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1. INFORMACION BASICA.
Macroproceso:  PERICIAS TECNICO CIENTIFICAS

Proceso: PERICIAS TECNICO CIENTIFICAS MEDICINA LEGAL

Subproceso: GESTION PERICIAL TOXICOLOGIA FORENSE
INSTRUCTIVO PARA LA DETERMINACION DE

Mombre del " g
i“:'::u:;v:, ALCOHOL ETILICO Y METILICO EN MUESTRAS
: BIOLOGICAS ¥ NO BIOLOGICAS

Codi

Chdige il SNMLCF-ML-TOXICOLOGIA-13

instructivo:
PROPOSITO:
Estandanzar la determinacidon de alochol etilico vy metilico en
muesiras bicldgicas ¥ no bickdgicas medianle el Cromatégralo
de Gases con Head Space.

Descripcion: ALCANCE:

Se aplica en muestras bialbgicas (sangre, orina, humor vitreo,
contenida gastrico y wvisceras) y no hiologicas (alimentos,
bebidas, entre otros) relacicnados con el hecho de interés
crminalistica

Jete de la gestion pericial y peritos acreditados de la Gestién de
Responsable: Toxicologia Forense del Servicio Macional de Medicina Legal v
Ciencias Forenses.

1. CONSTITUCION DE LA REPUBLICA DEL ECUADOR.
~ Art 185,
La Fiscalia General del Estado.
= Art, 233.
Ceberes de senvidores pablicos.
2. CODIGO ORGANICO INTEGRAL PENAL.
= Art. 292
Alteracian de evidencias y elementos de prueba.
=~ Art.448,
Marco Legal Drganizaciin y Direccidn.
= Art 449,
Atribuciones. Mumerales 8 y 9.
= ArL 456,
Cadena de Custodia
= Art, 458,
Fresenacion de la escena del hecho o indicios
= Art. 459,
Acluaciones v lécnicas  Especiales de
Invesligacion. Mumearal 1
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=~ Art. 463,
Cbtencidn de muestras.
= ArL 464.

Ingesta de alcohol y sustancias catalogadas
sujetas a fiscalizacion
Mumeral 2.5.

3. CAPITULO VI:DE LA JURISDICCION ¥ COMPETEMNCIA
PARA DELITOS ¥ CONTRAVENCIONES
= Art, 147,
Juzgamiento de los delitos de trénsito.

= Art. 150,

Presuncion de conducir en estado de embriaguez
= Art, 151,

Realizacidn de examen de Alcchalamia.

4. TITULO V: DE LA DETERMINACION DE ALCOHOL Y
SUBSTANCIAS ESTUPEFACIENTESO
PSICOTROPICAS EN LOS USUARIOS DE LAS VIAS

= Art. 243
Cumplimiento de la Ley Organica del Transpore
Terrestre,

~ Art. 244
Realizacidn de prueba de Alcohatest y de ser
posible Alcoholemia

5 CAPITULO II: DE LA REALIZACION DE EXAMEMNES
= Art 249
Toma de muestra por parte de los Operadores de

Salud para realizacién de Alcoholemia,
~ Art 498.

tMedios de prusha,
=~ Art, 511,
Reglas Generales.

6. DECRETO EJECUTIVO N*T589. FReglamenio de
Coordinacion  Inferinstitucional para la  Organizacion,
Dhreccion, Administracidn v Operacidn  del Sistema
Especializado Integral de Investigacidén, Medicina Legal v
Ciencias Forenses.

- Art13
Director General del Servicio Macional de Medicinag
Legal y Ciencias Forenses, numeral: 5

= Art. 14,
Atrbuciones del Servicio Macional de Medicina
Legal y Ciencias Forenses, numaral: 1, 2, 4.5,

7. RESOLUCION N*® 040-2014. Reglamento del Sistema Pericial
Integral de la Funcian Judcial
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= Capitulos: 2, 34 v 5.

8. RESOLUCION N°0T3-FGE-2014. Suplementc del Regisiro
Oficial 318, 25-VI11-2014.

Acipite: Manual de Quimica ¥ Toxicologia Forense.

= El instructivo es "RESTRINGIDD™ v de uso exclusive dal
Laboralorio de Criminalistica y Cienclas Forenses de
Fichincha-Quito en su Gestidn Toxcologia Forense

= El instructiva es de "US0 OBLIGATORIO" para el personal de

Lineamientos: la Gestion de Toxicologia

2.

+ Es responsabilidad del Jefe de la Gestidn de Toxicologia
Forense garantizar la aplicacidn v el cumplimiento del presents
instruciivo.

= So prohibe reproduccion total o parcial del instructivo sin
aulorizacian expresa,

GLOSARIO DE TERMINDS ¥ ABREVIATURAS.

2.1.

2.1.1.

21.2,

2.1.3.

2.1.4.

GLOSARIO DE TERMINOS.,

Alcohol etilico.- Es una droga psicoactiva para los seres humanos, Su
consumo produce, en principio, una sensacion de alegria, Al tiempao, el
individuo puede sufrir preblemas de coordinacion y tener la vision borrosa.
Con un consuma excesivo, es pasible alcanzar un estado de inconsciencia
¥, en un nivel exiremo, llegar a la muerte por envenanamiento. (Yargas,
2001)

Alcohol Metilico.- e denomina lambién alcchel de madera o alcabol
industrial. Es un liquids inflamable, ze o emplea en la industria comao
removedor de pinturas, solvente de barmices y lacas, como agente
denaturante de aleohol elilico, ademas del etanol produce cantidades
variables de metanol y otros compuestos voldtiles. encontrandose én
concentraciones bajas en bebidas alcohélicas. (Vargas, 2001)

Bebida Alcohadlica.- Son aguellas bebidas que contienen elanol (alcohol
alilico) en su composicidn. [(Repeto, 2016}

Cadena de Custodia- Es el conjuntc de procedimientos tendienfes a
parantizar la comecta presenvacion de los indicios encontrados en el lugar
de los hechos; durante todo el preceso investigativo, y que denfro de la
elapa del juicio, servira de prueba para que el tribunal de justicia decida
sobre la responsabilidad o inocencia del acusado. (Repeto, 2016)

Cromatografia de gases - Técnica cromatografia en la que la muestra se
volatiliza y se inyecta en |a cabeza de una columna cromatografica. La
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elucion se produce por el flujo de una fase mavil de gas inerte. (Repeto,
2016)

2.1.6. Cromatégrafo de gases.- Equipo que consta de diversos componentes
como el gas porfador, el sistema de inyeccion do muestra, la columna
(generalmente dentro de un horno), v el detectar. (Repelo, 2016)

2.1.7. Desecho infeccioso- El que contiene bacleras, wirus o olros
micraorgenismos con capacidad de causar infeccidn o que contiene o
puede contener toxinas producidas por microorganismos gque causan
efectos nocivos a sefes vives o al ambiente, (Repeto, 2016)

2.1.8. Muestra bioldgica - Tejido u fluide corporal que se extrae de organismos
vivos o muertos para su analisis, durante su diagndstico o tratamicnto

~ Gas portador: Transporia los componentes de la muestra, y crea una
matriz adecuada para el detector. Un gas portader debe reunir clertas
condiciones: Ser inerte para evilar inleracciones, debe minimizar |a
difusidn gaseosa. Facilmente disponible, de alta pureza, Econdmico.
Adecuado al detector a ulilizar,

~ Gas Combustible: Es un gas que se utiliza para producir energia
térmica mediante un proceso de combustian

~ Detector: Es la parte del cromatografo que se encarga de determinar
cuando ha salido el analito por el final de la columna.

2.2. ABREVIATURAS.

~ CG-HS: Cromatografia de Gases con Head Space,
3. DESCRIPCION DEL INSTRUCTIVO.

3.1. FUNDAMENTO TEORICO

La cremategralia de gases (GC) es util para los compuestos que son
volahiles en su estado natural o que puedan converlirse con facilidad en
una forma wvolatil. La GC ha sido un mélodo ampliamente utilizado desde
hace décadas gracias a su elevada resalucidn, bajos limites de deteccién
precision y cortd iempo de analisis. Su aplicacion incluye vanias moléculas
organicas. incluyendo muchas drogas. (Henry, 2005).

El analisis cuali — cuantitativo de aleohol elilico en sangre constituye en la
actualidad una de las practicas mas uliizadas en el ambido de laboratorios
forenses alrededor del mundo.

Les métodos mas antigquas tenian el inconveniente de resultadas incieros
en caso de alteracion de la muestra hemdtica sometida a estudio. Entre
ellos se mencionan a los gue informaban el resulados como “sustancias
reductoras expresadas en alcohol elibca” fanto volumétricos como de



Coago SHMLCF-ML- | INSTRUCTIVO PARA LA DETERMINACION DE [ WVERSIOM 10

d:";‘l Medicing Legsl | TOXICOLOGIA -13 ALCOHOL ETILICO ¥ METILICO EN BUESTRAS [ Pagina B de 44
2 Ciencias Forenses | BIOLOGICAS ¥ NO BIDLOGICAS e =

micradifusion. También fusron utilizados con cieda frecuencia metodos
enzimaticos que han sido superados en la actualidad

La cromatografia gaseosa, con delector de ionizacidon de llama en su
variante técnica denominada espacio — cabeza (head space), resulta hay el
métode mas apropiado para la valoracian de etanol en fluidos biologicos,
especialmente sangre

Este método, muy sensible, versalil, de excelenta precision y exactitud, es
el mas ubilizado en el mundo. Eslo permile comparacion de resullados a
traves de gjercicios de confrol de calidad, (Feran, 2008)

La técnica de Headzpace o "espacio cabeza’, se utiliza para el analisis de
compuestos organicos voldliles en muestras tanto liguidas como sdlidas.
Las muestras se introducen en un vial cerrado con are, pasteriormenia se
realiza un equilibrio térmico enfre la muesira y la fase de gas. Una vez que
s llega al equilibric termodinamico, com wna jeringa o sislema de
dosificacion ze retira una parte de la muestra que esta en fase de vapor y
o infroduce directamente al inyeclor del GC o cabeza de columna.
[Chromatagraphy, 2015)

En cromatografia de gases, el detector de ionizacion de llama (FID) es una
de oz deteclores mas extensamente wtilizado y, por lo general, uno de los
mas aplicables. En un guemador, ¢l efluente de la comuna s mezcla con
hidrdgeno v con aire para luego encenderse elécinicamente.

La mavoria de los compuestos organico, cuando se pirolizan a la
temperatura de una llama de hidrégens/aire, producen iones vy electrones
que pueden conducir la electricidad a través de la llama. Entre el extremo
del quemador v wun electrodo colector siluado por encima de llama, s
aplica una diferencia de potencial de unos pocos cientos de vollios, y para
la medicion de la cormente que resulta (de unos 10 — 12 A) se utiliza un
amplificador operacional de alla impedancia; el nimers de iones que se
produce  es  aproximadamente igual al de Atomos de  carbono
fransformados en la llama. {Cabrera, 2011}

3.2. EQUIPDS, MATERIALES, REACTIVDS Y COMNDICIONES
AMBIENTALES.

J.21. EQUIPOS:
= Cromatdgrafo de gases con Head Space

322, MATERIAL DE VIDRIO.
= Wiales Head Space con capacidad requernida de 20mil.
» Baldn aforado con capacidad reguerida de 100m|
= Balon alorado con capacidad requerida de 100m!|

3.2.3, MATERIALES VARIOS.
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3.2.58.

3.2.86.
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Micro Fipela automatica con capacidad requerida de 10-100ul,

Micro Fipeta automatica con capacidad requerida de 100-1000ul.
Funtas plasticas con capacidad requerida de Sml, 1ml, 100ul.

Crimper (pinza para cerrar viales) de 1.

Tapas de viales: tapa rosca o tapa erimp con capacidad requenda de 1
por vial

Fapel absorbente con capacidad requenda de 1.

Estandares /Patran

M-propanaol.- Grado P&

Etanol.- Grado P.A. [ estandar cenificado
Metanol.- Grado PLA. F estandar cedificado

Soluciones Madre
Solucion de metanol da 10g/
Saolucian de etanol de 10g/

Nata técnica: Revisar instructivas de Eoluciones,

Soluciones para la Curva de calibracion

» Curva de etanol: 0.1gil, 1.0g1, 2.5g/. 4.0g/l, 5.0g/
# Curva de metanol: 0,100/ - 0,20 g/l - 1,0 g/~ 1,25 g9/1-2.0 g/l

Nota tdenfea: Rowvisar insfruchivos de Soluciones.

3.2.7. Preparacion de Reactivos.

3.2.71. ETANOL

CURVA DE CALIBRACION DE ETANOL

Valumen a tomar
Concentracion Volumen de Agua {ml) a partir de la
deseada [g/1) destilada (ml) solucidn madre de
Etanal

0,1 Afarar hasta 10 0,1

1 Aforar hasta 10 1

2,5 Aforar hasta 10 | 3.5

4 Aforar hasta 10 4

3 Aforar hasta 10 5

-
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Solucion Madre de Etanol

uriera

0. 506

Densid

ad:

0.7 g/mi

* Medir 128 ml de Etaned con purera 99,5 % y afarar con agua destilada hasta 100 ml

3272 METANOL

Solucion Madre de Metanol

Pure ka

53 0%

Dernsid

ad:

0.791 g/

* Medir L ml de Etanol con pereza 999 % y alorarcon agua geshilada hasta 100 mi

CURVA DE CALIBRACION DE METANOL

Velumen a tomar
Comoentracian Volumen de Agua {rmd) apartir de Ia
daseada {g/f1) distilada {ml} solucian madre de
Mt am

01 Afaras haita 10 0.1

03 Afarar hasta 10 o2

1 Afarar hasta 10 1

La#s|  Aforashasta 10 1,25

2| Mfaras hasta 10 2

3.2.7.3. Preparacion del Estandar Interno

Solucion Madre de N - PROPANOL

Purerma:

Fain

[i=nsiclad

&2 girmi

" Wedir 15w de n-propanal con porera 99,5% v aforar cen ama destilada hasta 100 ml

3.3. PROCEDIMIENTO.

A1,

Cambio de cilindros

3131.1. El cambio de cilindres se debe hacer cuando la sefal del

mandmelro, este en 200 m?*

3.3.1.2. El proveedor 25 el encargado de realizar el cambio de cilindros. de

acuerdo a la siguente ilustracitn:

AIRE SECO

HELIC
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3.3.2. Manejo del Head-Space y Software del Equipo
3.3.21. Abrir las valvulas de los gases: nitrdgeno, alre sintélico y helio, de

modo que la perilla quede en posicdn horzontal, como se
presenta en la siguiente imagen.

lNustracion 1

3322 Encender el generador de hidrdgeno, presionando el botdn
‘POWER" ubicado en la parte posterior del equipe, como se
aprecia 2n la siguiente imagen.
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lustracion 2

3 @ #:'

=

3.3.2.3, Oprmir "STAR" en la pantalla azul del generadar de hidrogeno y
espaere @ que la presidn llegue a "60 psi”, de acuerdo a la siguiente
imagen.

Nustracidn 3

J.3.2.4. Prasionar "OFPENT en la pantalla azul del generador de hidrogeno
v posterior encender la computadora, como se aprecia en la
siguiente ilustracidn.

Hustracidon 4
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3.3.25 Encender el equipo Head Space opnmiendo e botdn de
encendido ubicado en la pare posterior del eguipo, como se
puade apreciar en la siguiente ilustracian.

lustracion 5

3326, Encender el Cromatdgrafo de Gases, oprimiendo e bolon de
encendido ubicado en la parte inferior derecha del equipo, de la
siguiente maneara;

Nustracion &

Nota técnica: Ex muy impoianie que los pasas descrilos anferionmenle so sigan an
BSE arden, pOra aseguiar que fooos o accesiios Seencueniten
congctadiog onfre 8§ p asegurar el cormecio funcionamisnio del equipo

3.3.3. Creacion del Método de Alcohalemias.

3.3.31. En la compuladara abnr la carpeta CG-Head Space como se
aprecia en la siguiente ilustracion
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llustracion 7

3.3.3.2. Escoger uno de los métodos previamente desarrollados y
eslablecidos, sean estas alcoholemias, ete, como se describe en
la siguiente grafica.

lNustracion 8

s leElm el | & LasbdliE kil p

s o

et s e P g s v (s [ " Ba = T
e e = T
B Mo b ORIEE i A

& AT ;- BRETH i
o P P b Pibiidhia Edhd i
B ke ST EE R 1= F1ideif Pa
ox lre LR = R, '
BECEFET o e PR TR e
o ilan
= e
H-.u_-
L T—

Eaxsm e

i i

3.3.3.3. Abrr la carpela de “Validacion™ o "Calibracidn’. ¥ cree una nuava
carpeta con ¢l dia y fecha actual, sin espacios ni simbelos, como
se aprecia en la siguiente imagen.
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lustracion 9

oom delimikiid, b rloas et s bdannil E

Pt v llaaw & Tran mi + A ke [T I}

LR A LT F =

3.3.3.4, Abrir una carpeta anterior ¥ copie el cliimo métedo de la carpeta
anterior “MTH® en la nueva carpeta, como se observa en la
siguiente figura:

lustracion 10

S R llFALL NS roriisake AL B Bden a0 L mEES LT

£

T Lratin ain ® (- Y M

T
= T BT T TR
A e LR + '

LU TEEE R

- i R T s
_ STRTHT N 1Tk
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3.3.3.5. Cambiar la fecha del metodo copiado en la nueva carpeta, comao
s¢ puede apreciar en |a siguiente imagen:

Hustracian 11
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2.2.4. Creacion de Secuencia (PRIMER METODO)

3.3.4.1. Abrir el icono *TC NAY" ubicado en la pare central de la pantalia,
de acuerdo a la siguiente imagen:

Hustracidn 12
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3.3.4.2. Calocar la palabra *Manager” en el username y digite el password

solicitado en la pestafa de “TotalChorm Mavigator-CLARUSEED
Hs", como se describe en la siquiente grafica
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Hustracidn 13
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3.3.4.3. Seleccionar “SECUENCIA™ en la pantalla, como se describe en la
siguiente imagen:

lustracion 14
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3.34.4. Seleccionar "Crear Mueva Secuencia” y OK, como se aprecia en la
siguients ilustracidn:
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3.3.4.5, Seleccionar "CLARUS 680" en la seccidn de "INSTRUMENT vy
luego seleccienar “Vial por Vial” y presionar OK, coma se aprecia

3346

en la siguiente grafica:

Nustracion 16
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Se abrira una ventana “Apeend New Cycles® en la cual se debe

seleccionar la pestana de “ldentification®. y escogemos

siguientes seccianes:
= Type: seleccionamos "Call Replace”
» Mame: colocamos las siglas 3TOOIRTT

las
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= Sludy: celocamos la palabra CALIBRACION

3.34.7. Seleccionar Method y abrimos el icono de la carpeta para
seleccionar CG-HEAD SPACE en la seccitn “Quick Path®, como
aparece en la siguienta imagen:

lustracidn 17
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3.3.4.B. Seleccionar la pestafia FILES, como lo podemos observar en la
siguiente imagen:

llustracién 18
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3.3.4.9. Seleccionar Channel A,

3.3.4.10. Seleccionar. una ver que se abra, la carpeta "ALCOHOLEMIAS",
como se puede apreciar en la siguiente lustracion:
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3.34.11. Seleccionar la carpeta "Validacion®, y busque y selecciona el
metodo en estudio, como se puede observar a continuacion:

lustracion 20
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3.34.12. Regresar a la ventana de "Apeend New Cycles” vy seleccionar
“File” lvege seleccionar Method vy elegir “CG/Head Space™ en la
seccion "Quick Path™, como s aprecia en la ilustracion N21.
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33413 Abnr la carpeta de “Calibracion”, seleccionar “Reporte Daysi”
Luego elegir “Data Files” y finalmente escoger “File Name”, como
se observa en la siguiente imagen:

Iustracion 21
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3.34.14. Colocar la fecha con la que ha grabado el método en estudio,
seleccionar  "Cuantificacidn”,  escoger “ISTD”  colocar  la
concentraciaon del Standard Interng v seleccionar v colocar las
niveles W1, M2 v asl sucesvamenie dependiendo de las
repeticiones a desarrollar, como se wisualiza en la ilustracion

NZ2Z y 23,
lNustracian 22
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33415 Observe ¥y cambie en la pantalla de secuencia (podemos
observar en la ilustracidn M24)

~ En Type debe ir en orden: CalReplace- CalAverage-
CalAverage y asi sucesivamente hasta terminar con el nimero
de comidas gue e tenga.

» En Mame cambiar los R1 por R2 y R3

= En data cambiar el ultimo numero después de { por el nombre
del File, Ejemplo STO/RA1

Hustracidn 24
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3.3.416. Cologue la fecha en [a seccion “Descripcion”, como se describe en

la siguiente imagen:

lHustracidn 25

Lr L

Hrder derrspteew teet. Uae Cid= Rl 1 el o soe lene
e e

Tt ] e

ki Sequence Editor - <Untitled

3.3.417. Guarde el meéledo con el icono guardar, como se aprecia a

confinuasian:
lHustracidn 26
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3353 Colocar los viales en el carrete, como se aprecia en 1a siguiente
imagern:

Hustracidn 27

3.3.54, En el Head Space presionar comenzar, y para observar la cormrida
en tiemps real colocar en la pantalla principal “Real Time Plot”
abservar la imagen 28y 29:

lustracion 28
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Hustracidn 29
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34.3.5.5. Reprocesamicnto de estindares vy muestras.

» Ajustar los datos con la nueva curva, ya que se esti
trabajando sobre métoedos ya existentes.

= Abrir el icono "Secuence”

= Elegir la secuencia de la cuva de calibracion realizada antes
del andlisis.

* Abnr la pesiana “Action”

= Seleccionar “Batch”

= Abrr el archivo de la carpeta Head Space comespandienta a
los datos de la curva de calibracién obtenidos en la comida del
dia automaticamente los datos se cargan,

~ Seleccione el icono “Play”

= Realice el procedimiente descrito anterormente, ahora con
los datos de las muestras analizadas.

= Este procedimiento se debe realizar por Duplicada; cbsersar
la siguiente imagen:

lustracion 30
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3.2.6. Creacion de Secucncia (Segundo Método)

3.3.6.1. Seleccionar el icono "Sequence”, como s2 cbserva en la imagen:

Hustracidn 31
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3362 Seleccionar la opcion “Create Mew Sequence” en la ventana

“Startup™ y presione OK, como se describe en la siguiente
ilustracion N32:

HNustracion 32

3365 En la ventana llamada “Global Paramsters”, seleccione "Build
Parameters” y digite

« Logon name: Manager
=~ |nstrument: Clarus 680
=~ Build: Vial por vial
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3364

3.3.6.5,

J.3.6.6.

Seleccione  “Configuration” en la misma ventana “Global
FParameters” y presione 0K

Seleccione en la ventana “Append New Cycles® las siguienfes
CpCiones.

En la opcidn “Idenfification” realizamos lo siguiente:;

~ En la seccion “Type” seleccione “Cal Replace” para la pnimera
repeticion de los niveles de la curva de calibracion y “Cal
Average” para las dos repeticiones de cada nivel

= En la seccién “Study” coloque el nombre de lo que se vaya a
analizar, Ejemplo: Curva de calibracién, Muestras, etc.

=~ En la seccion “Method” escoja el mélodo ereado al inicio can la
fecha de andlisis (dd'mm/aaaa), se aprecia en la siguiente
imagen:
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llustracion 34
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3.3.6.7. Posterior seleccionamos en la opcidn "Files™ o siguiente:
» Seleccionar “Channel &”

F Selecconar el formata de reparte esfablecido en la seccion
"Report Fommat”

= Escoger el archivo del mélede creado al inicio con la fecha de
andlisis (dd/mmiaaaa). en la seccion "Baseline File”

+ Seleccionar "Mone” en el apane "Report Device”.

» Seleccionar “None” en el apare “Plot Device®, como se
presanta en la ilustracion M3,

Hustracidn 35
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3.1.6.8. Seleccionar la pastafa Quantitation (Cuantificacion), ¥ escogemos

las siguentes parametros:

= Elegir "Channel A" 0 "Channel B" dependiendo dal analito a

estudiarse

~ Colocar la concentracion del estandar interno. Ejemplo para
alcohol elilico, la concentracidn de n-propancl. Ejemplo para
alcohol efilice la concenfracién de n-propansl usada coma
estandar intema es 0,200, en la secodn ISTD, s& presenta an

la siguiente imagen:

llustracion 36

—
Apped Mew Cyoiy el
£ e |
T | P Chardimer | i |
L ] T e B
& e el AL i g L] [
ST o | Urce 1 Donoa
] 1000 Locema -E.I.I;,LIJI
= Db L I = s Pl ]
e e L T L]
e prrran mordem O e chees e
1
.u.l-u—-J s et I
Foled il o sl el ilasakaid ] 5 5 R0 6o | SRS ¥ | |




Mugd TOXICOLOGIA <13 ALCOHOL ETILICO ¥ METILICO EN MUESTRAS

Pl ey Cedigo: SHNMLOF-ML- | INSTRUCTIVD PARA LA DETERMINACION DE FEHSmH 1.0 |
e
% Ciencias Foremses | BIOLOGICAS ¥ NO BIOLOGICAS,

3.2.6.9. Seleccionar la pestafia "Calibration”, colocar lo siguiente:

F Colocar los niveles que conforman la curva de calibracidn con
sus respectivas repeticiones. Ejempla: Elija M1 para el estandar
de mas baja conceniracidn,

» Selecoionar “ADD" y observar que se afnada afro nivel N1

= Realizar por triplicado cada nivel, aplicar el mismo criterio para
los otros niveles que conforman la curva de calibracidn segin
el mélodo gue vaya a usarse,

= Zeleccionar "Close” al finalizar, lo presentamos en la siguiente
ilustracian:

Hustracidn 37
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33610, Observar la creacidon  de la nueva carpela, después de la
realizacidn de lodos los pasos anfenores.

2.3.6.11. Sustituir el nombre del estudio v fecha por el nombre de estandar
correspondiente (repetir ol pracedimiento que se expone en el
acdpite  3.3.4.13, primer meétodo de creacion de secuencia),
cantinuar coma se describe en la ilustracidn N 35:

Pagina 30 de 44 |
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3.3.6.12. Guardar el mélado en la seccion “FILE", presionando “SAVE AS™ y
proceda a celocar el nombre y la fecha del dia del
analisis{dd/mm/aaaa), como se puede apreciar en la siguente

IMagen:
llustracién 39
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33613 Colocar los vigles en el equipo para realizar la lectura,

HNustracidn 40
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33614, Presionar la opoidn “Action” en la pantalla prnincipal v seleccione
“SET UP para correr las muestras, revisar en las siguientes
ilustraciones.

3.3.6.15. Seleccianar en el equipo Head Space lo siguente:

= Elegir en la pantalla del Head — Space el método que se va a
COrmer,

= Programar el nimero de muastras que se va a enviar 1a corrida.

+ Finalmente dar un clic en Empezar para iniciar la comida

Hustracidén 41
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3.3.6.16. Revisar el Hormo de acuerdo a las siguientes instrucciones:

~ Revisar que le horno se encuentre a una temperatura de 2507
C.

= Nerifgue gue la llama del FID debe estar encendida
(generalmente se encuentra en 1.49 y 1.61 Mv}

= Elflujo de Aire se encuentre en 400 v del H2 en 40.0

= Finalmente este se conecta aulomaticamente una wez gue s
emnvia la cormda del software del equipo, v del head Space; al
oourric esto se escucha un ligere clie en el horno, como se
puede apreciar en la siguente imagean
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3.2.7. Realizar una corrida en tiempo real.

3.3.7.1. Seleccionar la opecian “Real Time”, como podemos apreciar en la

siguients imagen;

Hustracion 43
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3.3.7.2. Observar los picos en tiempo real, como se puede apreciar en la

siguienis imagen
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3.3.8. Reprocesamicnto de estandares ¥y muestras.

» Ajustar los datos con |a nueva curva, ya qua se estd trabajando sobra
mélados ya exislentes,

=~ Abrir el icono “Secuence”

= Elegir la secuencia de la curva de calibracidn realizada antes del
analisis.

= Abrir la pestana “Action”

r Seleccionar “Batch”®

= Abrir el archivo de |la carpeta Head Space comespondiente a los datos
de la curva de calibracidn obtenidos en kB cormda del dia
automalicamente los datos se cargan.

= Zeleccione el lcono “Play”

» Realice el procedimiento descrto antenormente, ahara con los datos
de las muestras analizadas.

» Este procedimiente se debe realizar por Duplicado, como se puede
apreciar @ continuacian:

Hustracion 45
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3.3.9. Reporte y Estadistica

Para poder emitir el reporte con su respeciiva estadistica se deberd de
sequir los siguientes pasos!

» Seleccionar [a pamalla general del pragrama.

= Abrir la pestana BUILD, Tc Publisher

= Seleccionar Tpm, ir a Files, Load Data y escoger los estandares o
mugestras analizadas.

=~ Abrr la pestafia Preview y dar doble clic sobre la grafica, v elija
Subtable, Speak.

~ Marcar los valores estadisticos en columnas que desee obtener,
como por ejemplo media, desviacion estandar, elc.

=~ Presicnar en Ok v ze oblendrd la tabla de resultados con la
respectiva estadistica.

3.3.10. Preparacidn de Curvas de Calibracion:

Para doterminar la presencia de alcohol metilico y etilico en muestras
biokigicas ze procederd a realizar las respectivas curvas de calbracion
una vez por dia

La curva de calibracion estard compuesta por 5§ niveles que cubren el
rango de interpretacibn clinica:

Etanol: 0.1g/1 - 1,0g/1 - 2 5sg/1 — 4 0g1 -5,0 g,

Metanal: 0,1g/ - 0,29/ - 1.0g/1 - 1,25g/1-2.0 g/l

3.3.10.1. Mode de preparacian de [a curva de calibracidn Etanol-Metanol

Cologue en el vial para head space 450 ul dal estandar interna n-
propanal de concentracidn 0,20 g1, afada 50 ul del estandar de
dlcohol de 01 gl de etanol, cerre 2 wial herméticaments
ajustando bien la tapa rosca o con el Crimper dependiendo del vial
a ser usadao.

Realizar el mismo procedmienfo para 1,0 - 2,5-4,0 =50 g/l v por

cada nivel fres repeficiones.

Nota técnica: Realizar &f misma pmoecedimienio paa mefanal oon s

conceniracones anles doesenfas.

Nota técnica 20 Para realizar cormivnemio o ios estHodares para i cana

e calibracion realizar lo indicada en el acdpife 3.3 4 14
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J.310.2. Griterio de aceptacion:
Una vez realizada la curva de calibracidn, tanto para el etancl
como el metanol si el R? es igual a 0.99 o mas, se acepta el valor
¥ 38 procede a analizar las muesiras de sangre, pero si el B2 es
menor a 0,99 e debe repelir nuevamente la curva.

2.2.10.2, Preparacidén de las muestras de sangre:
Cologue en el vial para head space 450 ul del estandar interno n-
propanal de concentracidn 0,20 g/, afada 50 ul de la muestra
sujeta a estudio, cierre el vial herméticamente ajustando bien la
tapa rosca o con el Crimper dependiendo del vial a ser usado.
Cada mueslra se analizara por duplicado.

3.3.11.INICIO DE CORRIDA DE MUESTRAS.

4.3.11.1.Ir a "Zequence”, coma se describe en la siguiente imagen:

lHustracidn 46
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33112 Utlzando las teclas COMNTROL A, copiar los casilleros gue estan
Ilenas con la cormida de los estandares

3.3.11.3. Cambiar los datos establecidos en la tabla de la siguienis
manera:

» Enla casilla de Type paner “SaMPLE"

F Enlacasila "Study Hame” colocar ANALISIS

~» En la casilla de “Mame” colocar el nombre de la muestra por
duplicada, ejemplo MTEOR1 MTEE0RE2

= En la casilla de "Data” cambiar la informacién que e encuentra
lvego del £ con el nombre de la muestra.

~ Dar click en Guardar, como se describe en la siguiente imagen:
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3.3.11.4. Empezar la comida seleccionands “Actions’
3.3.11.5. Seleccionar “SET UP"

3.3.11.6. En "Starting Row" colocar el ndmero de celda en el que va a
empezar la comida con el blanco

3.3.11.7. En "Ending Row" colocar el dtimo nimero de la celda que se
llené con la ditima muestra.

Nota: Lo desorfo anfenormente s¢ puede aprocar on o siquienle fusiraciin W43

lustracion 48
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4.3.11.8. Fara empezar la comida la pantalia del Head Space seleccione
"Ejecutar”

3.3.12. OBSERVACION E IMPRESION DE LOS RESULTADOS

3.3.121. En TC NAV, abrir el icono "RESULTS", como s& aprecia en la
siguiente imagen:
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33122, Buscar la corrida de acuerdo al nombre guardado.

3.3.12.3. Seleccionar los files, lo podemos apreciar en la siguienie

imagen:
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3.3.12.4, Seleccionar “0OPEN, como se puede apreciar en las siguientes

imagenes N51 y M52:

lHustracion 51
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3.3.13. APAGADD DEL EQUIPQ,

Fara poder realizar el apagado del equipo se debera sequir los siguisntes
pasos:

=~ El usuario debera de dingirse a la pestaia “RUN" y dar un click, camao
se puede demosirar en la siguiente imagemn:

lHustracidon 53
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w Dar click en Clarus 580

= Aplastar OK

= En la pantalla del Cromatdgrafo poner “Calentador Des”

= Esperar que Iz temperatura llegue a 100 °C

~ En el Generador de hidruros  seleccionar Close Slope
Apagar
= Apagar el Cromatdgrafo, luego el Head Space vy al clumo la

computadora,
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3.3.14. RESULTADOS, CALCULOS E INCERTIDUMBRE:
Para analizar los resultados y realizar los calculos se deberd acatar los

siguientes pasos:

r Los resultados oblenidos de la curva de calibracién asi como de las
muesiras analizadas se van almacenando en carpetas rotuladas con el
mes y afio correspondiente en mayisculas (Ejemplo: OCTUBRE 2015),
dentre de esta se van creando archivos con las fechas del dia que se
realiza el analisis dd/mm/aaaa (Ejemplo; D5102015),

~ Datos y graficas obtenidas de |a curva de calibracion y resultados de las
muesiras analizadas serdn impresas a diario para almacenarlas en una
carpeta de archive de resultados,

= El resuliado final de alcocholemia serd registrado en el cuaderno de
Hesultados de anahsis.

3315, ACCIONES CORRECTIVAS

Mo se realizard ningun ajuste manual a la curva de calibracidn, se
tomara la que automaticamente proporcione el equipo v si esta no
cumple el valor de R?, se volvera a repetir.

4. NORMAS DE SEGURIDAD:

4.1. Recepcidn de muestras:
Fara proceder a la recepcitn de las muesiras binldgicas estas deberan
tenar la respectiva solicitud de la autoridad solicitando el anahsis
toxicoldgico, y la respectiva cadena de custodia, solo asi se procedera

a la recepcion de las mismas.

4.2. Proteccién personal:
Las medwas de proleccidn personal que deberd seguir en todo
momenis el personal serd el siguientea:

~ Se usara en todo momento ropa de trabajo y mandil

~ Se usaran guanies proteclores apropiados para lodos los
procedimientos gue puedan entratar confacto directo o accidental
con sangre, liquidos corporales v offos matenales potencialmente
infecciosos.
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= El personal deberd lavarse las manos después de manipular
materiales infecciosos.

= Usar gafas de seguridad, cuando sea necesario praleger los ojos
de salpicaduras

= Eslad prahibide usar las prendas protectoras fuera del labaratons,
por ejemplo cafeterias, salas para el personal v bafos.

~ En las zonas de trabajo estard prohibido almacenar alimentos o

bebidas para consumo en las zonas de trabajo del laboratorio.

4.3, Equipo cromatdgrafo.

Las Medidas de seguridad a ser adopladas para el equipo cromatdgrafo sera:

Aspgurarse de que el instrumenio y el drea de trabajo estén en perecto
estado de limpieza.

Mo madificar los equipas. Cualquier modificacion o funcionamiento no
auiorizado del instrumento puede provocar lesiones personales v dafos a
05 equipos, o que nvalidara la garantia

Mo fumar en el area de trabajo.

Mo almacenar, manipular ni consumir en &l drea de ubicacion de los
equipos.

Ponerse en contacto con un ingeniero de mantenimiento si necesita
ayuda para instalar o trasladar el sistema.

Mo frabajar con el insfrumento si le falia glguna cubierta o pieza inferna.
Mo intente hacer ajustes internocs ni reparaciones que no estén incluidos
e las insfruccionas de las manuales,

Desconectar el instrumento de todos oz generadores de vollaje antes de
abrirle para realizar cualquier ajuste, sustitucidon, mantenimiento o
reparacidn. Si es necesario realizar lareas adicionales de  ajuste,
manterimienia . o reparacien con el instrumento  abierto vy oen
funcionamiento, solo debe llevarlas a cabo una persona calificada que
estd al tanio del riesgo que entrafan

Liilizar solo fusibles de repuesto que tengan la corriente adecuada v =ean
del tipo especificado. No ublice fusibles provisionales ni ponga en
corfacircuito los porta fusibles solo debe llevarlo a cabo una persocna
calificada,

Sien algon momento el instruments deja de ser seguro frente a pelkgros

eléctricos, dejo de ulilzarlo y bajo ningldn concepto permita que se ufilice
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de forma accidental. Es muy probable que la seguridad eléctrica del
instrumenio falle si, por ejemplo, existen dafios wisibles, se ha
almacenado durante un penedo prolongado en condiciones no favorables
o =& ha sometido a mucho movimento durante el transparte.

» Ubique el instrumenio donde se pueda desconectar faciimente del
suministro eléctrico Utlice el equipo de proteccion adecuado. Limpie
inmediatamente los derrames ulilizando el equipo y los suministros
adecuados, Ver Instructivo Mro, PN-LCCF-TOX-PROT-07

- Almacene los disolventes en un ammario aprobado (con la venfilacion
adecuada) y lejos del instrumentao.

5. BIBLIOGRAFIA.

5.1. Manual de Bioseguridad en Laboratorio. Organizacion Mundial de la Salud
Tercara edicidn 2005,
5.2 Turbo Matrixs HS Control Software. User Guide PerkinElmer™



Cédigo SNMLCF-ML-

TOXICOLOGIA =12

| INSTRUCTIVG PARA LA DETERMINACION DE

ALCOHOL ETILICO ¥ METILICO EN MUESTHAS

BIOLOGICAS ¥ NO BIOLOGICAS,

| VERSION.10
Pagina 44 da 44

TRAZABILIDAD DEL DOCUMENTO, COFIAS ¥ COMPULSAS.

Ha. da
Versidn

No. de Copias
Distribuidas

Nombre de la

persona que reciba Fifina

Fecha

Firma del 3GC
- Dievolucidn




