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DETERMINACION CUALITATIVA DE BENZODIACEPINAS P-DCF-ECT-TOX-30
EN MATRICES BIOLOGICAS POR QUEChERS-LC/MS/MS

1 Objetivo

El objetivo de este procedimiento es identificar y confirmar la presencia de benzodiacepinas
en muestras de sangre, orina, higado, musculo rojo y humor vitreo mediante una
modificacion de la técnica de extraccion QUEChERS y Cromatografia liquida de alta
resolucién con detector de masas de trampa de iones orbitante.

2 Alcance

Este procedimiento permite realizar la identificacién y confirmacion de las benzodiacepinas y
metabolitos: diazepam, nordiazepam, oxazepam, temazepam, lorazepam, alprazolam,
hidroxialprazolam,  midazolam, hidroximidazolam, clobazam, clonazepam, 7-
aminoclonazepam, 7-aminoflunitrazepam, flunitrazepam, clordiaZepdxido, prazepam,
etizolam, estazolam, clonazolam, delorazepam y lormetazepam em muestras de sangre,
orina, higado, musculo rojo y humor vitreo, que hayan dado positivo con métodos de
screening o preliminares y que segun el Listado de analisis estandar por tipo de caso en la
Seccion de Toxicologia, corresponda realizar la confirmacion, de'estas drogas, o en casos
donde deba realizarse el analisis especificamente por |& clasificaciéon del caso segun el
Listado de analisis estandar por tipo de caso en la Seccion ‘deToxicologia.

Para la determinacion se requieren muestras de al menos 1 mL de sangre u orina, con
oxalato de potasio y fluoruro de sodio. Las muestras de orina son hidrolizadas con enzima
glucoronidasa previo a la fase de extraccion, esto=con el fin de determinar la presencia de
los metabolitos que se eliminan como glucoronidesy(3.4).

En el caso de muestras de visceras se requieré al menos de 1 gramo del tejido y al menos
0,2 mL de humor vitreo.

Para la preparacién de las muestras se utiliza una modificacion de la metodologia de
QUEChERS (3.6). La identificacionsy.confirmacion de las benzodiacepinas se realiza mediante
analisis en el equipo LC/MS Q-exactive. Esta metodologia utiliza la interface de Ionizacion
por Electro-spray, con polaridad=positiva. Los puntos de identificacidon se eligieron segun la
técnica LC/MS/MS obtenidaydeliequipo utilizado (3.3).

Los estandares internessutilizados para la determinacion de benzodiacepinas y metabolitos
son Clonazepam D4 y\Diazepam D5.

La validacion de esta/metodologia se realizé para todas las benzodiacepinas, 21 sustancias
en total. Todos los resultados obtenidos de la validacion se presentan en el informe de
validacion de la metodologia (3.2). El resumen de los resultados de la validacién de
benzodiacepinas se puede observar en el Anexo 5.

El tiempo maximo de permanencia de las muestras en el equipo, permite realizar un maximo
de 40 inyecciones incluyendo blancos, muestras y controles.

Con base en los resultados de la validacion en el parametro de estabilidad, es recomendable
no programar analisis en el equipo cuando no se tenga personal capacitado en la pericia que
pueda revisar el progreso de las inyecciones al menos cada 24 horas.
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3 Referencias

3.1 AAFS Standard Board (ASB), American National Standards Institute (ANSI). Standard
Practices for Method Validation in Forensic Toxicology. ANSI/ASB Standard 036, First
Edition, 2019.

3.2 Informe de Validacion de la metodologia de benzodiacepinas, Secciéon de Toxicologia
(2021), 001-TOX-VAL-2021.

3.3 Maria Antonia Martinez Gonzalez, Revista Espanola de Medicina Legal, Criterios
Cualitativos en Toxicologia Forense, 2012.

3.4 Naciones Unidas. Métodos Recomendados para la detecciéon y ensayo de barbituricos y
benzodiacepinas en Especimenes Bioldgicos. Manual para uso de los laboratorios
nacionales de ensayo de drogas. Manual ST/NAR/28, Nueva York: 2007.

3.5 Recommended Maximum Detection Limits for common DFSA drugs and metabolites in
urine samples, Drug-Facilitated Sexual Assault Committee, /Society of Forensic
Toxicologists (SOFT).

3.6 Westland J, Dorman F. QUEChERS extraction of benzodiazepines in biological matrices.
Journal of Pharmaceutical Analysis. 2013.

4 Equipos y Materiales
Agitador por vibracién tipo vortex.
Agitador de tubos de ensayo por inversion{rotatorio).

Balanza analitica, rango 0,00001 a 30 gramos (+ 0,00001 gramos) y de 30 a 120 gramos
(£0,0001 gramos), similar o superion.

Balanza semianalitica, rango de 0;001 a 100 gramos (+ 0,002 gramos) similar o superior.

Balines de acero nuevos de ¢l4_de’ pulgada lavados con acetona u homogeneizadores de
ceramica Agilent 5982-9312,0'similar. No se reutilizan.

Balones aforados de 5 mb,/Z10 mL, 25 mL y de 500 mL o similar.

Bafio maria con control de temperatura desde aprox. 5,0 °C sobre la temperatura ambiente
hasta 96 £ 4 ° C.

Beakers de vidrio de 10 mL, 50 mL, 250 mL y 1000 mL o similar.
Cabina de bioseguridad clase 2-B2

Camara de Bioseguridad tipo I.

Capilla de extraccion de gases.

Centrifuga refrigerada, con una fuerza centrifuga relativa de al menos 5000 r.p.m. Termo
Sorvall S16R o similar.

Columna Kinetex 2.6u C8 100A, tamafio 100 x 4.6 mm, marca phenomenex o similar.
Congelador (<0 ° C).
Desecador de Laboratorio al vacio marca Labconco o similar.

Dilutor Microlab 600 Series Hamilton, con jeringas de diluciéon y con jeringas de muestreo
con rango de 10 pL a 50000 pL, exactitud < a + 3,0%, o similar.
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Disruptor mecanico para mezclar extractos de QUEChERS 1600 MiniG o similar
Filtro de jeringa de nylon o teflon de 0,22 ym nuevo.

Etiquetas adhesivas con coédigo micro QR.

Formulario “Lista de chequeo para uso de equipo instrumental (LC/MS)”
Formulario “Lista de objetos de analisis por benzodiacepinas”

Formulario “Registro de preparaciéon de disoluciones”

Formulario “Registro de uso y control de material de referencia”

Gabacha o uniforme de laboratorio.

Guantes desechables.

Homogeneizador de tejidos IKA Ultra Turrax T-18 o con tubos mezeladores desechables o
similar.

Impresora de Etiquetas, Citizen CI-S621 o similar.

Insertos de vidrio o plasticos para viales Agilent de 2 mL (puedén ser similares, pero con el
mismo didmetro interno). Son desechables.

Jeringa de vidrio con émbolo con punta de teflén de 4 mL, reutilizable.
Jeringas nuevas de 3 mL de plastico, de vidrio o_similar.
Lavadora automatica de cristaleria Labconco ¢ similar.

LC/MS-2 Q-exactive (LC/MS-2): Cromatografo liquido Thermo Scientific, con bomba
Vanquish S/N 8306242 con desgasificador.por vacio en linea; Automuestreador Vanquish
Split Sampler FT S/N 8306221; Compartimiento con temperatura controlada para la
columna; Detector de masas poR tcampa de iones orbitante Q-Exactive S/N 02823L.
Controlado por una computadora“capaz de correr los programas “Thermo Q Exactive Tune”
version 2.9 y “Xcalibur” version 4.1 'o superior.

Lector de cddigo de barrass

Lentes de seguridad.

Listado de tipos descase.de la Seccion de Toxicologia, versidon vigente.

Medidor de temperatura digital, capaz de medir temperatura en el rango de 10-40°C *1.
Micropipeta ajustable de 100 a 1000 pL (£ 10 pL) o similar. Con puntas nuevas.
Micropipeta automatica de 2 yL a 20 pL (£ 0,2 yL) o similar. Con puntas nuevas.
Micropipeta automatica de 20 pL

Micropipeta automatica de 0,5 a 10 yL (% 0,1 pL) o similar. Con puntas nuevas.
Microtubos de plastico de 1,5 a 2,0 mL tapa rosca o snap cap nuevos.

Papel Kraft para mesa de trabajo, capilla y mesa de transporte de materiales y reactivos.
Pastilla magnética

pH metro, calibrado a pH 4,0 y 7,0 con las disoluciones amortiguadoras de referencia (la
calibracién debe ser diaria), rango 2,0 a 12,0 (* 0,1 unidades de pH). Similar o superior.
Pinza de diseccion con punta plana o similar
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Pipeteador automatico para repeticiones con dispensado de 1 a 5 mL y sus respectivas
puntas (nuevas) de dispensado de 50 mL o similar.

Pizetas plasticas nuevas de 500 mL o similar.

Probetas de 25 mL, 100 mL y 500 mL o similar.

Refrigerador (>0 a 10°C).

Sistema Automatizado del Departamento de Ciencias Forenses.

Sistema de Evaporacién de Nitrégeno N Evap 111 Organonomation para 24 muestras con
control de temperatura y suministro de Nitrégeno (o similar).

Tijera de diseccion.
Tubos coénicos de plastico de 15 mL, o similar.
Tubos coénicos de plastico de 50 mL, o similar.

Tubos de plastico o vidrio con tapa rosca o snap cap (13x#5" o 13x100) o similar
(reutilizables).

Tubos de plastico o vidrio con tapa rosca o snap cap de 5 mL o similar (reutilizables).

Viales ambar silanizados de 5 mL (15x45) con tapa dé.téflién, para almacenar soluciones de
drogas o similar. Utilizar nuevos.

Viales de vidrio o de polipropileno certificados cén=inserto incorporado o con filtro de 0,2 um
Whatman de 1,8-2 mL o similar.

Nota 1: Lave la cristaleria segun lo sefialado €n el procedimiento para el manejo general de
casos en la Seccién de Toxicologia Forense:

5 Reactivos y Materiales de Referencia:

Acetona, p.a.r

Acido acético glacial p.a
Acido Acético 1M (Anexo.1).
Acetato de Sodio p.a

Acetonitrilo calidad, HPLC (p.a.r.) o calidad LC/MS. En el caso de calidad LC/MS sélo debe
refiltrarse el que esta en uso, pero el nuevo debe pasarse a la botella sin filtrar.

Acetonitrilo con 0,1% de acido férmico (Anexo 1).
Acido férmico calidad HPLC o LC/MS.
Agua desionizada

Agua tipo I (Milli Q) con resistividad minima de 18 Q/cm o agua calidad LC/MS. En el caso
de calidad LC/MS debe pasarse el agua directamente a una botella limpia y pre enjuagada
sin filtrar.

Buffer de acetato de sodio 2M, pH 4,5+0,5 (Anexo 1)

Buffer de benzodiacepinas (Anexo 1)

Cloruro de sodio para QUEChERS, Agilent 5982-5756 o similar.

Disolucién de cloro al 0,5% (Anexo 1).

Disolucién de cloro concentrada al 10%, 12% o similar, se adquiere comercialmente.

P-DCF-GCG-JEF-001-R3, Version 01
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Disolucién de glucorénido de oxacepam y/o lorazepam de 10 ug/mL (Anexo 1)
Disolucién de lavado de jeringa del inyector del LC/MS (Anexo 1)
Disolucion de lavado de sellos del LC/MS (Anexo 1)

Enzima B-glucoronidasa de Helix pomatia >100000 Unidades/mL, Sigma-Aldrich (G7396) o
similar, se adquiere comercialmente.

Etanol al 95%, p.a

Fase mévil para benzodiacepinas. (Anexo 1)

Formato de Amonio calidad HPLC (p.a.r.) o calidad LC/MS.

Gas nitrogeno en cilindro, grado industrial.

Isopropanol calidad p.a.r

Jabén alcalino para lavado de cristaleria (Extran® alcalino o similar).

Jabon alcalino (solucién Hidréoxido de Sodio, UN1824) para Javadora automatica de
cristaleria, marca Labconco o similar.

Metanol calidad HPLC (p.a.r.) o LC/MS. En el caso de calidad LC/MS"solo debe re filtrarse el
que esta en uso, pero el nuevo debe pasarse directamente a_ la botella sin filtrar.

Microtubos de limpieza para SPE dispersivo: pueden comprarse comercialmente (Agilent
5982-5121 6 Restek Q211 o similar), o prepararse (Anéxo.1Y.

Disoluciones de CRM de benzodiacepinas para LC/MS\(Anexo 1).

Disolucién de estandares internos de benzodiacepinas para LC/MS de 1 ug/mL (Anexo 1).
Disolucién de Multicomponente de Benzodiacepinas. 1 ug/mL (Anexo 1).

Muestras de matrices blanco (sangre, orina;*higado, musculo rojo, humor vitreo).
Multicomponente de Benzodiacepinas (8 analitos), 250 ug/mL de marca cerilliant o similar
(oxacepam, nitrazepam, alprazolam/florazepam, clonazepam, temazepam, flunitrazepam y
diazepam).

Octadecilsilica (C18) para QUEChERS, Agilent 5982-5752 o similar.

Primary Secondary Amine (PSAYpara QUEChERS, Agilent 5982-5753 o similar.

Soluciones madres de 1. mg/mL de benzodiacepinas, marca cerilliant o similar (diazepam,
nordiazepam, oxazepam; temazepam, lorazepam, alprazolam, hidroxialprazolam,
midazolam, hidroximidazolam, clobazam, clonazepam, 7-aminoclonazepam, 7-

aminoflunitrazepam,” fluhitrazepam, clordiazepdxido, prazepam, etizolam, estazolam,
clonazolam, delorazepam, lormetazepam)

Soluciones madres de 1 mg/mL de Estandar Interno de Clonazepam D4 y Diazepam D5
marca cerilliant o similar.

Solucion madre de 100 ug/mL o 1 mg/mL de Glucorénido de oxacepam y/o glucordnido de
Lorazepam marca cerilliant o similar.

Sulfato de magnesio anhidro para QUEChERS, Agilent 5982-8082 o similar.

Tubos con sales de QUEChERS (original), cloruro de sodio/sulfato de magnesio puede

obtenerse a partir de sales adquiridas comercialmente (Agilent 5982-5555 o similar) o
prepararse (Anexo 1).
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P-DCF-ECT-TOX-30

6 Condiciones Ambientales:

No |Condicion ambiental |Valor minimo Valor maximo Otras caracteristicas

1 |Preparacion de| No es critico para el No es critico para |Se puede utilizar
muestras y en la proceso el proceso camara de bioseguridad
extraccién por tipo I para preparacion
QUEChERS de la muestra y capilla

de extraccion de gases
para extraccidon en fase
solida o cabina de
bioseguridad clase 2-B2
para ambos procesos.

2 |Temperatura en 150C 260°C Estos parametros se
area de analisis en monitorean Unicamente
el equipo LC/MS ante un fallo del

sistema de aire
acondicionado. La
temperatura ideal es

entre 18 y 21 °C, pero
el equipo puede operar

entre 15y 26 °C.

7 Procedimiento:

7.1 Solicitud de las muestras'y preparacion inicial:

7.1.1
7.1.2

7.1.3

7.1.4

7.1.5

7.1.6

Utilice gabacha, guantes«desechables, lentes de seguridad.

Para la preparacion, verificacién y conservacién del material de referencia, controles
en matriz, disoluGiones de CRM, disoluciones de estandares internos, disoluciones
de glucoronidos refiérase al Procedimiento para el manejo general de casos en la
Seccion de Toxicologia Forense.

Para la preparacion, verificacion y conservacion de reactivos y materiales criticos
refiérase al Procedimiento para el manejo general de casos en la Seccién de
Toxicologia Forense.

Realice como técnico encargado una consulta de los casos pendientes de analisis
por benzodiacepinas y seleccione la informacién de esos casos, para ir llenando el
formulario “Lista de objetos de analisis por benzodiacepinas”.

Entregue el Formulario “Lista de objetos de analisis por benzodiacepinas” al
encargado de la bodega de indicios para que proceda a buscar las muestras y
entregdrselas al técnico encargado del analisis. Reciba las muestras que va a
analizar a través del SADCF.

Utilice como perito encargado del analisis de datos, el SADCF para asignarse a
todos los casos del Formulario “Lista de objetos de analisis por Benzodiacepinas” e
iniciar el Registro de Andlisis en Serie.

P-DCF-GCG-JEF-001-R3, Version 01
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7.1.7 Registre cada uno de los indicios a analizar en el Registro de Andlisis en serie del
SADCEF iniciado en el punto anterior, revise que la totalidad de indicios a analizar
hayan sido registrados. Imprima dos juegos de 4 etiquetas con el niamero de la
orden de trabajo y el nUmero de objeto.

7.1.8 Utilice las etiquetas generadas, para rotular un tubo de plastico con tapa rosca de
15 mL, un microtubo limpieza para QUEChERS y un vial de 2,0 mL con tapa de
rosca con filtro para depositar el extracto a analizar en el equipo instrumental. El
otro juego de etiquetas se usa para reembalar los indicios.

7.1.9 Coloque las muestras de sangre y orina (incognitas y blancos) en el agitador
rotatorio y espere aproximadamente 20 minutos a que se atemperen.

7.1.10Deje las muestras de visceras y de humor vitreo dentro de la cédmara de
bioseguridad aproximadamente 20 minutos. Si recibe las muéstras de visceras aun
congeladas espere al menos 45 minutos antes de iniciar el analisis.

7.1.11Saque del congelador las disoluciones de benzodiacepinas G’y C2, la disolucién de
estandares internos y la disolucion de glucorénido de oxacepam y/o lorazepam de
10 ug/mL.

7.1.12Si esta disponible, incluya el CRM multicomponente_de benzodiacepinas de 1 ug/mL.
Espere aproximadamente 20 minutos dejandolo/en-reposo.

7.1.13Refiérase al Procedimiento para el manejongeneral de casos en la Secciéon de
Toxicologia Forense, si por alguna razén=debe ausentarse brevemente durante el
proceso de extraccion. Si debe ausentarse mayor tiempo, resguarde las muestras
en el drea de custodia intermedia.

7.1.14Al finalizar el andlisis, entregue las-muestras mediante el SADCF al funcionario de la
bodega de indicios o a algunf{funcionario que las requiera para otro analisis. Si fuera
necesario, puede dejarselas, enscustodia intermedia hasta que pueda entregarlas al
encargado de la bodega de indicios.

7.1.15 Encienda el dilutor Siyse requiere y seleccione el método del equipo segun los
analitos a analizar. Acondicione el dilutor (revision de jeringas, tuberias y cebado de
lineas)

7.2 Verificacion de reactivos y equipo:

7.2.1 Limpie las cdmaras de bioseguridad y las capillas de extraccién de gases segun lo
sefalado en“el PON de “Limpieza, Revision y Control de areas de trabajo”.

7.2.2 Prepare el equipo instrumental, proceda de acuerdo con lo indicado en el
“procedimiento del uso y manejo del Cromatografo Liquido Vanquish con detector
de masas por cuadropolo Trampa Orbitante (LC/MS Q-EXACTIVE) LC/MS-2" en lo
referente a calibracion, disponibilidad de gases (He), purga de lineas, purga de
columna o algun mantenimiento requerido.

7.2.3 Refiérase al “procedimiento del uso y manejo del Cromatdgrafo Liquido Vanquish
con detector de masas por cuadropolo Trampa Orbitante (LC/MS Q-EXACTIVE)
LC/MS-2" para la utilizaciéon del formulario “Lista de chequeo para uso de equipo
instrumental (LC/MS)".

7.2.4 Inyecte, siempre antes de correr la secuencia de analisis, una secuencia de
verificacién que incluya una disolucién de CRM de benzodiacepinas sin extraer,
seguida de un blanco de matriz de sangre sin estandares internos, si hay muestras
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de orina en la secuencia de analisis, reinyecte la disolucion de CRM de
benzodiacepinas sin extraer, seguida de un blanco de matriz de orina sin estandares
internos. Esta secuencia se utiliza para la verificaciéon de reactivos criticos y del
equipo instrumental, asi como para verificar que no se presente arrastre entre las
muestras.

7.2.5 Tome 30 pL de la disolucidon de benzodiacepinas C2 para preparar la disolucion de
CRM de benzodiacepinas sin extraer y depositelos en un tubo de plastico o de
vidrio, agregue 20 pL de la disolucién de estandares internos, séquelos en el
sistema de evaporacion con nitrégeno a una temperatura inferior a 40°C vy
reconstituya con 400 yL de fase movil, homogenice bien usando vortex.

7.2.6 Transvase esta disolucién en fase movil a un vial de polipropileno con filtro
incorporado y rotulelo. Filtre (jeringa de 3 mL, filtros de 0,22 ym) en caso de no
utilizar viales con filtro incorporado.

7.2.7 Realice el analisis cromatografico de la secuencia de verificacion.

7.2.8 Apruebe, como perito competente en andlisis en LC/MS, los resultados de estos
controles de la secuencia de verificacion, cuando cumplan los criterios de aceptacion
descritos en este procedimiento y en el “Procedimiento para el manejo general de
casos en la Seccidn de Toxicologia Forense”

7.3 Extraccion de muestras de sangre:

7.3.1 Coloque 1 mL de muestra de sangre blaneeen tubo cénico de 15 mL rotulado como
blanco de sangre.

7.3.2 Coloque en otro tubo cénico de ¥5 mL, 1 mL de sangre blanco y agregue 10 yL de
la disolucién de BZD (C1). En otre’ tubo coénico de 15 mL agregue 20 pL de la
disolucion de BZD (C2).( Rotule respectivamente los tubos como blancos
enriquecidos I y II.

7.3.3 Coloque en otro tubo de™l5 mL, 1 mL de sangre blanco y agregue 200 pL del
multicomponente de BZb.de 1 ug/mL. Rotule el tubo.

7.3.4 Coloque 1 mL dé sangre de cada una de las muestras incdgnitas en tubos conicos
etiquetados comlaiinformacion de la muestra.

7.3.5 Agregue 20 plk“de la disolucién de estandares internos a todas las muestras y
controles.

7.3.6 Coloque en cada uno de los tubos un balin metalico u homogeneizador de ceramica,
aplique vortex por aproximadamente 30 segundos. Realice este paso y los 2 pasos
siguientes de 2 en 2 tubos.

7.3.7 Agregue el contenido de un tubo (0,5 g) de las sales de QUEChERS original (MgS0O4
y NaCl) a cada tubo con muestra o control.

7.3.8 Agregue 1 mL de acetonitrilo, aplique vortex por 30 segundos

7.3.9 Encienda el equipo disruptor 1600 MiniG y cerciérese que esta configurado a una
velocidad de 1000 RPM y un tiempo de 1 minuto.

7.3.10 Agite vigorosamente un minuto. utilizando el equipo 1600 MiniG de la siguiente
manera: coloque en la placa base del equipo la bandeja con los tubos. Ponga la
tapa metalica sobre la bandeja, baje las palancas de bloqueo de ambos lados y gire
el tornillo de bloqueo central hasta que cierre totalmente y baje la tapa del equipo
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para asegurar el cierre. Presione el botdon de inicio (start) y espere hasta que
finalice el ciclo de mezclado de un minuto. La agitacion también puede realizarse
manualmente con el antebrazo.

7.3.11 Centrifugue a 5000 rpm por 15 min.

7.3.12 Tome 500 pL de la parte superior del extracto y depositela en el microtubo de
limpieza con 125 mg de la mezcla de sales PSA, C18 y MgSO04.

7.3.13 Aplique vortex por aproximadamente 30 segundos.
7.3.14 Centrifugue a 9000 rpm por 6 min.

7.3.15 Transfiera 250 pL del sobrenadante a un tubo de plastico o vidrio de 5 mL o
similar. También puede transferir directamente al vial de 2 mL.

7.3.16 Coloque en el sistema de evaporacion con Nitrogeno y llever a sequedad. La
temperatura del bafio debe ser inferior a 40°C.

7.3.17 Agregue 400 puL de fase movil a cada vial, aplique voftex aproximadamente 30
segundos. Coloque el filtro en el vial y presione despacio)hasta el fondo, asegurese
de que quede bien presionado. Puede filtrar congjeringa de 3 mL o filtros de 0,22
pm en caso de no utilizar viales con filtro incorperado.

7.3.18 Coloque los viales con las muestras en{ |a% bandeja de inyeccion del LC/MS.
Consérvelos en refrigeracion o congelacion,si'mo se van a analizar de inmediato.

7.4 Extraccion de muestras de humor vitreo:

7.4.1 Si en la secuencia hay muestras de humor vitreo, incluya un blanco de esa matriz
ademas de los blancos de sangre ¥ orina. Coloque las muestras incognitas de
humor vitreo seguidas del blaneo de humor vitreo.

7.4.2 Saque del desecador los micretubos con sales de QUEChERS original. Rotule los
microtubos con la informacién®de las muestras. Coloque 0,2 mL de humor vitreo de
cada una de las muestras incégnitas en los microtubos de 2 mL que contienen (0,100
g) de las sales de QUEChERS original (MgS04 y NaCl). Coloque en cada uno de los
tubos un balin metalicor

7.4.3 Agregue 20 pl{de‘la‘*disolucion de estandares internos a todas las muestras.
7.4.4 Agregue 0,2 mbk de acetonitrilo y aplique vortex por aproximadamente 30 segundos.
7.4.5 Centrifugue a 9000 rpm por 6 min.

7.4.6 Tome 125 pL de la parte superior del extracto y depositela en un vial de vidrio
rotulado.

7.4.7 Coloque en el sistema de evaporacién con Nitrégeno y lleve a sequedad. La
temperatura del bafio debe ser inferior a 40 °C.

7.4.8 Agregue 200 pL de fase movil y coléquelo en un vial de 2 mL con inserto.

7.4.9 Coloque los viales con las muestras en la bandeja de inyeccion del LC/MS.
Consérvelos en refrigeracién o congelacion si no se van a analizar de inmediato.

7.5 Hidrolisis y extraccion de muestras de orina:

7.5.1 Coloque 1 mL de muestra de orina blanco en tubo de 15 mL rotulado como blanco de
orina.
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7.5.2 Coloque en un tubo de 15 mL, 1 mL de orina blanco y agregue 10uL de la disolucién
de BZD (C1). En otro tubo cdénico de 15 mL agregue 20 uL de la disolucién de BZD
(C2). Rotule respectivamente los tubos como blancos enriquecidos orina Iy II.

7.5.3 Coloque en otro tubo de 15 mL, 1 mL de orina blanco y agregue 20 pL de la
disoluciéon de glucoréonido de oxacepam y/o lorazepam de 10 pg/mL. Rotule con el
nombre y la concentracion.

7.5.4 Coloque 1 mL de orina de cada una de las muestras incognitas en tubos conicos
etiquetados con la informacion de la muestra.

7.5.5 Agregue 20 pL de la disolucién de estédndares internos a todas las muestras de orina
incognitas y controles.

7.5.6 Agregue 50 pL de buffer de acetato de sodio 2M, de pH 4,5 a cada una de las
muestras de orina a analizar.

7.5.7 Agregue 50 pL de la enzima B- glucoronidasa de Helix pomatia/ (2100000 U/mL) que
se adquiere comercialmente, a cada una de las muestras~de orina Aplique vortex
aproximadamente 30 segundos.

7.5.8 Incube en bafio maria a 56°C aproximadamente durante 2 horas.

7.5.9 Enfrie aproximadamente 15 minutos las pluestras antes de continuar con la
extraccién.

7.5.10 Cologue en las muestras de orina un balf"e=un homogeneizador de ceramica.

7.5.11 Siga con los pasos anteriormente indicados en la extraccion de muestras de sangre a
partir de este punto.

7.6 Extracciéon de muestras de visceras (higado y musculo rojo):

7.6.1 Si en la secuencia hay muestras.de visceras (higado o musculo), incluya un blanco de
esa matriz ademas de los blancos de sangre y orina. Coloque las muestras incégnitas
de visceras con blances_de fase movil entre ellas, posterior al blanco de higado o
musculo respectivamente.

7.6.2 Pese 1 gramo_de’tejido de las muestras incognitas, luego pique finamente con
ayuda de la tijera®y pinza de diseccién la porcion de viscera pesada. Homogenice
con 3 mL de agua desionizada las muestras y controles de visceras.

7.6.3 Homogenice-Con homogeneizador de tejidos. Si utiliza el homogeneizador con tubos
desechables no realice los pasos descritos en 7.6.4 y 7.6.5. Ademas, si utiliza
homogeneizador con tubos desechables, debe pesar 3 gramos de tejido de las
muestras incégnitas y homogenizar con 9 mL de agua desionizada utilizando tubos
conicos de 50 mL.

7.6.4 Si en la secuencia hay mas de una muestra incdégnita de viscera, previo a la
homogenizacion de cada muestra, desarme el homogeneizador de tejidos vy
enjuaguelo en la tina con disolucién de hipoclorito de sodio al 0,5% eliminando
primero todo el tejido, luego lave con jaboén alcalino con hisopo o cepillo, enjuague
con agua de grifo, con agua desionizada y con etanol antes utilizarlo de nuevo.
Arme de nuevo el homogeneizador y acciénelo dentro de un beaker de 50 mL con
agua desionizada por aproximadamente 15 segundos. Deseche el agua.
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7.6.5 Licue aproximadamente 15 segundos el blanco de muestra, aunque ya esté
homogenizado, esto para evaluar la limpieza del homogeneizador de tejidos y del
proceso. Después lo puede utilizar en la siguiente muestra sin lavarlo.

7.6.6 Trasvase 1 mL de licuado a tubos cénicos de 15 mL.

7.6.7 Realice los mismos pasos de extraccidén indicados para muestras de sangre.
7.7 Analisis por LC/MS
7.7.1 Preparacion del equipo:

7.7.1.1 Refiérase al punto de preparacién inicial del “procedimiento del uso y manejo del
Cromatodgrafo Liquido Vanquish con detector de masas por cuadropolo Trampa
Orbitante (LC/MS Q-EXACTIVE) LC/MS-2"” para revisibn de inyecciones vy
consumibles, revisién del vacio del equipo, revisién del ®estado de los gases,
entre otros.

7.7.1.2 Si se requiere verificacién o calibracion de los parametros del equipo, siga lo
establecido en el “procedimiento del uso y manejoy¢del Cromatografo Liquido
Vanquish con detector de masas por cuadropolo“Irampa Orbitante (LC/MS Q-
EXACTIVE) LC/MS-2".

7.7.1.3 Prepare las disoluciones de cada botella ségun=se indica en el Anexo 1. Hay una
botella para el buffer de benzodiacepinas‘(B),» metanol (A), acetonitrilo acido (C),
agua (D), disolucién de lavado de la_jeringa del inyector y disolucion de lavado
de sellos.

7.7.1.4 Siga los pasos descritos en el proeedimiento del uso y manejo del Cromatégrafo
Liquido Vanquish con detecter de masas por cuadropolo Trampa Orbitante
(LC/MS Q-EXACTIVE) LC/MS=2" para la filtracion de estos solventes.

7.7.1.5 Respete el contenido dencada botella, no las intercambie. Descarte el contenido
de las botellas utilizadas™“para el buffer y el agua, posteriormente proceda a
lavarlas segun lo descrito en el punto 4 de este procedimiento.

7.7.1.6 Llene la bitacora de'control de uso del equipo con toda la informacién requerida.
7.8 Purga de lineas“y.de columna:

7.8.1 Para la purgasdeé lineas y de columna refiérase al apartado purga de lineas y de
columna del M'procedimiento del uso y manejo del Cromatdgrafo Liquido Vanquish
con detector de masas por cuadropolo Trampa Orbitante (LC/MS Q-EXACTIVE)
LC/MS-2". Utilice un flujo de columna de 500 pL/min.

7.8.2 Revise que la columna que estd instalada corresponda a la utilizada en Ia
metodologia de benzodiacepinas (Kinetex 2.6u C8 100A, tamafio 100 x 4.6 mm).

7.8.3 Una vez que termind de purgar las lineas y columna, proceda a cargar el método de
benzodiacepinas en uso, al menos 20 minutos antes de iniciar el anadlisis en serie de
las muestras y controles.

7.9 Analisis de muestras de rutina mediante LC/MS con inyeccion en secuencia

7.9.1 Abra el programa “Xcalibur” mediante el acceso directo que se encuentra en el
escritorio de la computadora que controla el equipo. Seleccione en la pantalla que se
abre la opcidn “Sequence Setup”.
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7.9.2 Para crear una secuencia nueva vaya a la pantalla “Sequence Setup”, en el menu
“File” seleccione “New”.

7.9.3 En el menu “file” de la pantalla “Sequence Setup” seleccione “Open” para abrir una
secuencia existente de benzodiacepinas (en D:LC MS LTQ-XL\SECUENCE\afio).
Aparece la pantalla de la secuencia tal y como se muestra en el Anexo 2.

7.9.4 Escriba en el campo “File Name” un nombre comun que describa las inyecciones que
va a realizar (por ejemplo “"BZD"). Vaya al escritorio de la computadora y de un clic
en el acceso directo a "Computer”, busque el directorio D:\LC-Q-Exactive\ DATA\afo
y dentro del afio que corresponde cree una carpeta con el formato ddmmm_aa con la
fecha de la inyeccion. En el campo “Path” de un clic en “Browse” y seleccione en el
directorio donde se van a almacenar los datos (normalmente D:\LC-Q-Exactive\
DATA\afio\ddmmmaa.

7.9.5 En el campo “Instrument Method” de un clic en “"Browse~y seleccione el metodo de
analisis(*.meth) (normalmente se encuentra en D:\LC-Q-Exactive\METHODS),” en
“Position” ingrese la inicial del color de la bandeja-donde va a colocar el rack y la
posicién, ejemplo “G:A1”, en “Inj Vol coloque 10.00. De un clic en “"OK".

7.9.6 Aparece una lista donde cada linea correspende con una inyeccion. Personalice en
esta lista la informacién de las columnas “Sample Type” (seleccione entre: Unknown,
Blank, Std Bracket segun corresponda), Sample ID (descripcion corta de la muestra)
y Sample Name (descripcién detalladafdela*muestra). Ver Anexo 2.

7.9.7 Si se esta basando en una secuencia anterior modifiquela segun la cantidad de
inyecciones (muestras y controles) y de la descripcion de las mismas. Elabore la
secuencia iniciando con al menos un blanco de corrida, continle con el blanco de
matriz de sangre, luego «cologue los controles distribuidos entre las muestras de
manera que no queden 10,0 mas muestras sin controles entre ellas. Ponga las
muestras seguidas sin| blancos de fase mdévil entre ellas. Repita el procedimiento
anterior utilizandosla matriz de orina. En el caso de que deban analizar muestras de
humor vitreo, musculo rojo o higado, coloque un blanco de la matriz que desea
analizar y las muestras incégnitas de esa matriz.

7.9.8 Cargue el método “lavado columna 100 x 4.6” en el ultimo blanco de corrida de la
secuencia. Coloque los viales en el mismo orden en Ila bandeja del
automuestreador. Salve la secuencia de nuevo. Solicite a un compafero que revise
la secuencia antes de ponerla a correr en el equipo.

7.9.9 Si la secuencia se detiene por alguna razén y luego debe reanudarse, guarde de
inmediato las muestras en refrigeracién o congelacién por un maximo de 48 horas
hasta reanudar el analisis.

7.10 Analisis automatico de resultados mediante reproceso de la secuencia:

Nota 1: El analisis de las muestras de sangre de vivos debe realizarse utilizando el
blanco de sangre de vivos y los blancos enriquecidos de sangre de vivos I y II. Las
muestras de sangre post mortem deben analizarse utilizando el blanco de sangre post
mortem y los blancos enriquecidos en sangre post mortem I y II. Para las muestras de
orina se debe usar el blanco de orina y los blancos enriquecidos I y II en orina. Para el
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analisis de humor vitreo y visceras se emplean los blancos de esas matrices y los
blancos enriquecidos I y II de sangre post-mortem.

7.10.1 Espere a que el equipo realice todas las inyecciones del bloque del que desea
realizar el analisis de datos. Vaya al programa “Xcalibur”, seleccione en la pantalla
que se abre “Processing Setup”.

7.10.2En el menu “file” de la pantalla “Processing Setup” seleccione el método de
procesamiento de benzodiacepinas (en D:\LC -Q-Exactive\METHODS\benzos
ddmmm aa.pmd).

7.10.3En la barra de herramientas de esta pantalla, elija el icono open raw, seleccione los
datos de la secuencia a analizar en la ventana “look in” D:\LC-Q-
Exactive\DATA\afno\ddmmmaa.

7.10.4Haga doble clic para abrir los archivos que corresponden a los\blancos enriquecidos
y de un clic a cada uno de los analitos, observe que estéandiendo reconocidos segln
los parametros de identificacion establecidos (la abundancia‘del ion producto mas
abundante o pico base y tiempo de retencidon).

7.10.5Si se coloca una columna nueva o se realizan/laborés de mantenimiento en el
equipo, los tiempos de retencion de algunos~de.los analitos pueden variar. Sin
embargo, la variacién en el tiempo de retencién‘relativo no puede ser mayor de 2,5
%.

7.10.6En la barra de herramientas de 9Ya==pantalla "“Processing Setup”, vaya a
“Identification”, en la parte superiorfderecha en “Retention Time” ajuste el tiempo
de retencién en la ventana “Expeetedw.(min)” del analito que se desajustd, presione
OK vy salve el método con los cambios realizados.

7.10.7Si el analito a pesar del ajuste‘en tiempo de retencién no esta siendo reconocido,
vaya a la barra de herramientas de la pantalla “Processing Setup”, vaya a
“Detection”, desde ahi se“puede modificar el parametro “Smoothing points” se
puede aumentar el gaumero desde 7 hasta 15 en nUmeros impares (es decir
7,9,11,13,15), idealménte no utilice mas de 11. También se pueden variar
parametros tales’come: “Baseline window” y “Noise/area factor”

7.10.8En el programa "“Xcalibur” seleccione “Sequence Setup”.

7.10.9En el menu “file” seleccione “"Open” para abrir la secuencia de benzodiacepinas que
desea analizar (en D:\ LC -Q-Exactive\SECUENCE\afio\ddmmaa). Una vez abierta la
secuencia en “file” seleccione “Save sequence as” y guarde la secuencia dejando la
fecha y agregando la palabra reprocess y la matriz correspondiente (e.j 20Nov21b
reprocess orina.

7.10.10 En la columna “Proc Meth” de un clic en “Browse” y seleccione el método de
procesamiento de benzodiacepinas en D:\LC-Q-Exactive\PROC METHODS\benzos
ddmmm_aa.pmd.

7.10.11 Para los controles positivos en “Sample Type” seleccione Std Bracket y en la
columna “level” ingrese el nivel de cada uno de los blancos enriquecidos segun la
concentracion de los analitos definida en el método.

7.10.12 Los blancos enriquecidos, se utilizan para calibrar el equipo antes de analizar las
muestras y demas controles. El nivel 1 corresponde al LA y el nivel 2 corresponde a
20 veces el LA.
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7.10.13 En el menu “file” seleccione “Save sequence” y guarde la secuencia con los
cambios realizados.

7.10.14 En la parte superior de la pantalla de la secuencia aparece un icono color verde
“Batch reprocess”, de clic en este icono y espere a que los datos sean analizados.

7.10.15 En la barra de herramientas de la pantalla de la secuencia elija la opcidn
“"Roadmap View”, luego “Quan Browser” y seleccione el directorio en el que se
almacenaron los datos de la secuencia reprocesada.

7.10.16 En la pantalla "Quan Browser” aparece la opcién “View Sample types”, verifique
que esté seleccionada la opcién “Show all sample types. De OK.

7.10.17 Se mostrara en la pantalla informacién de las muestras, los controles positivos y
los blancos de corrida clasificados segun: muestras (Unknown), blancos de fase
movil (Blank), controles positivos (Std Bracket).

7.10.18 La informacidon de esta pantalla se muestra en una tabla/ con identificacion de
cada muestra o control, el area y tiempo de retencion»de los analitos y de los
estandares internos y la concentracion correspondiente calculada en el software de
cada uno de los analitos. Ademas, se presenta un/grafieo con el pico cromatografico
del ion producto principal de cada analito y_etro_grafico con los dos puntos de
calibracién obtenidos de los blancos enrigiecides. La pantalla que aparece se
muestra en el Anexo 3.

7.10.19 De un clic en la lista de analitos que=aparece a la derecha de la tabla en la
pantalla anterior y revise que no esté presente ninguno de los analitos de interés en
los blancos de corrida ni en los blancos.de muestra.

7.10.20 En el caso de que algun analito en los blancos enriquecidos no se lograra
integrar desde la pantalla de"procesing set up”, la sefial se puede integrar desde el
“Quan Browser”. Para hacerlosseleccione la cejilla de “Standards”, desde la tabla de
resultados, seleccione el njvel del blanco enriquecido en el que se quiere integrar la
senal del analito no reconocido, ahora ubique el cursor sobre el grafico con el pico
cromatografico no ‘integrado (area bajo la curva sale en blanco) del ion producto
principal, dé un liec derecho y seleccione la opcién “Manually add peak” a
continuacion aparece la flecha del cursor con un cuadro, dé clic izquierdo en la base
del pico o sefial a integrar y arrastre el mouse en la base del pico y suelte el botén
del mousé. Cuando la sefial es reconocida el area bajo la curva se pone en gris.

7.10.21 Revise la recuperacién de los estandares internos en todas las muestras y
controles, esta debe cumplir con lo establecido en Procedimiento para el manejo
general de casos en la Seccion de Toxicologia Forense.

7.10.22 Elimine los elementos que se hayan integrado pero que no correspondan a picos
cromatograficos de los analitos, para ello ubique el cursor sobre el grafico con el
pico cromatografico integrado (drea bajo la curva sale en gris) del ion producto
principal, dé clic derecho, seleccione la opciéon “Set peak not to found status”, a
continuacion, se elimina esa sefal de la tabla de resultados de analisis.

7.10.23 En la barra de herramientas del mend “Quan Browser”, vaya a “File”, luego
“Save secuence as” y utilice el formato BZD ddmm-aa.

7.10.24 En la barra de herramientas de la pantalla "Quan Browser”, vaya a “View"” y
posteriormente “Reports dialog”. En la pantalla que aparece dé un check en la
plantilla con la que reportara los resultados.
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7.10.25 Si no se muestra ninguna plantilla en esta pantalla, elija el formato de plantilla
que mejor se ajusta al reporte que desea imprimir dando doble clic en la celda en
blanco donde debe aparecer las plantillas disponibles en C:\ Xcalibur\templates.

7.10.26 En la pantalla de reports dialog, en la parte inferior, de clic en “select samples”,
seleccione de la lista desplegada, las muestras que desea imprimir (muestras
incognitas y controles) y luego seleccione “print reports”. Se imprimen los reportes
para las muestras/controles seleccionadas en formato PDF o similar.

7.10.27 Finalice como perito encargado del analisis de datos, el llenado del formulario
“Lista de objetos de analisis por benzodiacepinas” con los resultados obtenidos en
cada una de las muestras y cualquier observacién que considere necesaria para
alguna de las muestras o controles, firmelo y guardelo en la unidad de red
compartida destinada para el respaldo de los analisis en serie de la unidad de
drogas/confirmatorios.

Nota 2. El revisor del Registro de Analisis en Serie en el SADCF, es‘el encargado de verificar
la transferencia de datos en este formulario.

7.10.28 Para cambios en el método como reajustes.-en las ventanas de tiempo de
retencidon, se cambiara el nombre del método y se€ guardara con la fecha en que se
realizé la modificacion y se probdé que diera sesultados aceptables. Estos cambios
deben ser verificados y aprobados por el lidertécnico o por el Jefe de Seccién. El
método preexistente se pasara de inmediate a la carpeta de métodos viejos.

7.11 Comparacion con la libreria MS/MS.

7.11.1Adjunte para cada muestra incognita“positiva, ademas del reporte automatico que
genera el software desde el “quan browser”, la comparacién contra la biblioteca, para
cada analito positivo.

7.11.2Seleccione “Qual Browser”\mediante el acceso directo que se encuentra en el
escritorio de la computadora“que controla el equipo Desde la barra de herramientas
del mend “Qual Browser” seleccione “File”, aparecera la pantalla con el encabezado
“open Raw File”.

7.11.3Acceda a los cromatogramas sin procesar en la carpeta que se definié en la secuencia
de corrida y (seleccione el archivo para el cual desea hacer la comparacidon en
biblioteca.

Nota 4: Al seleccionar un archivo de un cromatograma sin procesar se abre una
pantalla, que tiene en la parte superior una subpantalla con un grafico de la sefal sin
procesar de los datos adquiridos segun el método instrumental y en la parte inferior
una subpantalla con la sefial filtrada. Cada una de esas subpantallas tienen en la
esquina superior derecha un pin que se puede activar segun el interés del usuario.
Ver Anexo 6.

7.11.4Abra el moédulo de “Procesing set up” con el método de procesamiento con el que se
reproceso la secuencia para tener acceso a la informacion de cada analito (filtro y
pico base)

7.11.5Posicione el cursor sobre el pin de activacién de la sefial sin procesar (subpantalla
superior), dé clic derecho, en la ventana que se despliega seleccione el filtro del
analito de interés, luego posicione el cursor sobre la cejilla “Plot Type” y dé clic
derecho, seleccione la opcién “Base Peak”, se habilita un espacio en blanco en la
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casilla “Range”, escriba en nimeros la masa del ion producto, correspondiente para
el analito que desea comprar. Dé clic en “"OK",

7.11.6A continuacion, en la subpantalla superior se despliega la sefial para el pico base en

el filtro de masas seleccionado.

7.11.7De un clic sobre el pin de activacion de la subpantalla inferior. Y seleccione con el
boton derecho del mouse el pico del analito que desea comparar, idealmente en el
apex del pico. En la subpantalla inferior aparece el espectro de iones producto del
analito. También se puede seleccionar un rango del pico arrastrando el mouse con el
botdn clic derecho oprimido sobre la regién del pico que desea seleccionar. Ver Anexo

6.

7.11.8Una vez seleccionado el punto o regidon a comparar de la sefial filtrada, posicione el
cursor sobre la representacién de la sefial filtrada de la subpantalla inferior (Ver
Anexo 6), dé clic derecho, se despliega una ventana, selecgion&“library”, seleccione
“search”, a continuacién, se abre una pantalla con el resultado de la comparacion
en biblioteca para la sefal seleccionada. (Ver Anexo 6),._.Se utiliza el SI (indice de
similitud) como criterio de identificacion.

7.11.9Defina como resultado positivo por alguna de los benzodiacepinas analizadas en el
método, la sefial que cumpla con los siguientes critéfios de identificacién:

Variacion en Tiempo de Retencién del analito menor'a £2,5% con respecto al TR de ese
mismo analito en el Blanco enriquecido.

Que se obtenga una concentracién del analitoyigual o superior al limite administrativo.

Que el espectro de iones producto presente una similitud adecuada (SI = 800) contra
una base de datos o biblioteca para hacer/la identificacion.

Los analitos en los que la similitud contra la base de datos o biblioteca varie entre 600 y
800 y que cumplan los otres..parametros de identificacion deben reportarse como

positivos presuntivos.

La respuesta del estandar interno sea mayor al 50 % con respecto a la respuesta de ese
mismo estandar internolenvlos controles.

8 Criterios de Aceptacion o Rechazo de Resultados:

analitos con una respuesta igual
o superior a la del limite
administrativo, en el blanco de
matriz posterior al control de
arrastre.

NO | Criterio de Aceptacion Valor Limite Correccion Aplicable
1 |Que en Ila secuencia de|Ningun analito en el|Si se presenta un arrastre,
verificacibn no se detecten|blanco de matriz de la|corra un blanco de fase

secuencia de verificacion
tenga una respuesta
igual o superior a la del
limite administrativo

movil con el método de
lavado de columna, vuelva
a purgar las lineas y la
columna, si el arrastre
persiste en algun analito,
este analito no debe
reportarse si se detecta en
alguna muestra.
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2 Que se detecte la presencia del| Que el analito detectado |Si los estandares internos
analito vy los estandares|y los estdndares internos [no estan presentes en
internos en la muestra | cumplan con los criterios |alguna muestra incognita,
incognita. de identificacion; ademas|o no cumplen con lo

los estandares internos |establecido en 7.11.9 en
deben cumplir con lo alguna muestra incognita,
establecido en el se podrda reinyectar la
Procedimiento para el |muestra, en caso de no
manejo general de casos |obtener la sefial esperada,
en la Seccion de se deberd reanalizar de
Toxicologia Forense nuevo la muestra.

3 Que en el blanco de muestra se Que los estandares El_andlisis debera repetirse
detecte Unicamente los| internos cumplan con los |para todas las muestras
estandares internos y que no se| criterios anteriormentey, |incognitas de la matriz en
detecte el analito en una sefialados las que se presente uno o
concentracién igual o superior mas compuestos
al limite administrativo. interferentes.

4 Que estén presentes todos los|Que todos los analitos|Debe repetir la extraccion.
analitos que se agregaron a los|cumplan™con los criterios
blancos enriquecidos en los dos|de identificacion.
niveles de concentraciones.

5 Sefial de analitos y estandar Que los picos |En caso de que se detecte
interno integrada|cromatograficos para el|algin problema con la
automaticamente analito y estandar interno|integracién automatica en

sean integrados |los blancos enriquecidos,
automaticamente segun|se podrd realizar una
los parametros de|integracién manual en el
integracion del meétodo, |“Quan Browser” tal y como
tanto en la muestra|se indico en 7.10.20.
incognita como en los

blancos enriquecidos.

9 Calculos y evaluacion de la incertidumbre:

9.1

9.2

Esta metodologia es de caracter cualitativo, por esta razén no aplica el reporte de un

resultado cuantitativo ni la evaluacion de la incertidumbre.

El software “Xcalibur” de Thermo Scientific utiliza los dos blancos enriquecidos en
matriz para establecer un modelo de regresién que pasa por ambos puntos. La
respuesta del analito es corregida dividiendo el area del pico de la sustancia entre el
area del pico del estandar interno.
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10 Reporte de Analisis y Resultados:

10.1 Para el reporte de los resultados, tome en cuenta los criterios generales para la
identificacion y reporte de sustancias indicados en el PON Manejo General de Casos en
la Seccidn de Toxicologia Forense.

10.2 Mediante el software Xcalibur se obtiene una concentracidon aproximada del analito. En
el dictamen criminalistico se reporta “se detectd”, los analitos que cumplan con los
criterios de identificacion tomando en cuenta el limite administrativo establecido.

10.3 Con el anélisis confirmatorio, un resultado igual o por encima del limite administrativo
establecido en alguna de las matrices analizadas, permite afirmar que el organismo de
la persona estuvo expuesto a la benzodiacepina y/o cualquier otra benzodiacepina que
se metabolice a esta primera.

10.4 Los casos con resultados “Se detectdé o “No se detectd” se reportan-como tales en el
SADCF y en el Dictamen Criminalistico.

10.5 Los resultados de cada caso deben quedar registrados en\él='Registro de Analisis en
Serie” del SADCF.

11 Medidas de Seguridad y Salud Ocupacional:

11.1 Utilice siempre gabacha y/o uniforme, anteojos de seguridad y guantes desechables al
manipular las muestras.

11.2 Siempre que salga del area de laboraterios, deseche los guantes, lavese las manos vy
deje la gabacha en la entrada de este.

11.3 No abra ningun recipiente con diselventes volatiles fuera de la capilla de extraccion de
gases.

11.4 Si ocurre un derrame de algln reactivo refiérase al Manual de Seguridad y Salud
Ocupacional del Departamento de Ciencias Forenses.

11.5 Informe cualquier aceidente donde se presuma contacto con material bio-infeccioso al
Jefe de Seccion o quién este encargado del laboratorio en ese momento para que se le
indique el procedimiento a seguir.

11.6 Si ocurre contacto de algun reactivo con los ojos, acuda inmediatamente a la ducha
para 0jos que“s€ encuentra en el laboratorio.

11.7 Si ocurre algun derrame importante de disolventes o acido en la ropa o la piel utilice la
ducha que se encuentra en el laboratorio.

12 Simbologia:

ACN: acetonitrilo

aprox: aproximadamente

BZD: benzodiacepinas

% CV: Coeficiente de Variacidén Porcentual
CRM: Material de Referencia Certificado
DCF: Departamento de Ciencias Forenses

DDMM_AA: se refiere a dia mes y afo, como por ejemplo 07DIC_06
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ESI: “Electrospray ionization” o ionizacion por electro-spray
LC/MS: cromatodgrafo liquido con detector de masas

LD: limite de deteccion.

MS: Espectrometria de masas

MS/MS: Espectrometria de masas-masas 6 MS?2

N/A: no aplica

p.a.: calidad para analisis o calidad reactivo

p.a.r.: calidad para analisis de residuos o calidad cromatografica
PDF: Formato de documento portatil.

PON: Procedimiento de Operacién Normado

RAS: Registro de Analisis en Serie

rpm: revoluciones por minuto

% RSD: porcentaje de error relativo estandar

SADCF: Sistema automatizado del Departamento de CienciasisForenses
SCD: Solicitud Cambio Documental

SGC: Sistema de Gestion de Calidad

SI: indice de similitud

SOFT: Sociedad de Toxicologia Forense

13 Terminologia:
Analito: sustancia o compuesto que se_desea’determinar.
Blanco de corrida: inyeccion de fase, movil para demostrar ausencia de analitos de interés.

Blanco de muestra: muestra de matriz blanco a la que se le agrega el estandar interno y que
se extrae junto con las muesttas_incdgnitas para asegurar que no se presente contaminacion
en ningun reactivo o proceso. Corresponde a un control negativo.

Blanco enriquecido: Muestra de matriz blanco a la que se le agrega la disoluciéon de
estandares internos (y 13 disolucion de benzodiacepinas y que se extrae junto con las
muestras incognitaS’ para asegurar que hubo una buena recuperaciéon de los analitos en el
proceso. Correspondesa un control positivo.

Control de Arrastre (en analisis cualitativos): Disolucion de CRM de una concentracion alta
del analito (por ejemplo, aproximadamente de 10 a 30 veces el LA), que se inyecta en el
equipo antes de un control negativo para demostrar que no hay arrastre.

Control de Hidrdlisis: Patrén de Glucordnido de alguna de las benzodiacepinas que se utiliza
para asegurar la hidrélisis de los metabolitos glucorénidos presentes en las muestras de
orina.

Control Externo: Multicomponente de benzodiacepinas adquirido comercialmente o
preparado a partir de soluciones madre diferentes a las utilizadas para preparar las
disoluciones de los blancos enriquecidos. Se analiza adicionalmente como control positivo
cuando se tenga el recurso necesario.

Disolucién madre: solucién certificada del analito de interés, a partir de la cual, se preparan
las disoluciones de benzodiacepinas.

P-DCF-GCG-JEF-001-R3, Version 01
Emitido y Aprobado por Unidad de Gestion de Calidad




DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FORENSES VERSION 06 | PAGINA: 22 de 41

DETERMINACION CUALITATIVA DE BENZODIACEPINAS P-DCF-ECT-TOX-30
EN MATRICES BIOLOGICAS POR QUEChERS-LC/MS/MS

Disolucién de CRM: disolucién de trabajo preparada ya sea a partir de las soluciones madre
certificadas de cada uno de los analitos a determinar o mediante diluciéon de un patrén de
mayor concentracion.

Estandar interno: sustancia de comportamiento similar a los analitos de interés que se
agrega a todas las muestras y controles para asegurar que no se den pérdidas de analitos
durante el proceso de analisis.

Limite administrativo: Limite de corte definido administrativamente o concentracidon que esta
en o sobre el limite de deteccién del método y es usado para discriminar entre resultados
positivos y negativos.

Muestra incégnita: muestra de sangre, orina, higado, humor vitreo que se desea analizar por
benzodiacepinas.

14 Anexos

No. de Anexo | Nombre del Anexo

1 Preparacion de reactivos

2 Secuencia de benzodiacepinas en‘ehSoftware Xcalibur

3 Analisis de datos de BZD ensehSeoftware Xcalibur (“*Quan Browser”)
4 Parametros del método de adquisicién de Benzodiacepinas

5 Resumen de los resultados de la validacion de benzodiacepinas

6 Pantallas de andlisissde datos “Qual browser” en el Software Xcalibur
7 Sustancias ingltidas en la validacién de benzodiacepinas
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Anexo 1
PREPARACION DE REACTIVOS

Acetonitrilo en medio acido (0,1% acido férmico):

Mida 400 mL de acetonitrilo calidad p.a.r en una probeta. Agregue 500 pL de acido férmico
para LC/MS, utilizando una jeringa de vidrio de 1 mL. Lleve a 500 mL con acetonitrilo p.a.r.
Pase a la botella de LC/MS. Si el acetonitrilo es calidad LC/MS coloque directamente en la
botella, sin filtrar. Esta disolucion es estable al menos por 1 mes.

Acido Acético 1M:

A 400 mL de agua desionizada, agregue 28,5 mL de acido acético glacial~ Diluya a 500 mL
con agua tipo I. Trasvase a una botella de vidrio o plastico de/ 500"mL. Rotule con las
etiquetas disefiadas para tal fin. Conserve a temperatura ambiente_per seis meses maximo.

Buffer de Acetato de Sodio 2 M pH 4,5:

Pese 85,8 g de acetato de sodio trihidratado en balafhza“semianalitica. Disuelva en 400 mL
de agua tipo I y agregar 10,4 mL de acido acéticosglacial. Afore en una probeta de 500 mL
con agua tipo I. Ajuste el pH a 4,5 £ 0,5 con acetato de sodio o acido acético 1M. Almacene
a temperatura ambiente en una botella de vidiie. 0 plastico por un periodo no mayor a 6
meses.

Buffer para benzodiacepinas:

Pese 0,315 gramos de formatogdeyamonio en balanza analitica en papel para pesaje.
Traslade a un balén de 500 mL. Agregue agua tipo I. Agregue 500uL de &cido férmico para
LC/MS utilizando la jeringa de\idrio de 1 mL. Afore con agua tipo I. Trasvase a la botella de
LC/MS. Lave la jeringa cop~metanol p.a.r antes de guardarla.

Disolucion de cloro al-0,5 %:

Verifique en la ‘etiqueta de la disolucion de cloro concentrada que se adquiere
comercialmente la concentracion de esta. Determine el volumen que necesita de la
disolucién de cloro concentrada para preparar el volumen requerido de la disolucion de cloro
al 0,5%, utilizando la siguiente formula:

(Cd) x (vd) = (Cc) x (V)

despejando se obtiene: (V) = (Cd) x (Vd) / (Cc)

donde:
(CD): Concentracion deseada, 0,5%.

(vd): Volumen requerido de la disolucién de la concentracién deseada a preparar.
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(Cc): Concentracion conocida de la disolucidén de cloro concentrada que se adquiere
comercialmente

(V)= Volumen en mililitros de la disolucidn de cloro concentrada que se adquiere
comercialmente de concentracion conocida.

Utilice una probeta adecuada al volumen a medir, adicione el volumen de la disoluciéon de
cloro concentrada adquirida comercialmente(V) al recipiente que va a contener la disolucion
de cloro al 0.5% (ejemplo: el recipiente puede ser una pizeta de 500mL, Vd= 500 mL).
Utilizando una probeta adecuada al volumen a medir, adicione el volumen de agua
desionizada necesario para completar el volumen de la disolucién de cloro al 0,5% deseado.

Agite suavemente por inversidon manual. Identifique el recipiente que va a contener la
disolucién preparada como “Disolucion de cloro al 0,5%"” y rotule con la fecha de preparacion
e iniciales de quién la prepara. Almacene a temperatura ambiente{~,Esta disoluciéon es
estable al menos por 1 mes.

Disolucion de Glucoronido de Oxacepam y/o Lorazepam de 10 ug/mL:

Saque del congelador las soluciones madre de las sustancias de la disolucidn que desea
preparar. Coloquelas en la capilla de extraccion o en |@ cabifna de bioseguridad clase 2-B2 y
espere aproximadamente 20 minutos a que alcancen temperatura ambiente. Péselas en la
balanza analitica y anote la informacién necesaria ‘en el Formulario “Registro de uso y
control de material de referencia” para cada una“de=las madres.

Determine el volumen que necesita de lal disolucion madre para preparar el volumen
requerido de la disolucion de estandares qnternos de benzodiacepinas de 10 ug/mL,
utilizando la siguiente formula:

(Cd) x(Vd) = (Cm) x (V)

despejando se obtiene: (V) = (Cd) x (Vd) / (Cc)
donde:
(Cd): Concentracion deseaday 10 ug/mL.
(Vd): Volumen requerido‘dé la disolucién de la concentraciéon deseada a preparar.
(Cm): Concentracion de la disolucién madre de la sustancia.
(V)= Volumen en mililitres requerido de la disolucién madre.

Tome el volumen calculado de la solucién madre de cada analito utilizando un equipo
volumétrico adecuado y depositelo en un baldn aforado que corresponda con volumen final
calculado. Afore con metanol. Trasvase a uno o mas viales de 5 mL ambar silanizados con
tapa con teflon. Rotule con cddigo interno, concentracidon, disolvente, fecha e iniciales del
responsable. Conserve en congelacién.

Disolucion de lavado de sellos (90:10) agua: metanol:

En una probeta mida 50 mL de Metanol p.a.r, pase a la botella de lavado de sellos del
LC/MS. Mida luego 450 mL de Agua tipo I y depositelos en la misma botella.
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Disolucion de lavado de la jeringa del inyector (50:50) isopropanol: agua del
LC/MS:

En una probeta de 500 mL, mida 250 mL de isopropanol p.a.r y pase a la botella de LC/MS
para lavado de jeringa. En la misma probeta mida 250 mL de agua tipo I y deposite en la
misma botella.

Fase Movil para Benzodiacepinas:

En una probeta de 100 mL, coloque 30 mL de acetonitrilo con 0,1% de acido férmico y lleve
hasta la marca de aforo con el buffer de benzodiacepinas. Trasvase a un beaker y agite
manualmente. Rotule.

Disolucion de benzodiacepinas y metabolitos C1 y C2:

Saque del congelador las soluciones madre de las sustancias de la {disoluciéon que desea
preparar. Coloquelas en la capilla de extraccion o en la cabina de bioseguridad clase 2-B2 y
espere aproximadamente 20 minutos a que alcancen temperaturasambiente. Péselas en la
balanza analitica y anote la informacién necesaria en el Formulario “Registro de uso y
control de material de referencia” para cada una de las madres.

Determine el volumen que necesita de la disolucion madre para preparar el volumen
requerido de la disolucidon de benzodiacepinas C2, utilizandola siguiente formula:

(Cd) x (Vd). =\(C) x (V)

despejando se obtieme: M) = (Cd) x (Vd) / (Cc)
donde:
(Cd): Concentracion deseada.
(Vd): Volumen requerido de la diselticidon de la concentracidon deseada a preparar.
(Cm): Concentracion de la diselteion madre de la sustancia.

(V)= Volumen en mililitr@s requerido de la disolucién madre.

Tome el volumen( calculado de la solucion madre de cada analito utilizando un equipo
volumétrico adecuade y depositelo en un balén aforado que corresponda con volumen final
calculado. Afore con metanol. Trasvase a uno o mas viales de 5 mL ambar silanizado con
tapa con teflon. Rotule con cddigo interno, concentracidon, disolvente, fecha e iniciales del
responsable. Conserve en congelacion.

Prepare la disolucion de benzodiacepinas C1 tomando 500 pL de la disolucién de
benzodiacepinas C2 y depositelo en un balén aforado. Afore con metanol. Trasvase a uno o
mas viales de 5 mL ambar silanizados con tapa con teflon. Rotule con cédigo interno,
concentracion, disolvente, fecha e iniciales del responsable. Conserve en congelacion.
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Disolucion de estandares internos de 1 pg/mkL:

Saque del congelador las soluciones madre de las sustancias de la disolucion que desea
preparar. Coléquelas en la capilla de extraccién o en la cabina de bioseguridad clase 2-B2 y
espere aproximadamente 20 minutos a que alcancen temperatura ambiente. Péselas en la
balanza analitica y anote la informacién necesaria en el Formulario “Registro de uso y
control de material de referencia” para cada una de las madres.

Determine el volumen que necesita de la disolucion madre para preparar el volumen
requerido de la disolucion de estandares internos de benzodiacepinas de 10 ug/mL,
utilizando la siguiente formula:

(Cd) x (Vd) = (Cm) x (V)

despejando se obtiene: (V) = (Cd) x (Vd) / (€c)
donde:
(Cd): Concentracion deseada, 10 ug/mL.
(vd): Volumen requerido de la disolucién de la concentracién‘deseada a preparar.
(Cm): Concentracion de la disolucién madre de la sustapecia.
(V)= Volumen en mililitros requerido de la disolucion madre.

Tome el volumen calculado de la solucidn madresde cada analito utilizando un equipo
volumétrico adecuado y depositelo en un balén ‘aferado que corresponda con volumen final
calculado. Afore con metanol. Trasvase a,an0.0/mas viales de 5 mL ambar silanizados con
tapa con teflén. Rotule con cédigo interno, ¢oncentracion, disolvente, fecha e iniciales del
responsable. Conserve en congelacién:

Prepare la disolucién de estandaressinternos de benzodiacepinas de 1 ug/mL tomando 500
uL de la disolucidon de estandarestinternos de benzodiacepinas de 10 ug/mL y depositelo en
un balon aforado de 5 mL. Afere con metanol. Trasvase a un vial de 5 mL ambar silanizado
con tapa con tefldn. Rotulencon cddigo interno, concentracion, disolvente, fecha e iniciales
del responsable. Conservé en eongelacion.

Disolucion Multicomponente de Benzodiacepinas (8 analitos), 1 ug/mL:

Saque del congelador la disolucién de Multicomponente de Benzodiacepinas de 250 ug/mL.
Coldéquelo en la capilla de extraccion o en la cabina de bioseguridad clase 2-B2 y espere
aproximadamente 20 minutos a que alcance temperatura ambiente. Péselo en la balanza
analitica y anote la informacién necesaria en el Formulario “Registro de uso y control de
material de referencia”

Determine el volumen que necesita de la disolucion madre para preparar el volumen
requerido de la disolucion de multicomponente de benzodiacepinas de 1 ug/mL, utilizando la
siguiente formula:

(Cd) x (Vd) = (Cm) x (V)
despejando se obtiene: (V) = (Cd) x (Vd) / (Cc)

donde:
(Cd): Concentracién deseada, 1 ug/mL.
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(Vd): Volumen requerido de la disolucion de la concentracion deseada a preparar.
(Cm): Concentracién de la disolucion madre de la sustancia.
(V)= Volumen en mililitros requerido de la disolucion madre.

Tome el volumen calculado de la disolucion de multicomponente de BZD de 250 ug/mlL,
utilizando un equipo volumétrico adecuado (normalmente se trata de un volumen de 20 L)
y depositelo en un balén aforado de 5 mL. Afore con metanol. Trasvase a un vial de 5 mL
ambar silanizado con tapa con tefldn. Rotule con el cédigo interno, la concentracién,
disolvente, fecha e iniciales del responsable.

Preparacion de tubos de QUEChERS original para SPE dispersivo\(mezcla de sulfato
de magnesio/cloruro de sodio con proporcion 8/2):

Si no cuenta con mezcla de sales de QUEChERS original adquirida cemercialmente, preparela
en una botella plastica de 200 mL, pese 80 = 0,1 g de sulfato 'de magnesio anhidro para
QUEChERS y 20 £+ 0,1 g de Cloruro de sodio anhidro paray QUEChERS utilizando balanza
semianalitica. Agite fuertemente la botella hasta homogenizar' por completo. Rotule y guarde
en desecacion por un maximo de 6 meses.

Deposite la mezcla de sales en un beaker de 50 'mL (sobres comerciales o la mezcla
preparada anteriormente). Vaya depositando poreciones pequefias conforme lo necesite y
mantenga el beaker tapado con papel aluminijo.

En tubos de ensayo (13x75 o 13x100 dé plastico o de vidrio, pueden ser reutilizados) o
similar y utilizando la balanza semianaliticaspése 1,00 £0,05 g de la mezcla de sales.

Rotule y guarde en desecacidén por un,maximo de 6 meses.

Preparacion de Microtubos~para limpieza QUEChERS (mezcla de sulfato de
magnesio/PSA/C18):

En una botella plasticande 100 mL o similar, pese 15,0 £0,1 g de sulfato de magnesio
anhidro para QUEChERS, /5,0 £0,1 g de Primary Secondary Amine (PSA) para QUEChERS vy
5,0 £0,1 g de Octadecilsilica (C18) para QUEChERS utilizando balanza semianalitica. Agite
fuertemente la botelld hasta homogenizar por completo. Rotule y guarde en desecaciéon por
un maximo de 6 meses.

Deposite la mezcla de sulfato de sulfato de magnesio/PSA/C18 en un beaker de 10 mL. Vaya
depositando porciones pequefias conforme vaya necesitando y mantenga el beaker tapado
con papel aluminio.

En microtubos de 1,5-2 mL de tapa rosca o a presion pese utilizando balanza analitica; 250
+ 1 mg de la mezcla. Rotule y guarde en desecacion por un maximo de 1 afio.
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OAnexo 2

Secuencia de benzodiacepinas en el Software Xcalibur segiin se muestra en la
pantalla de Secuence Setup

l Thermo Saentific Xcaibur - DALC-Q-EXACTIVE\SEQUENCE\2021\02Nov._21b BZ0id [Open]
fle Edt Change Actions View Help

Eley DeRLBonAYERBEIANY.
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Anadlisis de datos de Benzodiacepinas en el Software Xcalibur segiin se muestra en la

Anexo 3

pantalla de Quan Browser

File View Zoom Options GoTo Help

ﬁg H. "‘ﬁo’lﬁﬂ)ﬁeﬁllun?

Bracketin use Caltration File ~ Embedded Calibration
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Thermo Scientific SII for Xcalibur Method

Anexo 4

Parametros del método de adquisicion de Benzodiacepinas

Instrument Method: Benzodiacepinas 11May_21

---- Overview ----

Name: New Instrument Method
Comment:

Run time: 17.000 [min]
Instrument: LC-MS-2 on 8ddtwm2
Description:

---- Script ----

initial

Instrument Setup

ColumnComp.PrehtRight.ReadyTempDelta: 1.00 [°C]
ColumnComp.PrehtRight.TempCtrl: On
ColumnComp.PrehtRight.Temperature.Nominal: 400Q[°C]
ColumnComp.PrehtRight.EquilibrationTime: 1.0 [min]

ColumnComp.PCC.TempCtrl: Off
ColumnComp.CC.FanSpeed: 5

ColumnComp.CC.Mode: ForcedAir

ColumnComp.CC.ReadyTempDelta: 0.50°[°C]

ColumnComp.CC.TempCtrl: On

ColumnComp.CC.Temperature.Nominalk=40.00 [°C]
ColumnComp.CC.EquilibrationTime; 1.0 [min]
ColumnComp.Column_A.ActiveCelumn: No
ColumnComp.Column_A.SystemPressure: "Pump"
ColumnComp.Column_B.ActiveColumn: Yes
ColumnComp.Column_B.SystemPressure: "Pump"
ColumnComp.Column_\C.ActiveColumn: No
ColumnComp.Coldmny€.SystemPressure: "Pump"
ColumnComp.Column_D.ActiveColumn: No
ColumnCompiColumn_D.SystemPressure: "Pump"

PumpModule.Pump.%B_Selector:
PumpModule.Pump.%A_Selector:
PumpModule.Pump.%A1_Equate:
PumpModule.Pump.%A2_Equate:
PumpModule.Pump.%A3_Equate:
PumpModule.Pump.%B1_Equate:
PumpModule.Pump.%B2_Equate:
PumpModule.Pump.%B3_Equate:

%B2

%A2

"Metanol"

"ACN 0.1% ac form./buffer 95:5"
"%A3"

"Agua"

"Buffer/ACN 0.1% ac form 95:5"
"%B3"

PumpModule.Pump.Pressure.LowerLimit: 0 [bar]
PumpModule.Pump.Pressure.UpperLimit: 1000 [bar]
PumpModule.Pump.MaximumFlowRampUp: 2.00 [ml/minZ2]
PumpModule.Pump.MaximumFlowRampDown: 2.00 [ml/min2]
SamplerModule.Sampler.DrawSpeed: 8.000 [pl/s]
SamplerModule.Sampler.DispenseSpeed: 8.000 [pl/s]
SamplerModule.Sampler.PunctureOffset: 0 [um]
SamplerModule.Sampler.WashTime: 30.0 [s]
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SamplerModule.Sampler.WashSpeed: 50.0 [ul/s]
SamplerModule.Sampler.InjectWashMode: Both
SamplerModule.Sampler.Pump: "Pump"
SamplerModule.Sampler.InjectMode: Normal
SamplerModule. TempCtrl: On

Thermo Scientific SII for Xcalibur Method

SamplerModule. Temperature.Nominal: 18.0 [°C]
-1.000 [min] Equilibration

PumpModule.Pump.Flow.Nominal: 0.500 [ml/min]

PumpModule.Pump.%B.Value: 70.0 [%]
PumpModule.Pump.Curve: 5
0.000 [min] Inject Preparation

Wait ColumnComp.Ready And PumpModule.PumpwReady And SamplerMod-

ule.Sampler.Ready

0.000 [min] Inject
SamplerModule.Sampler.Inject

0.000 [min] Start Run
ColumnComp.CC_Temp.AcqOn
PumpModule.Pump.Pump_PressurerAcgOn

0.000 [min] Run
PumpModule.Pump.Flow.Nominal} 0.500 [ml/min]
PumpModule.Pump.%B.Value: 70.0 [%]
PumpModule.Pump.Curve: 5

2.000 [min]
PumpModule.Pump.Flow.Nominal: 0.500 [ml/min]
PumpModule.Pump+%B.Value: 70.0 [%]
PumpModule.PumpiCurve: 5

11.000 [min]
PumpModudlésPump.Flow.Nominal: 0.500 [ml/min]
PumpMedule.,Pump.%B.Value: 20.0 [%]
PumpModule.Pump.Curve: 5

16.000 [min]
PumpModule.Pump.Flow.Nominal: 0.500 [ml/min]
PumpModule.Pump.%B.Value: 70.0 [%]
PumpModule.Pump.Curve: 5

16.000 [min] Stop Run
ColumnComp.CC_Temp.AcqOff
PumpModule.Pump.Pump_Pressure.AcqOff
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Method of Q Exactive

Overall method settings
Global Settings

Use lock masses best
Lock mass injection —
Chrom. peak width (FWHM) 15s
Time

Method duration 16.00 min

Customized Tolerances (+/-)

Lock Masses —
Inclusion —
Exclusion 7
Neutral Loss —X
Mass Tags -
Dynamic Exclusion —

Experiment
PRM
General
Runtime 0 to 16 min
Polarity positive
In-source CID 0.0 eV
Default charge state 1
Inclusion on
MS?2
Microscans 1
Resolution 17,500
AGC target 2e5
Maximum IT 50 ms
Loop count 1
MSX count 1
MSX isochronous ITs on
Isolation window 1.0 m/z
Isolation offset 0.0 m/z
Fixed first mass —
(N)CE / stepped (N)CE nce: 35
Spectrum data type Profile
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Setup
Tunefiles
General

Switch Count 0

Base Tunefile C:\Xcalibur\TUNE\Benzodiacepinas 15mar_21.mstune

General

Used False
Start in Closed True
Switch Count 0
Syringe

General

Used False

Start in OFF True

Stop at end of run False

Switch Count 0

Pump setup

Syringe type Hamilton
Flow rate 3.000 pL/min
Inner diameter 2.303 mm
Volume 250 pyL
Divert Valve A

General

Used False

Start in 1-2 True
Switch Count 0

Divert Valve B

General

Used False

Start in 1-2 True

Switch Count 0

Lock Masses
(no entries)

Inclusion List

22 entries

Mass Formula Species CS Polarity Start End (N)CE MSXID Comment
[m/z] [M] [z] [min] [min]

271.06327 C15H11CIN20O + H 1 Positive 6.99 7.99 ce:40 N=NORDIAZEPAM
285.07892 C16H13N2CIO + H 1 Positive 8.04 9.04 ce:40 N=DIAZEPAM
286.07417 C15H12CIN3O + H 1 Positive 2.62 3.62 ce:40 N=AMINOCLONAZ
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287.05818 C15H11N202Cl + H 1 Positive 5.92 6.92 ce:20
290.11030 C16H8D5CIN20 + H 1 Positive 8.00 9.00 ce:40
300.08982 C16H14CIN30O + H 1 Positive 4,30 5.30 ce:25

N=0OXAZEPAM
N=DIAZEPAM D5
N=CLORDIAZEPOX

N=CLOBAZ-TEMAZEP
N=ALPRAZOLAM
N=FLUNITRAZEPAM
N=CLONAZEPAM

N=CLONAZEPAM D4
N=LORAZEPAM
N=HIDROXIALPRAZ
N=PRAZEPAM
N=MIDAZOLAM
N=HIDROXIMIDAZ
N=ETIZOLAM
N=LORMETAZEPAM
N=ESTAZOLAM
N=DELORAZEPAM
N=CLONAZOLAM

Mass Formula Species CS Polarity Start End (N)CE MSXID Comment
[m/z] [M] [z] [min] [min]
301.07383 C16H13CIN202 +H 1 Positive  7.30 8.05 ce:20
309.09015 C17H13CIN4 + H 1 Positive  6.41 7.41 ce:40
314.09355 C16H12FN303 + H 1 Positive 7.02 8.02 ce:40
316.04835 C15H10CIN303 + H 1 Positive  6.45 7.45 ce:35
320.07345 C15H6D4CIN303 + H 1 Positive 6.41 7.41 ce:35
321.01921 C15H10CI2N202 + H 1 Positive 6.24 7.24 ce:20
325.08507 C17H13CIN4O + H 1 Positive  5.56 6.56 ce:40
325.11022 C19H17CIN20O + H 1 Positive  9.72 10.72 ce:30
326.08548 C18H13CIFN3 + H 1 Positive 4.85 5.85 ce:40
342.08039 C18H13CIFN3O + H 1 Positive 5.30 6.30 _ce:35
343.07787 C17H15N4SCl + H 1 Positive 7.04 8.04( ce:35
335.03486 C16H12CI2N202 + H 1 Positive 7.36 8,36 “ee:25
295.07450 C16H11CIN4 + H 1 Positive 6.03/703 "ce:35
305.02429 C15H10CI2N20 + H 1 Positive 7.278.27 ce:40
354.07523 C17H12CIN502 + H 1 Positive +/6.6.76 ce:40
284.11937 C16H14FN30O + H 1 Positive™346 4.46 ce:40
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Anexo 5

Resumen de los resultados de la validacion de benzodiacepinas

Nombre del parame-
tro de validacion

Valor obtenido del parametro

Criterio de aceptacion y rechazo

Justificacion (indique de

donde se toma el criterio,

ejemplo referencia biblio-
gréfica)

Limite de Deteccion

Los analitos presentan un tiempo de
retencion (TR) dentro de + 2,5 % para
las pruebas realizadas en tres dias dife-
rentes en las tres matrices analizadas.

Para la similitud (SI) en el espectro
MS/MS contra la biblioteca se obtuvo
resultados por encima de 800 para
todos los analitos en todas las matrices
excepto 7-aminoclonazepam y clo-
nazepam en orina con Sl entre 600 y
767, hidroximidazolam en sangre de
vivos con Sl de 708 a 747, en una
réplica de sangre de vivos, clonazepam
dio un Sl de 663 y oxacepam unSlde
687. En sangre postmorteém clobazam
dio un Sl de 794 en unawéplica.

Los limites de deteecién que también
se establecieron como limites adminis-
trativos.sonfos siguientes: Para las
benzadiacepinas 7-aminoclonazepam,
T~aminoflunitrazepam, alpraazolam,
clobazam, clordiazepdxido, diazepam,
lorazepam, midazolam, nordiazepam,
prazepam, temazepam y lormetazepam,
10 ng/mL sangre (vivos y post mor-
tem) y orina

Para clonazepam, hidroximidazolam,
oxazepam, delorazepam y estazolam,
20 ng/mLen las 3 matrices.

Para hidroxialprazolam, clonazolam y
etizolam 30 ng/mL en las 3 matrices.

Aceptado con acciones correcti-
vas:

Un nivel de concentracion igual
al establecido para la validacién
del método en la trampa‘de iones
(003-TOX-VAL-INC-2014)
cumple condosicriterios de iden-
tificaciomde.las/sustancias eva-
luando‘eadatinyeccion por sepa-
rado para el tiempo de retencion
(TR),+ 2,5 %.

Para la similitud (SI) en el espec-
tro MS/MS contra la biblioteca
se obtuvo resultados por encima
de 800 para todos los analitos en
todas las matrices excepto 7-
aminoclonazepam y clonazepam
en orina, hidroximidazolam y
una réplica de clonazepam y
oxazepam en sangre de Vivos.
Ademaés clobazam en una réplica
de sangre postmortem no alcanzg
el Sl de 800.

AAFS Standard Board
(ASB), American Nation-
al Standards Institute
(ANSI). Standard Practic-
es for Method Validation
in Forensic Toxicology.
ANSI/ASB Standard 036,
First Edition, 2019.
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Efecto de matriz
sobre la ionizacion

Para todas las benzodiacepinas se ob-
tuvo un efecto de matriz sobre la ioni-
zacion menor al 25% y un % RSD en
el &rea menor a 20% en ambos niveles
para sangre de vivos, excepto el 7-
aminoflunitrazepam que present6 un
%RSD mayor al 20% en ambos niveles
de concentracion

Para todas las benzodiacepinas se ob-
tuvo un efecto de matriz sobre la ioni-
zacion menor al 25% y un % RSD en
el area menor a 20% en ambos niveles
para sangre postmortem excepto mida-
zolam en ambos niveles de concentra-
cién y nordiazepam y temazepam en el
nivel més bajo (nivel C1).

Para todas las benzodiacepinas se ob-
tuvo un efecto de matriz sobre la ioni-
zacion menor al 25% y un % RSD en
el &rea menor a 20% en ambos piveles
para orina excepto hidroxymidazolam
que presento un % RSD efi eharea
mayor al 20% en ambos, niveles de
concentracion y un efecto'de matriz
sobre la ionizacién, mayor al 25% en el
nivel méas bajo,(C1), midazolam y
oxazepamymostraron un efecto de
matriz sobre*la ionizacion mayor al
25% enrel nivel mas bajo (C1).

Aceptado con acciones correcti-
vas:

Segun el criterio de aceptacion
las sustancias 7-
aminoclonazepam, clodiazepdxi-
do, hidroxialprazolam, clonazo-
lam, estazolam, lorazepam,
alprazolam, clonazepam, etizo-
lam, flunitrazepam, delo-
razepam, lormetazepam, cloba-
zam, diazepam y prazepam(pre:
sentan resultados aceptables en
todas las matrices estudiadas.

Las benzodiaeepinas’7-
aminoclonazepam, clodiazepoxi-
do, hidroximidazolam, hidro-
xialprazolam, clonazolam, esta-
zolam, oxazepam, lorazepam,
alprazolam, clonazepam, etizo-
lam, flunitrazepam, delo-
razepam, lormetazepam, cloba-
zam, diazepam y prazepam pre-
sentan resultados aceptables para
sangre de vivos y sangre post
mortem.

Las benzodiacepinas 7-
aminoclonazepam, 7-
aminoflunitrazepam, clo-
diazepdxido, hidroxialprazolam,
clonazolam, estazolam, nor-
diazepam,temazepam, lo-
razepam, alprazolam, clo-
nazepam, etizolam, fluni-
trazepam, delorazepam, lormeta-
zepam, clobazam, diazepam y
prazepam presentan resultados
aceptables en orina.

AAFS Standard Board
(ASB), American Nation-
al Standards Institute
(ANSI). Standard Practic-
es for Method Validation
in Forensic Toxicology.
ANSI/ASB Standard 036,
First Edition, 2019.
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Estudio de Interfe-
rencias

Para la interferencia de los analitos Aceptado

sobre los estandares internos y de los
los estandres internos sobre los analitos
se obtuvo: no se presenta ninguna
interferencia en ninguna de las benzo-
diacepinas en sangre post mortem,
sangre de vivos ni orinas.

Se obtuvo una sefial menor al 5% del
LA en el estudio de interferencias en
matriz para las benzodiacepinas: 7-
aminoclonazepam, 7-
aminoflunitrazepam, midazolam, hi-
droximidazolam, estazolam, nor-
diazepam, etizolam, lormetazepam,
clobazam, diazepam y prazepam. Para
las benzodiacepinas: clordiazepdxido,
hidroxialprazolam, clonazolam,
oxazepam, lorazepam, alprazolam.
clonazepam, temazepam, fluni-
trazepam y delorazepam no se presentd
ninguna sefial en las 3 matrices analiz
zadas.

Para las interferencias pornotros anali-
tos se presentd una sefial"menor al 10%
del LA en los analitos: 7-
aminoclonazepam, hidroxialprazolam,
estazolarmy etizolam, diazepam y
prazepam:

Para-as benzodiacepinas: 7-
aminoflunitrazepam, clordiazepo6xido,
midazolam, hidroximidazolam, clona-
zolam, oxazepam, lorazepam, alprazo-
lam. clonazepam, nordiazepam, te-
mazepam, flunitrazepam, lormeta-
zepam, delorazepam y clobazam no se
presentd ninguna sefial en las 3 matri-
ces analizadas.

AAFS Standard Board
(ASB), American Nation-
al Standards Institute
(ANSI). Standard Practic-
es for Method Validation
in Forensic Toxicology.
ANSI/ASB Standard 036,
First Edition, 2019.
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Estabilidad

Todos los analitos fueron estables
hasta las 24 horas excepto midazolam
y nordiazepam en todas las matrices y
prazepam en sangre de Vivos.

Hasta las 48 horas se mantuvieron
estables 7 aminoclonazepam, 7-
aminoflunitrazepam, delorazepam y
lormetazepam en orina. En sangre post
mortem y sangre de vivos: 7 aminoclo-
nazepam, 7-aminoflunitrazepam, clor-
diazepéxido, hidroximidazolam, hidro-
xialprazolam, clonazolam, oxazepam,
estazolam, lorazepam, clonazepam,
etizolam, flunitrazepam, delorazepam,
lormetazepam y clobazam.

Hasta las 72 horas se mantuvieron
estables clodiazepoxido, hidroximida-
zolam, clonazolam, oxazepam, estazo-
lam, lorazepam, clonazepam, fluni-
trazepam y clobazam en orina

En sangre de vivos se mantuvieron
estables clonazolam y oxazepam. En
sangre post mortem ninguna benzodia-
cepina permanetié,estable a las 72
horas.

Aceptado con acciones correcti-
vas:

Todos los analitos fueron esta-
bles hasta las 24 horas excepto
midazolam y nordiazepam en
todas las matrices y prazepam en
sangre de Vvivos.

A partir de las 48 horas se abser-
v una variacion de la.gstabili-
dad de los analitos segun,la' ma-
triz, a las 72 horas enfsangre
postmortem.ninguna’de las ben-
zodiacepinas permanecio estable

AAFS Standard Board
(ASB), American Nation-
al Standards Institute
(ANSI). Standard Practic-
es for Method Validation
in Forensic Toxicology.
ANSI/ASB Standard 036,
First Edition, 2019.

Arrastre

No sefpresento ninguna sefial de arras-
tre"para.las siguientes benzodiacepinas:
7<aminoclonazepam, midazolam, hi-
droximidazolam, hidroxialprazolam,
lorazepam, alprazolam, clonazepam,
flunitrazepam y delorazepam en sangre
post mortem, sangre de vivos ni orina.

Se presentaron sefiales de arrastre
menores al 2% del LA para las benzo-
diacepinas: 7-aminoflunitrazepam,
clordiazepdxido, clonazolam,
oxazepam, estazolam, nordiazepam,
temazepam, etizolam, lormetazepam,
clobazam, diazepam y prazepam.

Aceptado

AAFS Standard Board
(ASB), American Nation-
al Standards Institute
(ANSI). Standard Practic-
es for Method Validation
in Forensic Toxicology.
ANSI/ASB Standard 036,
First Edition, 2019.
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Precision en parame-
tros de identificacion

Los analitos presentan una precision en
el tiempo de retencion con %RSD de
entre 0,00 y 0,15 %.

Los analitos presentan una precision en
el area con %RSD de entre 1y 7 %.

Para la similitud (SI) en el espectro
MS/MS contra la biblioteca se obtuvo
resultados por encima de 800 para
todos los analitos en todas las matrices
excepto 7-aminoclonazepam y clo-
nazepam en orina con Sl entre 600 y
767.

hidroximidazolam en sangre de vivos
con Sl de 708 a 747, en una réplica de
sangre de vivos, clonazepam dio un Sl
de 663 y oxacepam un Sl de 687. En
sangre postmortem clobazam dio un Sl
de 794 en una réplica.

Aceptado con acciones correcti-
vas:

Aceptado para la precision en los
tiempos de retencion.

Para la similitud (SI) en el espec-
tro MS/MS contra la biblioteca
se obtuvo resultados por encima
de 800 para todos los analitos en
todas las matrices excepto 7-
aminoclonazepam y clonazepam
en orina, hidroximidazolamyy
una réplica de clonazepam,y
oxazepam en sangre dewives.
Ademas clobazam enmuna’réplica
de sangre postmortem no alcanzd
el Sl de 800«

AAFS Standard Board
(ASB), American Nation-
al Standards Institute
(ANSI). Standard Practic-
es for Method Validation
in Forensic Toxicology.
ANSI/ASB Standard 036,
First Edition, 2019.
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Anexo 6

Pantallas de analisis de datos “Qual browser” en el Software Xcalibur
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Anexo 7

Sustancias incluidas en la validacion de benzodiacepinas

Sustancia LA sangre, orina y LA tejido TR Estandar interno
humor vitreo (ng/mL) (min)
(ng/mL)

7-Aminoclonazepam 10 40 3,18 |[clonazepam D4
7-Aminoflunitrazepam 10 40 7,44 |clonazepam D4
Alprazolam 10 40 6,88 |Diazepam-D5
Clobazam 10 40 7,91 ( clonazepam D4
Clonazepam 20 80 Z,04 | Clonazepam-D4
Clordiazepoxido 10 40 4,55 | Clonazepam-D4
Diazepam 10 40 8,52 |Diazepam-D5
Flunitrazepam 10 40 7,62 |clonazepam D4
Hidroxi-alprazolam 30 120 6,08 |Diazepam-D5
Hidroximidazolam 20 80 5,64 |Diazepam-D5
Lorazepam 10 40 6,82 |clonazepam D4
Midazolam 10 40 5,33 |Diazepam-D5
Nordiazepam 10 40 7,44 |clonazepam D4
Oxazepam 20 80 6,32 |Diazepam-D5
Prazepam 10 40 10,21 | Diazepam-D5
Temazepam 10 40 7,47 |Diazepam-D5
Etizolam 30 120 7,53 |Diazepam-D5
Clonazolam 30 120 6,27 |clonazepam D4
Delorazepam 20 80 7,80 |clonazepam D4
Estazolam 20 80 6,51 | Clonazepam-D4
Lormetazepam 10 40 7,85 | Clonazepam-D4
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