 CBD POSITIVO
0.3 THC POSITIVO
0.14 CBD POSITIVO
3 0.5 THC POSITIVO
0.83 CBN POSITIVO
0.13 CBD POSITIVO
4 0.39 THC POSITIVO
0.78 CBN POSITIVO
0.15 CBD POSITIVO
5 0.29 THC POSITIVO
0.70 CBN POSITIVO
6 0.15 CBD POSITIVO
0.95 CBN POSITIVO
0.14 CBD POSITIVO
7 0.5 THC POSITIVO
0.9 CBN POSITIVO
0,12 CBD POSITIVO
8 0.37 THC POSITIVO
0.9 CBN POSITIVO
9 0.5 THC POSITIVO
0.7 CBN POSITIVO
10 0.15 CBD POSITIVO
0.44 THC POSITIVO

Realizado por: SANCHEZ, Gabriela.2015

Interpretacion:

En la realizacion del ensayo se analizaron un total de 10 muestras sospechosas para Marihuana,
dando como resultado todas positivas. Ya que con la ayuda del revelador se observé la presencia
de manchas marrones vy violetas en las zonas donde se encuentran los canabinoides. Asi mismo
al realizar el calculo de los Rf para cada una de las muestras tenemos que para la presencia de
cannabidiol (CBD) debe ser entre 0.12 a 0.15, para Delta-9- terahidrocanabinol (THC) entre
0.3 a 0.5 y para cannabinol (CBN) entre 0.7 a 0.9, sabiendo que el maximo valor de Rf que se

puede alcanzar es de 1, pero lo ideal es que este entre 0.55 y 0.7. (ROYSTON, 1985, pag. 310)
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4.2 Pruebas de hipotesis

4.2.1 Pardmetros de Validacion

4.2.1.1 Especificidad

Gréfico 3-4. Espectro de analisis de especificidad frente a los solventes utilizados, frente a la
muestra testigo reactivo y frente al estandar.

........... Estandar
----------- Muestra testigo reactivo
----------- Muestra Blanco

Grafico 4-4. Espectro de analisis de especificidad frente a degradacién por temperatura

----------- Estandar
----------- Estandar correspondiente al 99.93%
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Cuadro 2-4. Andlisis de la Especificidad del método frente a los pardmetros evaluados
Parametro evaluado Resultados

Interferencias encontradas con la muestra blanco de No presenta Interferencias
matriz

Interferencias encontradas con la muestra testigo No presenta Interferencias
reactivo

Interferencias encontradas con el estdndar de No presenta Interferencias
concentracion conocida
Interferencias encontradas por degradacion térmica No presenta Interferencias

Realizado por: SANCHEZ, Gabriela.2015

En la gréfica 3-4 se observa el andlisis de especificidad frente a los solventes utilizados (azul),
frente a la muestra testigo reactivo (rojo) y frente al estandar (verde), los cuales no presentan
interferencias en el nimero de onda de la regién de las frecuencias de grupo caracteristicos para
cannabinoides. Como los alcanos C-H (2850-2970cm™), alcoholes O-H (3200-3600 cm),
alquenos C=C (1610-1680 cm™), anillos aroméaticos C=C (1500-1600 cm™).

En cuanto a la degradacién térmica en la gréafica 4-4 se observa en la muestra que el pico del O -
H desaparece en el nimero de onda de los alcoholes (3200-3600 cm™) el cual no es significativo
en relacion al estdndar de Marihuana. Por el contrario se intensifican los picos en 1610-1680
cm?y 1500-1600 cm™. Lo que se puede predecir es que se da la formacién de una insaturacion

por la eliminacién de agua.
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4.2.1.2 Limite de deteccion

Grafico 5-4. Espectro de anélisis del limite de deteccion

___________ Estandar
........... Muestra estandar diluida

Cuadro 3-4. Analisis del Limite de deteccion

Alicuota Volumen final ~ Concentracion Promedio
mg/L Absorbancias
Dilucién 1 3000pL 25mL 480 0,66
Diluciéon 2 2750pL 25mL 440 0,59
Dilucion 3 2500pL 25mL 400 0,52
Dilucion 4 2250uL 25mL 360 0,46
Dilucion 5 2000pL 25mL 320 0,39
Dilucion 6 1750pL 25mL 280 0,33
Dilucion 7 1500uL 25mL 240 0,27
Dilucién 8 1250uL 25mL 200 0,21
Dilucion 9 1000pL 25mL 160 0,14
Dilucion 10 750uL 25mL 120 0,08

Realizado por: SANCHEZ, Gabriela.2015
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Grafico 6-4. Curva de calibracion entre las absorbancias y la concentracion de cada una de las
diluciones

0,7 -
y =0,0016x - 0,1145
0,6 - R2=0,9995
0,5 A
0
(8]
€ 0,4 -
= .
g 0,3 - Absorbancia
< . .
02 - ——Lineal (Absorbancia)
0,1 -
0 T T 1
0 200 400 600
Concentracién(mg/L)

Realizado por: SANCHEZ, Gabriela.2015

En el cuadro 3-4 vemos un proceso detallado donde se realizaron varias diluciones provenientes
de una misma solucion madre, de las cuales se calculd el promedio de las absorbancias y se
determiné las concentraciones para cada alicuota. Cada anélisis se lo hizo por sextuplicado.
Dandonos como resultado que el limite de deteccion es 8.64mg/L de concentracion del analito

que puede detectar el equipo.

Se elabord la curva de calibracion para determinar el limite de deteccion, considerando que:

Yip = Qa + 3Sy/x

~ 1/2
¢ i~
y/x = n—2
y=bx+a
_y.a

b

x = 8,64mg/L

X

y.p= respuesta al limite de deteccion
a = intercepta de la recta, obtenido por correlacion lineal

Sy /x= desviacion estandar de la respuesta en relacion a la concentracion.
Por tanto niveles de concentracion inferiores a 8,64mg/L no podrén ser utilizados para el

andlisis de identificacion de los cannabinoides y que estan por debajo del limite de deteccion del

instrumento.
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4.2.1.3 Precision

Grafico 7-4. Espectro de analisis de la precision del método

........... Estandar
........... Estandar correspondiente al 99.93%

Para la precisién, se tomo la lectura de las absorbancias del pico correspondiente a la vibracion
del anillo aromatico (1500-1600cm™) que estd presente en todos los cannabinoides. Cada
andlisis se lo hizo por sextuplicado tanto en lecturas como en muestras analizadas
simultdneamente, se dan a conocer en el cuadro 4-4.
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Cuadro 4-4. Andlisis de la Precision del método (repetibilidad): Absorbancias a (1500-1600cm™)

Muestra Absorbancias Promedio DS
1 0,25 0,24 0,25 0,26 0,24 0,25 0,25 0,0075
2 0,25 0,27 0,25 0,26 0,28 0,26 0,26 0,012
3 0,27 0,28 0,27 0,26 0,25 0,27 0,27 0,010
4 0,27 0,28 0,27 0,26 0,28 0,27 0,27 0,0075
5 0,25 0,26 0,26 0,27 0,25 0,26 0,26 0,0075
6 0,27 0,25 0,27 0,28 0,26 0,26 0,27 0,010

Promedio 0,26
DS 0,01
RSD 4,40%
Criterio de aceptacion RSD < 5%

Realizado por: SANCHEZ, Gabriela.2015

Podemos observar que se analizaron 6 muestras provenientes de la misma solucion estandar utilizada para la valoracion de marihuana de pureza de 99.93%. El
valor obtenido para la RSD fue 4.40% el cual esta por debajo del valor de referencia de 5% en lo establecido por el Laboratorio de Quimica Forense, lo que

indica que el método tiene una buena repetibilidad.
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4.2.1.4 Estabilidad

Grafico 8-4. Espectro de la estabilidad frente a la obscuridad

........... Estandar
........... Muestra testigo reactivo

Gréfico 9-4. Espectro de la estabilidad frente a la luz

........... Estandar
........... Muestra testigo reactivo
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Gréfico 10-4. Espectro de la estabilidad frente a temperatura ambiente

___________ Estandar
........... Muestra testigo reactivo

Cuadro 5-4. Analisis de Ia Estabilidad

- 24 Horas Sin luz
- 24 Horas Con luz
- 24 Horas A temperatura ambiente
- 720 Horas Sin luz
- 720 Horas Con luz
- 720 Horas A temperatura ambiente

Realizado por: SANCHEZ, Gabriela.2015

Se analizaron 6 muestras estandar de concentracion conocida con testigos reactivos que fueron
almacenados en diferentes periodos de tiempo de 24 a 720 horas, al igual que en distintas
condiciones de almacenamiento como en presencia de luz, en la obscuridad y a temperatura
ambiente. Al evaluar los espectros de las muestras para estabilidad se observa que los picos
analizados no interfieren en ninguno de los casos en el niumero de onda especificos para los
cannabinoides.
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4.3 Presentacion de resultados

Cuadro 6-4. Andlisis de resultados de los pardmetros de pruebas de hipotesis

Especificidad No presenta interferencias

Limite de deteccion 8.64mg/L
Minima concentracion del analito que puede detectar el
equipo.

Precision El valor obtenido para la desviacién relativa fue de

4.40% el cual esta por debajo del valor de referencia
del 5%, lo que indica que el método tiene una buena
repetibilidad.

Estabilidad Las muestras testigo reactivo que fueron almacenados
en distintas condiciones. No interfieren en ninguno de

los casos.

Realizado por: SANCHEZ, Gabriela.2015
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CONCLUSIONES

= Al analizar experimentalmente los parametros de las pruebas de hipotesis para la
determinacion de marihuana, se pudo comprobar que el equipo infrarrojo cumple con los
requerimientos para los que fue disefiado, debido a que los resultados fueron satisfactorios
para todos los anélisis, para el limite de deteccidn se obtuvo 8.64mg/L de concentracion
minima del analito que puede detectar el equipo. En cuanto a la precisién del método se
obtuvo un RSD de 4,40% por debajo de 5% que estd dentro del criterio de aceptacion.
Ademas no se sobreponen las muestras analizadas en los picos caracteristicos para
marihuana, al igual que al someter a las muestras a diferentes condiciones y tiempos no

existen picos que se interponen con los propios para cannabinoides.

= Se pudo identificar la presencia de grupos delta-9-tetrahidrocarbocannabinol debido a que el
equipo infrarrojo es capaz de establecer los grupos funcionales propios de los
cannabinoides. Ademéas ayuda a comparar con detalle las muestras sospechosas para
marihuana, con los espectros de compuestos puros que contiene la biblioteca del equipo, en
este caso es particularmente (til la region de la huella dactilar.

= Al realizar la cromatografia en capa fina se pudo comprobar que este es un método efectivo
para la identificacion de marihuana, ya que al realizar la técnica para este proceso se puede
evidenciar los diferentes cannabinoides presentes en las diferentes muestras. Comparado
con el Equipo Infrarrojo de transformada de Fourier que sirve para complementar el

analisis, constatando en ambos casos la presencia de cannabinoides.
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RECOMENDACIONES

= Se deben tomar todas las medidas de seguridad en el laboratorio para evitar posibles
accidentes, ademas de ocupar los materiales exactos para cada tipo de analisis a realizar.

= Tener extremo cuidado al momento de preparar Sal de azul s6lido B ya que es altamente
toxico, ademas de realizar el pesaje exacto ya que cualquier error podria no dar la

coloracion caracteristica para la presencia de cannabinoides.

= Al momento de ocupar el equipo infrarrojo, se debe revisar por la parte posterior del equipo
que la silica gel no se encuentre en un tono rosado, en caso de estarlo se debe hacer un

cambio de la misma.

= Al analizar las muestras en el infrarrojo se recomienda utilizar las muestras de marihuana
diluidas en una solucion. Ya que si el andlisis se hace en muestra seca presentara mayores

interferencias al momento de realizar el andlisis.

= Cuando se vaya a realizar el ensayo de cromatografia en capa fina, se deben utilizar
muestras a las que previamente se les haya hecho una extraccién de la clorofila, para que el

momento del revelado no altere los colores que debe presentar.

= Al trabajar en el equipo infrarrojo se debe tener en cuenta que las ventanas que se ocupan en
las celdas estan hechas de cloruro de sodio, asi que se debe evitar el contacto con

compuestos acuosos ya gque podrian diluir las celdas.
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ANEXOS

Anexo A. Cadena de Custodia

Toma de Muestra

Verificacion de la descripcion de las muestras

Fuente: Laboratorio de Quimica Forense del Departamento de Criminalistica de Chimborazo




Anexo B. Modelo de hoja de la Cadena de Custodia

Fecha: | | Hora

NuUmero de informe, Noticia u oficio de otra autoridad:

Zona:3 | Subzona: 6 | Distrito:
Unidad Policial/ Centro de Acopio receptor:

Ubicacion Fisica en el Centro Acopio/ Bodega de Evidencias:

Descripcion del embalaje utilizado en el almacenamiento

N° de Indicios: N° de Bolsas: N° de Cajas:

N° de Estanteria: N° de Fila N° de Columna:

Ubicacidn en caja fuerte del centro de acopio:

Fiscalia:

| Juzgado:

Delito que se investiga:

Presunto Autor u Ofendido:

DATOS DEL INDICIO/ EVIDENCIA/ BIEN INCAUTADO

Lugar del Hecho

Tipo de Indicios- Evidencias- Bien: Numero:
Embalaje utilizado: N° de Serie: Marca:
Estado: Regular: Malo:

Color: Tamafo: Volumen: Peso:
Tiempo estimado de caducidad o deterioro: No perecible:
Naturaleza del indicio

Organico: Inorgéanico:

RESPONSABLE DE LA CADENA DE CUSTODIA

QUIEN ENTREGA

QUIEN RECIBE

GRADO, NOMBRES Y APELLIDOS:

GRADO, NOMBRES Y APELLIDOS:

C.C.

C.C

TELF:

TELF:

FIRMA DE RESPONSABILIDAD

FIRMA DE RESPONSABILIDAD




Anexo C. Analisis del Limite de deteccidn

Estadisticas de la regresion R tcal. ttab.
Coeficiente de 0,999748528 0,999748528 126,0966183 2,30600414
correlacion
multiple
Coeficiente de 0,99949712 Ho: No hay correlacion
determinacion R~2 Ha: Hay correlacién tcal>ttab
R”2 ajustado 0,99943426
Error tipico 0,004605662
Observaciones 10

ANALISIS DE VARIANZA

Grados de libertad Suma de Promedio de los F Valor critico
cuadrados cuadrados de F
Regresion 1 0,337280303 0,337280303 15900,3571  1,74906E-14
Residuos 8 0,000169697 2,12121E-05
Total 9 0,33745

Coeficientes Error tipico Estadisticot  Probabilidad Inferior 95%  Superior 95%
Intercepcion  -0,114545455  0,004072348 -28,12761616 2,7569E-09  -0,123936307 -0,105154602

Concentracion(mg/L) =~ 0,001598485  1,26767E-05 126,0966183 1,7491E-14  0,001569252  0,001627717



Observacion

© 00 N oo 0o A W N -

=
o

Analisis de los residuales

Pronéstico Absorbancia

0,077272727
0,141212121
0,205151515
0,269090909
0,333030303
0,396969697
0,460909091
0,524848485
0,588787879
0,652727273

Yip = Q +3Sy/x={
y=bx+a

X

()

Yi-y
Residuos
0,00272727
-0,0012121
0,00484848
0,00090909
-0,0030303
-0,0069697
-0,0009091
-0,0048485
0,00121212
0,00727273
S yIx

oy £ 1/2
Y —3)? /
n—2

x = 8,64mg/L

(Yi-V)*2

7,43802E-06
1,46924E-06
2,35078E-05
8,26446E-07
9,18274E-06
4,85767E-05
8,26446E-07
2,35078E-05
1,46924E-06
5,28926E-05
0,004605662



