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ORIENTACION/CONFIRMACION.

1. INFORMACION BASICA.

Macroproceso:
Proceso:

Subproceso:;

Nombre del
instructivo:

Codigo del

instructivo:

Descripoidn:

Responsable:

Marco Legal:

PERICIAS TECNICO CIENTIFICAS.
PERICIAS TECNICO CIENTIFICAS MEDICINA LEGAL.
GESTION PERICIAL TOXICOLOGIA FORENSE.

INSTRUCTIVO PARA LA DETERMINACION DE
PLAGUICIDAS POR CROMATOGRAFIA DE CAPA
FINA COMO METODO DE
ORIENTACION/CONFIRMACION.

SNMLCF-ML-TOXICOLOGIA-01.

PROPOSITO:

Estandarizar la delerminacidn de plaguicidas: drgancfosforados,
organockrados, drganonitrogenados, carbamatos, piretroides,
piretrinas, cumarinicos v  derivados amoniacales  por
cromatografia de capa fina, como mélodo de onenfacion y
canfirmacion.

ALCAMNCE:

5o aplica en muesiras bioldgicas (sangre, suero, contenido
gastrico, vomito ¥ visceras) ¥ no biolégicas (alimentos, bebidas,
medicamentos, enfre otros. ) relacionados con el hecho de interés
criminalistico.

Jefe de la gestidn penicial v peritos acreditados de la Gestion de
Toxicologia Forense del Servicio Macienal de Medicina Legal v
Ciencias Forenses

1. CONSTITUCION DE LA REPUBLICA DEL ECUADOR.
= Art. 195,
La Fiscalla General dei Estado.
= Art. 233,
Deberes de senmdores publicos,
2. CODIGOD ORGANICO INTEGRAL PENAL.
# At 292,
Alteracidn de evidencias y elementos de prueba.
= Artd44s,
Chrganizacitn v Direccidn.
= Art 449,
Afrbuciones, Numerales By &
= Art, 456,
adena de Cusiodia
= Art. 458,
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Freservacion de 1a escena del hecha o indicios

= Art. 459,

Acluaciones v Técnicas Especiales de Investigacian, Mumeral
1.

= Art. 463.

Dbtencion de muesiras,

* Art. 498,

Medios de prusba.

= Art. 511.

Reglas Generales.

. DECRETO EJECUTIVO N"759. Reglamento de Coordinacion

Interinstitucional para la Organizacion, Drireccian,
Administracidn ¥y Operacidn del Sistema Especializado Integral
de Investigacidn, Medicina Legal y Ciencias Forenses.

= Art.13

Director General del Servicio Nacional de medicina legal y
Ciencias Forenses, numeral: &

= Art. 14,

Alribuciones del Servicio Macional de Medicina Legal y
Ciencias Forenses, numeral: 1, 2, 4.5,

. RESOLUCION N* 040-2014. Reglamento del Sistema Pericial

Integral de la Funcign Judicial,
= Capitulos: 2, 3.4y 5.

. RESOLUCION N°073-FGE-2014. Suplemento del Regisiro

Oficial 318,25-VI11-2014.
= Acapite; Manual de Quimica y Toxicologia Forenzse.

El instructivo es "RESTRINGIDO™ y de uso exclusivo del
Laboralorio de Crminalistica y Ciencias Forenses de
Pichincha-Quito en su gestidn intermna Toxicologia Forensa,

El instructive es de *USD OBLIGATORIO™ para el personal de
la gestion interna Toxicolagia. Forense.

Es responsabilidad del Jafe de la gestion interna Toxicologia
Forense garantizar la aplicacién y gl cumplimiento del presente
instructivo.

e prohibe la reproduccidn total o parcial del instructiva sin
autonzacidn expresa.

2. GLOSARIO DE TERMINOS Y ABREVIATURAS.

2.1, GLOSARIO DE TERMINOS.

* Carbamatos: plaguicida de accidn amaloga 3 los  compuestos
Organcfosforades (OP) al causar una disminucidn de la actividad de |3
colinesierasa, pero la unidn al sitio aclivo de la enzima colinesterasza es
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reversible. Consecuentemente, aunque los sintomas son practicamente
idénticos a los del envenenamiento por OF, tienen una duracién especifica.
(Jckells, 2008),

Cromatografia de Capa Fina: ‘método separativo ¥ parmite al mismo
tiempo un andlisis cualitativo. En general, se aplica a posteriori de alguna
forma de pre tratamiento de [a muesira, como por ejemplo, extraccién de
analitos de la muestra con solventes® (Fiorenza, 2007).

Cumarinicos: “sustancias derivadas de la  4-hidroxi-cumarina
(amicoagulantes de primera generacién) vy la  indano-1,3-diona
(anticoagulantes de segunda generacidn o superwarfarinicos). Estas
sustancias inhiben la coagulacidn de la sangre por interferencia de la
sintesis de factores de coagulacidn vilamina K- dependientes” (Jickells,
2008).

Derivados Amoniacales: son los herbicidas mas importanies desde el
punte de wisia clinico. Fueron desamollades en base a los efeclos
fitotoxicos de los derivados de amonio cuaternano, Son compuesios
alcalinos, solidos cristalinos, solubles en agua. Los principales son:
Paraguat., Diguat, Morffamquat, Cloromequat, Mepiquat, Difenzoquat.
MWargas, 2001).

Muestra bioldgica: “espé&cimen sobre el cual se realizard el analisis
loxicaldgico de rutina, cuya adquisicion, almacenamisnto ¥ fransporte al
labaratorio se han documentado adecuadamente para garantizar la debida
cadena de custodia® (Jickells, 2008).

Organoclorado: “hidrocarburos clorados de diversas estructuras. Estos
compuesios fueron usados como insecticidas en muchos paises. Son muy
persistentas en el medio ambienta” (Jickells, 2008).

Organofosforade: “grupo de plaguicidas, se usan en agricuttura
principalmente para el control de inseclos de cuerpo blando y su toxicidad
para los seres humanos varia segdn el compuesto” (Fiorenza, 2007).
Organonitrogenado: grupo de pesticidas, los cuales se caracterizan por
contener un alomo da Nitrdgena en su estructura,

Piretrinas: componenles inseclicidas presentes en extraclos de las flores
de Pirethrum cinerariaefolium y ofras especies. Las piretrinas comprenden
ésteres de eslerepisdmeros naturales de dcido crisantemico (piretrina |,
cinerina | y jasmolina 1} v los comespondientes ésteres de acido piretrico
(piretrina H, cinenna Il v jasmobna 1), {Jickells, 2008).

Piretroides: analogos sinlélicos de las Pirefrinas, gue son altamente
Wxicos para los inseclos. Las piretrinas y piretroides tienen una toxicidad
relalivamente baja para los seres humanos, pero la exposicidén a los
mismos por inhalackén puede causar reacciones localizadas en el tracto
respiraforio superor e inferior, lo que provoca edema oral y laringen, fos,
dificultad para respirar v dolor de pecho, (Jickells, 2008),

Pruebas cualitativas: “reacciones quimicas orientativas de color vy
precipitacidn que indican la posible presencia de la sustancia que se
pretende entificar con el analisis, estas cubren un némero imporante de
dragas y ofros toxicos™ (Skoog, 1892).



oy
e

f.r"-n'.‘d‘\'i.'-ll'-.." Ll

INGTRUCTIVD PAHA LA DETERMINAGION DE Ve 10
Codigo: SNMLCF-ML- PLAGUICIOAS POR CROMATOGRAFIA DE — -

y Cercig Forenses.  TOx|COLOGLA 01 CAPA FINA COMO METODD pg Fagnaldeid

_ DRIENTACIONICONFIRMACION.

2.2. ABREVIATURAS.

= CGCF: Cromatografia de Capa Fina.

~ Conc: Concentrado,

F WA Mo aplica,

= SHMLCF: Servicio Macional de Medicina Legal y Clenoias Forenses,

3. DESCRIPCION DEL INSTRUCTIVO.

3.1. FUNDAMENTO TEORICO.

El término “plaguicida™ abarca una amplia variedad de sustancias utilizadas
para destruir formas de wvida no deseadas. Mas de mil plaguicidas estan
disponibles v se ulilizan ampliamente en la actualidad. Estos juegan un papel
imporante en la toxicologia clinica y forense como causas de intoxicaciones
suicidas, homicidas ¥ accidentales. (Jickells, 2008).

El Laboratorio de Toxicologia Forense del Depardamento de Criminalistica de
Fichincha, se encarga de la delerminacion de un nimerg significativo de eslos,
tales como:  Organofosforados,  Organonitrogenados,  Organoclorados,
Cumarinicos, Piretroides, Pirefrinas v Derivados amoniacales. Para lograrla,
entre las téenicas utilizadas se emplea la Cromategrafia de Capa fina que es
ampliamente utilizada para la separacion y la identificacion de farmacaos,
drogas, plaguicidas, etc. Es igualmente aplicable, a los medicamentos en
estado  puro, extraidos de formulaciones  farmmacéuticas, matenales
manipulades ilicitamente, ¥ muesiras.

En su forma mas simple, la Cromalografia de Capa Fina puede considerarss
como la separacion de las sustancias en una superficie revestida con una fase
estacionaria. La fase mdvil & mueve a través de la superficie plana de un
borde a otro v se produce la separacién de las sustancias segun su afinidad a
la fase estacionaria vy a la fase mowil.

La wisualzacion de la placa cromatografica se realiza roseando la misma con
un reactivo el cual va a interactuar con grupos funciocnales especificos
presentes en la molécula. (Fiorenza, 2007)

3.2. EQUIPOS, MATERIALES, REACTIVOS ¥ CONDICIONES AMBIENTALES.

321, EQUIPODS:

Agitador magnetico;

Estufa;

Sorbong;

Sistema de revelado: Nebulizador v bomba de vaclo
= Cabina de UV, y,

F  Equipo de destilacian.

L S . 1

k|
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3.2.2, MATERIAL DE LABORATORIO:

b i TR, - )

h

-

v oW Ny

-

Embudos de extraccion o Edenmeyer;

Capilares reducidos en didmetro por estiramiento al calor;
Fapel de filtro;

Flacas cromatograficas: Especificaciones: Silica Gel, 20 = 20 cm.,
F-254, 200 um;

Cubas cromatografica;

Embudos de filtracitn;

Pipetas; serolagicas y pasteur;

Vasos de preciptacion;

Papel ph;

Tubos de ensayo, v,

Ezpatula.

3.2.3.REACTIVOS Y ESTANDARES DE REFERENCIA:

3.2.3.1. REACTIVOS,

R T L a1

b |

b R

Eter etilico;

Sulfato de sodio anhidro;

Eluente; Hexano — Acetona (4:1);

Eter de petraleo;

) ml de solucidn saturada de Clonuro Mercdrico,

Yoduro de Potazio sélido;

Solucidn de Hidraxida de Sodio al 40%;

Alcohol etilico 957

Hidraxido de Amonio acuoso 2 molflitro; v,

Reveladores;

v Para fosforados: Cloruro de Paladie 0,5 % en HC| 10%,
FPara clorados! Nitrato de plata 1% acuoso,

Para Carbamatos: Vamillina 1% en acido sulfiricaos conc.
Para cumarinicas: acido sulfinco al 5%,

Para derivados amoniacales: Reactivo de NESSLER.
Fara Diquat ¥ Paraguat: Dificnito de Sodio séldo,

L N T R

3.23.2. ESTANDARES/PATRON:

Para fosforados: Acefale v Malathion;

Para Organoclorados; Estandar de Referencia Crganochlorine
FPesticide Mix AB #1;

Fara Carbamatos: Estdndar de Referencia Carbamale Pesticide
C-alibration Mixture marca RESTEK,;

Para cumarinicos: Bradifacoum y Warfarina; y,

Para piretroides: Estandar de Referencia Pyrethroid Standard
Mixture marca SIGMA - ALDRICH
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3.2.4, MATERIALES VARIOS:

= Guanies desechables, vy,
» Papel absorbente.

3.2.5. CONDICIONES AMBIENTALES:

= Ner: Instructivo para el controd de temperatura
MANEJO DE INDICIOS ¥ MUESTRAS:
3.3.1. TRANSPORTE ¥ ALMACENAMIENTO:

F  Mer Instructive para Transporte, Almacenamiento v Conservacien
de Indicios,

3.3.2. PREPARACION. Y MANIPULACION:

= Ner: Prolocolo de Toma, Consenvacion v Recepcidn de Muastras
Bioldgicas para Andalisis Toxicoldgicos.

FROCEDIMIENTO:

El procedimiento considerado para el desamcllo de este ensaye, debe
obedecer a las siguientes fases v estipulaciones:

3.4.1. EXAMEN FiSICO DE LAS MUESTRAS.

= Merificar las caracteristicas organolépticas de la muestra
+  Medir el pH (aplicable dnicamente para contenido gastrico)

Nota Técnica: En el caso de hallarse matenal no digendo, exammar por
EEparados

3.4.2. EXTRACCION DE PLAGUICIDAS ORGANICOS FIJOS,

»  Tomarde 10 a S0 ml o 5 gr de muestra.

F o Afadir 20 ml de &er elilico en un recipente extractor {embudo de
separacion o ERLENMEYER).

= Agitar {en forma manual o con agitador magnétice) y dejar en
contacto con el solvents hasta el dia siguiente.

= Separar la capa etérea, fitrando por sulfato de sodio anhidro

Mota Técnica: separar ¢l iftrado en dos vasos parg su debido andlizis
confimatono por GC-M3

~ Ewvaporar
= Enfriar, re disalver el residuo en 0.5 ml de eter etilica
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» Sembrar én la placa cromatografica la muestra conjuntamente con
estandares del comespondiente plaguicida (una placa por grupo
quimico:  Chganoclorados,  Organcfosforados,  Carbamatos,
Cumarinicos v Piretroides, etc.) dizuelios en éter etilco.

»  Colocar la cuba cromatografica con el eluente v eorrer con un frente
de 10 cm.

=~ Sacar do la camara y dejar secar la placa a temperatura ambiente.
Observar bajo la luz UV y luego revelar con e reactivo
carrespondientes,

Nota Técnica: para & revelado de la placo cromalografica se debe
rociar ef reaciive con la bomba de presidén sobre ja placa, a una
distancia aproximada de 15 cm, de armmba hacia abajo maximo dos

VECES

3.4.3.EXTRACCION ¥ DETERMINACION DE HERBICIDAS DERIVADOS DE
BIFERIDILO (AMONIQ CUATERNARID).

3.4.3.1, EXTRACCION,

.
-

-

-

Afadir 20 ml de alcchal etlico a 20 mil de contenido
estomacal.

Agifar v dejar en reposg en un recipiente con tapa o
Erlenmeyer

Cestilar v recoger los primeros ml {3 ml) en twbo de ensayo,
transcurridos los primeros 20 minutos.

3.4.3.2. DETERMINACION.

e

Afiadir gotas de reactivo de NESSLER a 1 ml de destilado.

Nota Técnica: la composicidn vy preparacidn del reactiva
WESSLER ze halla en o acipile do Ancxos, come Anexo
MG 1.

3.4.4.EXTRACCION Y DETERMINACION DE DIQUAT — PARAQUAT.

3.4.41. EXTRACCION.

~

-

Aftadir 0,5 ml de Hidrdxido de Amonio a 1 mil de mueestra
Mezclar por & minuios.

3.4.4.2. DETERMINACION.,

-~

Afadir 200mg. de Ditionito de Sodio sdlido con la espatula
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3.5. METODO DE CALCULO:
MiA

1.6. RESULTADOS ¥ ANALISIS: la determinacion de resullados sera eslipulada
an funcidn de la siguiente tabla;

TABLA 1
COLORACION DE PLAGUICIDAS POR CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA

GRUPDO DE REVELADOR COLORACION
PLAGUICIDA
: » Solucién acuosa de .
ORGANOCLORADOS Manchas de caolor gris

Mitrato de Plata 0,25 M

Cloruro de paladio 0.5 % | Manchas de color amarillo

ORGANOFOSFORADODS an HCI 10% ..‘,r,r? l:.afé o
CARBAMATOS Vﬂlnllllﬂ-ﬂrﬁ!l 1% en acido Manf:has_ de color rosadao
aulfdrico Conc. = :_ntensn
CUMARINICOS Acido sulfirico 5% + : Manchas de colar cafd
o calor 60°C [
PIRETRINAS ) |
PIRETROIDES Obzervar bapo la luz UV | Manchas de color verde
DERIVADDS Biaaitin e Mnssiar Precip'rtadn de color rojo
AMONIACALES sl ladrills
" Fuerte calor azul a negro =
DIQUAT I PARAQUAT Ditionito de Sodio s6lido PARACUAT

; _ - Amarillo verdoso = DICUAT

(Vallgjo, SIA)
4. NORMAS DE SEGURIDAD.

Considere lo estipulade en la Resolucien N°073-FGE-2014. Suplemento del
Registro Oficial 318,25-V11I-2014, acapite; Manual de Bioseguridad.

5. BIBLIOGRAFIA.

= Fiorenza, . y. (2007). Manual de Procedimientos Analiticos Toxicoldgicos para
Laboratorios de Baja Complejidad. manual. Buenos Aires, Argentina.

= Jickells, 5, y. (2008). Clarke’'s Analtical Forensic Toxicology. Londres:
Pharmaceutical Press.

= Skoog, D v. (15992). Principios de Analisis Instrumental |

= Wargas, B. (2001). Catedra de Toxicologia Clinica y Toxicologia Il Quito

= Wallejo, M. {5/A). Toxicolegla Analitica. Bogota: Universidad Macional
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6. AMEXOS.
6.1. PREPARACION DEL REACTIVO NESSLER: para la preparacion de
este reactivo considere o sigubente:

»=  Afadir a continuacion un volumen igual de una sclucién de Hidrdxido
da Sodio al 40% recién preparada.

F  Afadir yodure de potasio sdlido a 50 ml de solucidn saturada de
cloruro mercdrico, hasta que aparezca el precipitado de calar rajo.
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