INSTRUCTIVO PARA LA
DETERMINACION DE
PLAGUICIDAS POR
CROMATOGRAFIA DE GASES -
MASAS COMO METODO

CONFIRMATORIO.

Octubre, 2017



fesy
QA

! _ INSTRUCTIVDO PARA LA DETERMINACION DE  Wemign 10
Med.i:lir.ai.e:gu.' Cadigo: SMMLCF-ML- PLAGUICIDAS POR CROMATOGRAFIAE DE

Cieracias Formmes | TOXICOLOGLA-07 GASES-MASAS cOMo METODO | Fognaldels
____ CONFIRMATORIO.
CONTROLES
ELABORACION DEL INSTRUCTIVO.
Faag: ! MNombre / cargo Firma |  Fecha
fa —'____,—'—-
Bgc. Catalina Carnll =
! qc. Catalina Carnllo Crtt u&f/j) |
S < i
Mgs Luz Cadavid L ot ,
Elaborado -CIVORS o |
Q = S Sy Sas—=
: i 240572017
Madiheadia Ftco. Milzgros Marcano i)," {'____ :
par; ’ = |
i. :
Bq. Silvia Yumiseba —
PERITOS DE LA GESTION TDIEGDLEIGEA FOREMSE
APROBACION METODOLOGICA DE LA GESTION ESTRATEGICA -
FASE | MNombre / Cargo Firma - = 'Fecha
Ing. Alejandra Pérez M. | J_ " II." - |
Asistencia | ANALISTA DE LA UNIDAD DE | fyp. mg { r;;,@'grgz Mzsung:an =
técnica: | PROCESOS, SERVICIOS Y o 'IIE'DS Calidad
. CALIDAD Pml:aa-uf. J_ ¥ Gal ..
Ledo. Christian Escobar "*:: af -
Revisado RESPOMNSABLE DE LA Y 2902017
por: UNIDAD DE PROCESOS, i
SERVICIOS Y CALIDAD %
o Mgs. Sheldon Lapez
Aprobado | COORDINADOR GENERAL DE e 29092017
por: PLANIFICACION ¥ GESTION L e '
ESTRATEGICA |
APROBACION TECNICA
Hombre / Cargo Firma | Fecha
Lcda. Maria Elisa Lara. A
COORDINADORA TECHICA DE SERVICIOS | A | PADAD20T
DE MEDICINA LEGAL rCRCE L
_EQNTHDL E HISTORIAL DE CAMBIOS
Fecha de

Version Descripcion del cambio

Primer versidn del Instructive para
1.0 Ueterminacion de  Flaguicidas

creacidnfactualizacian
la |

par 24052 T

| Cromatografia de Gases-Masaz como

| método confirmatorio




ey
bt

Medicina Legal

INSTRUCTIVO PARA LA DETERMINACION DE | Versior 1.0
Codigo: SHMLCF-ML- PLAGUICIDAS PFOR CROMATOGRAFiA DE

y Ciencias Foronsos | TORICOLOGIA-DT GASES-MASAS COMO METODO | Pairaddels
CONFIRMATORIO.
INDICE DE CONTENIDO
INFORMACION BASIGA ...coiiiiviniiiniiniiies ivaivsen s s vessnsunas, AN U ARl
GLOSARIO DE TERMINOS Y ABREVIATURAS . ......coieiiiiiiiiieecessiteessstees et 5
L A R D T R . . L B o e 2 5
B R R e e e B
DESCRIPCION DEL INS TR CTIV O : i it it s o vy sem s s smebmss sttt adsmsrenssrnns 3
FUINMDARNEN T TELHRITID. - o st om0 G0 i o e S 2 B
MNORMAS DE SEGURIDAD . ...ttt e e e a
BIBLATHERAF B iy i s sy e R A R T T AR g
AMEX G e O Y . g
INDICE DE TABLAS,
e e e L 13
A e B e s T e B i e s e 14

INDICE DE ILUSTRACIONES.

ILUSTRACION 1 ......... 8 R R B S S S S s g
L T o] o 2]
L STREREIOIN B i e S s S G T A 10
LUSTRAGIOMN 4 .ottt ettt et 11
NS TR O B st i e s s S e v L s i
ILUSTRACION B ..o e 12
TIPS FRACHEIN Tt s Fove e i e e e 12
ILUSTRACION B ..ot 13

B TR A I o s T O B o B O e S 14



ey
b

Medicira Legal ‘:Mlgn:

INSTRUCTIVD PARA LA DETEHMIHAE!I:'IH ODE | Yersitr: 1.0
SHMLCF-ML- PLAGUICIDAS POR CROMATODGRAFIA DE

s Ciencias Forenses | TOMCOLOGIA-0T GASES-MASAS COMO METopg | Paginaddeld

CONFIRMATORIO.

1. INFORMAGION BASICA.

Macroproceso:
Proceso:

Subproceso:

Nombre del
instructivo:

Cadigo del
instructivo:

Descripcion:

Responsable:

Marco Legal:

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

INSTRUCTIVO PARA LA DETERMINACION DE
PLAGUICIDAS POR CROMATOGRAFIA DE GASES-
MASAS COMO METODO CONFIRMATORIO.

SNMLCF-ML-TOXICOLOGIA-07

PROPOSITO:

Estandarizar la determinacion de plaguicidas: érgancfosforados y
carbamatos por Cromatografia de Gases = Masas, como método
de confimacion.

ALCAMNCE:

Se aplica en muestras biolégicas (sangre. suero, contenido
gasinco, vomito y visceras) y no biologicas (alimentos, bebidas,
medicamentos, entre otros) relacicnados con el hecho de interés
criminalistico.

Jefe de la gestion pericial y peritos acreditados de la Gestidn de
Toxicologia Forense del Servicio Macional de Medicina Legal y
Ciencias Forensas,

1. CONSTITUCION DE LA REPUBLICA DEL ECUADOR.
= Art. 195,
La Fiscalia General del Estado.
= Art. 233.
Deberes de servidares publicos
2. CODIGO ORGANICO INTEGRAL PENAL.
~ Art. 292
Alteracion de evidencias y elementos de prueba.
=~ Art.448,
Crganizacion y Direccion.
= Art, 449,
Alnbuciones. Mumerales By 9.
= Art. 4586,
Cadena de Cusiodia,
= Art. 458.
Preservacion de la escena del hecho o indicios
= Art. 458,
Actuaciones y Téenicas Especiales de Investigacion, Numeral
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~ Art. 463,

Obtencidén de muestras
= Art. 498,

Medios de prusba.

=~ Art. 511.

Reglas Generales.

DECRETO EJECUTIVO N°759. Reglamento de Coordinacian
Interinstitucional para la  Qrganizacion, Direceidn,
Administracidn y Operacidén del Sistema Especializado Integral
de Investigacién, Medicina Legal y Ciencias Forenses

= Art.13

Director General del Servicio Macional de Medicina Legal v
Ciencias Ferenses, numeral: 5

~ Art. 14,

Atribuciones del Servicio Macional de Medicina Legal vy
Ciencias Forenses, numeral: 1, 2, 4.5

. RESOLUCION N® 040-2014. FHeglamento del Sistema Pericial

Integral de la Funcion Judicial.

~ Capitulos: 2, 34 v 3.

RESOLUCION N°073-FGE-2014. Suplemento del Registro
Oficial 318 25-VIN-2014,

Acapite: Manual de Quimica y Toxicologia Faorense.

-

Lincamientos:

El instructiva ez "RESTRINGIDO™ y de uso exclusive del
Laboratoric de OCnminalistica y Ciencias Forenses de
Pichincha-Quito en su gestidn interna Toxicologia Forense.

El instructivo es de “US0O OBLIGATORIO® para el personal de
la gestidn interna Toxicologia. Forense.

Es responsabilidad del Jefe de |la gestion intema Towicologia
Forense garantizar la aplicacion y el cumplimiento del presente
instructivo

Se prohibe la reproduccion total o parcial del instructiva sin
autorizacion expresa.

2. GLOSARIO DE TERMINOS Y ABREVIATURAS,

2.1. GLOSARIO DE TERMINOS.

~ Carbamatos: plaguicida de accion anadloga a los compuestos
Organofosforados (OP) al causar una disminucion de la actividad de la
colineslerasa, pero la union al sitio activo de la enzima colinesterasa es

reversible

Consecuentemente, aungue los sintomas son practicamente

idénticos a les del envenenamiento por OF, tienen una duracién especifica,
(Jickells, 2008)
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~ Muestra biolégica: "espécimen sobre el cual se realizara el analisis
toxicolégico de rutina, cuya adquisicion, almacenamiento y transporte al
laboratario se han documentado adecuadamente para garantizar la debida
cadena de custodia.” (Jickells, 2008)

- Organofosforade: ‘grupe de plaguicidas, se usan en agrcultura
principalmente para el control de insectos de cuerpo blande y su toxicidad
para los seres humanos varia segun el compuesto.” (Fiorenza, 2007)

= Pruebas confirmatorias: ‘“prusbas realizadas a fravés de métodos
instrumentales mas modemos para la separacidn y delerminacidn de
espacies guimicas, fal como técnicas cromatograficas que complemeantan
a los analisis clasicos previos de destilacién, extraccidn y precipitacion, con
la finalidad de corroborar los resultados preliminares,”

2.2. ABREVIATURAS.

=~ Cone. :Concentrado.
~ SNMLCF: Servicio Macional de Meadicina Legal y Ciencias Forenses.
» GC-MS: Cromatografia de Gases-Masas.

3. DESCRIPCION DEL INSTRUCTIVO.

3.1,

3.2,

FUNDAMENTO TEORICO.

El t&érmino “plaguicida" abarca una amplia vanedad de sustancias utilizadas
para destruir formas de vida no deseadas. Mas de mil plaguicidas estan
disponibles y se utilizan ampliamente en la actualidad. Estos juegan un papal
importante en la toxicologia clinica v forense como causas de infoxicaciones
sucidas, homicidas v accidentales. (Jickellzs, 2008}

El Laboratorio de Criminalistica y Ciencias Forenses de Pichincha-Quito en su
Gestion Toxicologia Forense, se encarga de la determinacion de un numero
significativo de estos, tales como: Organcfosforados y carbamatos. Para
lograrlo, entre |as técnicas utilizadas se emplea la Cromatografia de Gases-
Masas, en la cual la muestra se volatiliza y se inyecta en |a cabeza de una
columna cromatografica.

Esiatécnica es capaz de proporcionar informacidn acerca de;

Composicion elemental de las muestras;

Estructura de las moléculas inorganicas, organicas y biologicas;
Composicion cualitativa ¥y cuantitativa de mezclas complejas;
Estructura v composicion de superficies solidas; v,

Relaciones isotdopicas de atomos en las muestras. (Skoog, 1992)

R

EQUIFOS, MATERIALES, REACTIVOS Y CONDICIONES AMBIENTALES.

3.21. EQUIPOS:
~ Sorbona; v,
~ Cromatografo de gases- masas
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3.2.2. MATERIAL DE LABORATORIO:
~ Pipetas: seroldgicas y pasteur;
~ Masos de precipitacion; v,
= Wial 2 ml screw thread GC-MS.
3.2.3. REACTIVOS ¥ ESTANDARES DE REFERENCIA: corresponden a
+.2.4.1. REACTIVOS.

= M-Hexang,

3.2.3.2. ESTANDARES/PATRON:
~ Para Organofosforados: Acefate y Malathion, y,
= Para Carbamatos: Estindar de Referencia Carbamate Pesticide
Calibration Mixiure marca RESTEK,
3.2.4. MATERIALES VARIOS:

~ Guantes desechables; y,
~ Papel absorbente.

3.2.5, CONDICIONES AMBIENTALES:
=~ \er: Instructivo para el control de temperatura
3.3. MANEJO DE INDICIOS ¥ MUESTRAS:
3.3.1. TRANSPORTE ¥ ALMACENAMIENTO:

= Mer: Instructivo para Transporte, Almacenamiento y Conservacion
de Indicios

3.3.2. PREPARACION. ¥ MANIPULAGION:

=~ Mer Protocolo de Toma, Conservacién y Recepcion de Musstras
Biologicas para Analisis Toxicoldgicos

3.4, PROCEDIMIENTO:

El procedimiento considerado para el desamollo de este ensayo, debe
obedecer a lo siguienie

Realizar el procedimiento de extraccidon segln lo describe el instructivo:
'DETERMINACION DE PLAGUICIDAS POR CROMATOGRAFIA
DE CAPA FINA COMO METODO DE
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DHIENTACJf}NICDHFIHMAC]GN.", apartado 342, 343 y 344,
posteriormente:

Reconstituir el residuc que se obluve de la extraccion con éter etilico o N-
Hexana,

Colocar en el Vial 2 ml EL RESIDUQ RE CONSTITUIDO.

Realizar un lavado de la columna del CG-MS con metanol grado P.A esto
previo al analisis de la muestra

Colocar cleroformo o N-Hexano en los viales para lavado de la aguja de
inyeccion.

Llevar los wiales al equipa de CG-MS e inyectar la muestra con el método
especifico para el analisis de plaguicidas PEST-RE.

Nota Técnica: las condiciones generales del equipo para el desarrolio del
ensayo, asi camo, las iustraciones onentalivas inherentes & los especiros
por sustancias podran ser observadas en el campo de anexo,

METODO DE CALCULO:
NI,

RESULTADOS Y ANALISIS,
Los resultados seran estipulados de conformidad a lo siguiente:

YV Y Y XYY YW

"_r

Seleccicnar la muestra corrida en el equipo,

Seleccionar el icono “view” y postenomente [a gpeidn *Chromatogram”,
Observar el cromatograma de la muestra analizada

Cotejar el cromatograma de la muestra con el cromatograma del estandar.
Identificar el “pico” de |a sustancia sujeto de analisis.

Seleccionar el “pico” a analizar y observe el espectro

Verificar las masas cormespondientes a la sustancia sujeto de analisis.
Seleccionar el icono de libreria v haga una revision de las posibles
sustancias comespondientes al pico analizado.

Verficar que el porcentaje de identificacion de la sustancia sea mayor a
a0 puntos porceniuales.

4. HNORMAS DE SEGURIDAD.
Considere lo estipulado en la Resolucidn N°07T3-FGE-2014. Suplemento del
Reagistro Oficial 318,25-VII-2014, acapite: Manual de Bioseguridad
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~ Fiorenza, G. (2007). Manual de Procedimientos Analiticos Toxicoldgicos para

Labaratorios de Baja Complejidad. Buenos Aires.

~ Jickells, 5. (2008). Clarke's Analytical

FPharmaceutical Press

Forensic Toxicology, Londres:

~ Skoog, 0. y. (1992). Prnncipios de Analisis Instrumental. Madrid: Mc Graw Hill.

6. AMNEXODS.
ILUETR.HEEH?N 1
CONDICIONES DEL CROMATOGRAFO DE GASES MASAS.
GC Control

Instrument Narme : inst1 Injection S AUTO InletA  :PSSI
Experiment Time : 30.00 min Injection Valume = 2.0 pl It B : NONE
Dleelany Tirma 2 0.00 rmen Sampling Rate - 1.56250 ptsfs Detector A ; HONE
Fun Time : 30,00 rmen Channel :HONE Detector B : HONE
Oyveen Temperations Program -

Intiial Temperature © 75 deg for 1.00 men
Ramg 1 - 15.0 deg/min to 175 deg, hokd for 0,00 min
Ramp 2 : 5.0 deg/mn to 225 deg, hold for 0.00 mn

Ramp 3 : 25.0 deg/min to 290 deg, hold for 9.73 min

ILUSTRACION 2
CONDICIONES DEL AUTOSAMPLER DEL CG-MS.

Imatrwrmsent Contral
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ILUSTRACION 3
CONDICIONES DEL HORNO (RAMPA DE TEMPERATURAS) DEL CG-MS

Instrument Condeol ﬂ
Agoanepier  Dhrondnisin | Camer | Detecton | nsineees Trmed Evens |
Prosyam lrrss i)
Chuma |_3T|-W
&40
3 - ——|; {305
i BT | i 3 |
e — —
10— -- Ciafa wrvedl o |3|}m
o
an potn] 100 150 J00 o] o Crva
s n Tlmemps Flmiey Temp Haold =3
Initinl " 1760 by [or =]
1 [ 160 175 0 0 T i ——
z 50 208 2 00 i
a 250 2 273 Timsoud irand [7a5
 Cremn Hamp A Inp A Hamp
Fanted por-s Letnoerds (T Cremn
It e =1 | IS Felaw sy (T [x55~
e b I Eicp.st b ran Fo
[ _ox ] cwow | e |
Instrument Control T e e -
Atosampier  Creensiniets | Camer | Detectors | instnsmers Tened Everts |
Program bme fran)
Dven {3000
440 o
—_— ' —
i — A o
10— - Dataendtms | 000
! ¥
| oo 50 00 150 M0 F0 0 mo
Cryps
Inj & Ramp Rate Temp Hiexlad
! Coclart !Eﬂ' -|
Initial 2500 554 00|
1 AR ] n nm ["'J“,.-” EL
} e L) !
- I 0.00 0 0.00
Twmecat ) 573
+ | # [\ Oven Ramp A _Inj A Ramp 1l
Heated pore setports (10 rven
Iyector A IEh -'l IZZ o Pl T [P0 i 150
yector 6 | Exuf temee [zo
Rate at whech to increase Temperatuse fo0 1his program dbep (0.00 - 0,00 deg/main),
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ILUSTRACION 4
CONDICIONES DEL CARRIER (TRAMPA DE TEMPERATURAS) DEL CG-MS

Emstrursent Contral
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ILUSTRACION 5
CONDICIONES DEL DETECTOR DEL CG-MS
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ILUSTRACION &
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ILUSTRACION 8
CROMATOGRAMA ORIENTATIVO PARA ORGANOFOSFORADOS.

¢ T-Seg 201% + 1520117
CRRIE P i REF ELanEH
1343 Tl

158 He |
i 1 E%

nn e
A 1537 ma |

(3]

L L L L

| |
Bl . 4 1
i Lo J | J ll anfj'l | P _'|.I 19 - _ll-" o _,.|.I Il

A EM 7M1 AED  §ED  I0E3  IIED 1735 UM IAED ISED  SEE0 LPED ARB3 | 1380 GOED  FNED  GRED Z3AY

T

TABLA 1
BITACORA ORIENTATIVA PARA ORGANO FOSFORADOS.

j TIEMPO BIBLIOGRAFI
COMPUESTO METODO | oo |  MASAS A
PEST- 109-185-220- | STANDARD
DICHLORVOS REWV 6.3 222 METHODS
. PEST- 69-108-127- | STANDARD
MEVINPHOS REV 8 131-192-219 | METHODS
PEST- STANDARD
|DEMETON O & 5 REV 9.1 B0O-88-89-171 | METHODS
PEST- STANDARD
ETHOPROPHOS REV 10,3 158-200-242 | METHODS
PEST- | STANDARD
MALED REV 10,6 109-145-185 | METHODS
PEST- STANDARD
PHORATE REV 11 75-121-260 | METHODS
PEST- STANDARD
DIAZINON REV 12.3 144-179-304 | METHODS
PEST- ) 'STANDARD
DISULFOTON REV 12 6 B8-97-274 METHODS
PEST- ~ STANDARD
METHYL PARATHION REV 13.8 109-125-263 | METHODS
| FENCHLORPHOS PEST- STANDARD
{RONNEL) REV 14,2 285-287-125 | METHODS
PEST- STANDARD
FEWNTHION REW 15,1 125-168-278 METHODS
PEST- STANDARD
CHLORPYRIFOS REW 15.2 144-167-314 | METHODS
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[ PEST- STANDARD
' TRICHLORONATE REV 15,6 137-269-297 | METHODS
PEST- ) STANDARD
| MERPHOS REV 16,5 153-209-298 | METHODS
SIROFOS T
(TETRACHLORVINPHOS | PEST- STANDARD
) REV 17 .4 330-331-333 | METHODS
PEST- 113-155.162- | STANDARD
PROTHIOFOS REV 18 267 METHODS
PEST- 125.141-153- | STANDARD
FENSULFOTHION REV 19 253 METHODS
PEST- STANDARD
SULPROFOS REV 19.4 113-139-156 | METHODS
PEST- STANDARD
AZINPHOS METHYL REV 21 77-132-160 | METHODS
PEST- STANDARD
COUMAPHOS REV 22.1 07-210-226 | METHODS

INSTRUCTIVD PARA LA DETERMINACION DE Version 10
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CROMATOGRAMA ORIENTATIVO PARA CARBAMATOS.

TABLA 2

BITACORA ORIENTATIVA PARA CARBAMATOS

; TIEMFPO :

COMPUESTO METODO RETENCION MASAS BIBLIOGRAFIA
ALDICARE SULFOXIDD PEST-REV 5B-76-86-100-144 | STANDARD METHODS
ALDICARE SULFONE PEST-REV | N STANDARD METHODS
OXAMYL PEST-REW ?2-99:'15125145- STANDARD METHODS
o PEST-REV 58-88-105 STANDARD METHODS

METHOMYL
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E__
S DROXYCARBOFURAN|  PEST-REV 13.85 137-147-180 | STANDARD METHODS
ALDICARE PEST-REV 58.76-86-100-144 | STANDARD METHODS
§5-110-119-131-

PROPOXUR PEST-REV 999 | 5 o1a00s | STANDARD METHODS
CARBOFURAN PEST-REV 11.60 53‘1,‘?:;221;149' STANDARD METHODS
CARBARYL PEST-REV 9.01 EE'E;‘E;‘:’]';m' STANDARD METHODS
NAPHTHOL PEST-REV 14.05 EE"”'BE’S'”E' STANDARD METHODS
METHIOCARE PEST-REV 1464 100-153-168 | STANDARD METHODS
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