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|. RESUMEN

El etanol, componente principal de las bebidas embriagante, es una de
las drogas mas antiguas conocidas por el hombre y la mas empleada por todas
las culturas. Debido a su indiscriminado uso es uno de los principales téxicos

causante de hechos delictivos.

Existen diversos métodos empleados en la deteccion del etanol, pero es
la Cromatografia de Gases idealmente con doble columna y detector de
ionizacion de flama, la técnica de primera eleccién que permite la identificacion
y cuantificacién de alcohol etilico y otros alcoholes y cetonas liquidos altamente
volatiles, en el campo forense, en donde la muestra liquida es convertida en

vapor previo su ingreso al inyector del cromatégrafo.

Actualmente, el Instituto Nacional de Ciencias Forenses de Guatemala en
su seccidn de toxicologia utiliza la técnica mencionada anteriormente en el
analisis de alcohol en sangre, es por ello que surge la necesidad de contar con

un método que proporcione datos reproducibles y confiables.

Por lo tanto se establecieron parametros de desempefio que evaluan la
calidad del método, para poder determinar la validez del mismo, los cuales
fueros: exactitud, que expresa la proximidad entre los resultados obtenidos en
las pruebas de ensayo y el valor verdadero; especificidad, que proporciona la
capacidad del método de identificar al analito en presencia de otras sustancias;
linealidad, predice la relacidn entre los valores obtenidos y los valores calculados
tedricamente de manera proporcional; limite de cuantificacion, establece la
menor concentracién en la que el analito es identificado y cuantificado con
exactitud y precision; repetibilidad, indica el grado de concordancia de los

resultados entre una serie de mediciones.



Para la cual se utilizaron muestras en perfecto estado (no putrefactas,
colocadas en envase hermético, provistas de anticoagulante), previo al analisis
de estas y como en todo procedimiento de cuantificacion, se realizé el proceso
de calibracién, utilizando para ello soluciones estandares de etanol, metanol,
isopropanol y acetona, a concentraciones que se esperan obtener al analizar las
muestras (0.5, 1.00, 2.00, 3.00, 4.00 g/l) las cuales fueron tomadas de referencia
y analizadas repetidas veces para determinar el porcentaje de recuperacion, la

media, la desviacidon estandar y el coeficiente de determinacion.

Los porcentajes de recuperacion obtenidos se encuentran en un intervalo
no menor a 95% y no mayor a 105% de la concentracién del analito, se
estableci6 como valor maximo de aceptacion la media aritmética +/- 2 veces la
desviacion estandar para cada serie de datos, en donde los valores muestran un
dispersién poco significativa y un coeficiente de variacion que indica poca
variabilidad entre los resultados y los valores teoricos, con medias altamente

representativas.

La relacién entre la concentracion establecida y el valor del ensayo
obtenido expresa linealidad, con un coeficiente de correlacion (r) de: 1 para

cada uno de los analitos de estudio.

Es por ello que el método por Cromatografia de Gases con Doble
columna y Detector de ionizacibn de Flama posee las propiedades vy
caracteristicas que indican su grado de calidad; por lo tanto es un método

valido para la cuantificacion y determinacion de alcohol en sangre.



II. INTRODUCCION

El alcohol etilico conocido popularmente como alcohol, es el componente
fundamental de las bebidas embriagantes, el consumo permitido y socialmente
aceptado lo convierte en una sustancia de abuso utilizada en la mayor parte de
las culturas y épocas asi como el toxico universalmente mas ingerido, lo cual
origina una problematica que, en el caso de abuso en su consumo trasciende a

lo social, sanitario, laboral y familiar. ("

Las bebidas embriagantes son productos que pueden estar presentes en las
consideraciones meédico-legales de numerosos procedimientos judiciales
culposos, por conductas imprudentes, o ser facilitadores de la comision dolosa
de ilicitos por el estado de embriaguez que causan en el consumidor, es por ello
la importancia desde el punto de vista toxicoldgico que radica en establecer el
grado de alcoholismo en individuos que han ingerido bebidas alcohdlicas y que
se encuentran enrolados en casos legales para esclarecer si la sustancia en

cuestion pudo ser la responsable del suceso.

En la actualidad existe una gran variedad de técnicas a disposicion del
toxicologo que abarcan desde los clasicos métodos no instrumentales como las
reacciones colorimétricas y tests microcristalinos, hasta los métodos
instrumentales mas sofisticados capaces de medir propiedades fisicas o
quimicas que permiten identificacién y cuantificacion del el alcohol etilico @ y
otros alcoholes o cetonas liquidos, altamente volatiles que se ha determinado
son consumidos como bebidas embriagantes; en el area forense los métodos
clinicos (pruebas de consumo reciente de alcohol, pruebas de la pérdida de
control de las facultades), y algunos métodos bioquimicos que emplean
reacciones de oxido-reduccion (Truhaut-Boudéne, Newman, pentoxido de yodo,
Nicloux) son aceptables como métodos presuntivos o de descarte; si embargo
actualmente es la cromatografia de gases el método de eleccion al ser

altamente especifico para el etanol ® y por excelencia aceptado por su exactitud



y precisién, por academias y organizaciones que velan por el cumplimiento de

normas cientificas en laboratorios analiticos que sirven a sistemas de justicia.

Es por ello que se presenta la necesidad de contar con un método que
proporcione datos reproducibles y confiables en el Instituto Nacional de Ciencias
Forenses de Guatemala en su Seccidén de Toxicologia por lo que se pretende
validar el método de determinacion de alcohol en sangre y otros fluidos por
cromatografia de gases doble columna con detector de ionzacion de flama (FID)

que se utiliza actualmente.



[Il. ANTECEDENTES

En La Universidad de San Carlos de Guatemala se encuentran varias tesis ad
gradum, referentes a los métodos de determinacién de alcohol en sangre, las
cuales presentan un enfoque de acuerdo a la conveniencia de la exactitud con

que se requiere obtener los resultados, entre los cuales se pueden mencionar:

“COMPARACION DE METODOS PARA DOSIFICAR ALCOHOL EN SANGRE”
presentado por la estudiante Edna Rubio en 1981, en donde se concluye que
existen diferentes métodos que presentan resultados precisos y exactos para la
cuantificacion de alcoholemia, entre ellos, el método calorimétrico de Irwing

Sunshine, el método nitrocrémico o el método enzimatico.

“EVALUACION DE DOS METODOS DIRECTOS DE CROMATOGRAFIA GAS —
LIQUIDO PARA LA DETERMINACION DE ALCOHOL ETILICO EN SANGRE”
presentado por la estudiante Lys Morales Estrada en 1994, en donde concluye
que el método colorimétrico de Irwing Sunshine es preciso, exacto, mas

econdmico, rapido, sencillo y requiere menor cantidad de muestra.

“VALIDACION DE METODO ESPECTROFOTOMETRICO, COMO
METODOLOGIA ALTERNA, PARA LA MEDICION DE ALCOHOL EN SANGRE”
presentado por la estudiante Barbara Toledo en el afio 2000, en donde concluye
que el método no posee la linealidad necesaria para ser utilizado como método
alterno al de Cromatografia de Gases con detector de llama FID para la
determinacién de alcohol en sangre, ya que no es preciso, exacto ni

reproducible.



Entre otros documentos también podemos mencionar:

Protocolo No. DTC 10,058 del Departamento Técnico Cientifico del Ministerio
Publico, en el cual se determina que el empleo del Cromatografo de Gases con

Detector FID es determinante para un pronunciamiento pericial confiable.

Actualmente en la literatura se puede encontrar diversos métodos que indican la
presencia de alcohol en sangre ya sea de forma cuantitativa o cualitativa,
algunos de ellos se han ido modificando, otros han quedado en desuso o bien

han sido suplantados por técnicas mas modernas, rapidas y confiables.

Los métodos pueden ser clinicos o bioquimicos:

METODOS CLINICOS &4

No existe ningun sintoma aislado que sea peculiar del alcohol. Por otra parte, la
resistencia individual frente al toxico es muy variable, por lo que el juicio en cada
caso concreto, debe ser prudente y nunca generalizador. Para establecer dicha

influencia, deben aplicarse pruebas clinicas que logren determinar lo siguiente:

e PRUEBAS DE CONSUMO RECIENTE DE ALCOHOL:

La unica prueba practica es el olor a liquidos alcohdlicos en el aliento y el las

materias vomitadas en su caso. Presenta las siguientes salvedades:
1. El olor no depende del etanol, sino de los otros componentes de las
bebidas.
2. La intensidad del olor varia segun la naturaleza del liquido, como el
tiempo transcurrido desde su ingestion.
3. Algunas sustancias pueden desfigurar, atenuar o intensificar el olor.

4. La percepcion depende de la sensibilidad olfatoria de quién lo explora.



e PRUEBAS DE LA PERDIDA DE CONTROL DE LAS FACULTADES:

Una conclusion correcta sélo puede lograrse considerando una combinacion de

varias pruebas y observaciones, tales como:
1. Lengua seca o alternativamente salivacion excesiva.
2. Insolencia, lenguaje injurioso, excitacion o indiferencia
3. lIrritacion y sufusién conjuntival.
4. Las pupilas pueden variar desde la mas extrema dilatacion a la
maxima contraccion.
5. Pérdida o confusion de la memoria

6. Caracteres de la respiracién y, especialmente, presencia de hipo.

e ESTADOS PATOLOGICOS CAPACES DE SIMULAR UNA INTOXICACION
ALCOHOLICA:

El diagndstico debera hacerse a través de una anamnesis minuciosa, la

exploracién fisica completa de los principales sistemas organicos, con las

pruebas funcionales pertinentes, y los exdmenes completos de laboratorio.

METODOS BIOQUIMICOS &%

Consiste en la dosificacion de alcohol en la sangre o en los fluidos organicos, de
donde deducir la impregnacion alcohdlica del organismo. Estos métodos pueden

dividirse en incruentos y cruentos:

METODOS INCRUENTOS: tienen por objeto eliminar las objeciones que se han
planteado a la extraccidon de la muestra de sangre la imposibilidad de obtenerla
si no se cuenta con el consentimiento del sujeto. Estos métodos recaen en la
orina, la saliva y el aire exhalado. La determinacion de alcohol en el aire

exhalado se basa en que a partir de 15 minutos después de haber ingerido una



bebida alcohdlica, la concentracion de alcohol en el aire exhalado refleja la

concentracion alcohdlica de la sangre circulante a través de los pulmones.®

METODOS CRUENTOS: El andlisis recae sobre la sangre. Segun la cantidad
necesaria de ésta se distinguen macrométodos (10 ml), semi-micrométodos

(2ml) y micrométodos (décimas de mililitro).
En cualquier caso, para la extraccion de sangre, la desinfeccion se hara siempre
con liquidos no alcohdlicos, ya que de lo contrario se contaminara gravemente la

muestra hasta invalidar el resultado del analisis. +& 19

Dentro de los antiguos métodos bioquimicos se encuentran los de oxido-

reduccion tales como:

e METODO DE WIDMARK: €2

Este micrométodo desarrolla una técnica de destilacion y oxidacion simultanea
con volatilizacion del analito (etanol) por efecto de temperature, con una mezcla
sulfocrémica (dicromato de potasio con acido sulfurico). Posteriormente se

procede a la titulacion yodométrica del dicromato de potasio en exceso.

e METODO DE TRUHAUT -BOUDENE: @

Es un semi-micrométodo basado en la reduccion de un reactivo nitrocrémico por
el alcohol destilado de la sangre; la reduccion tiene lugar en frio, lo que permite

que se desarrolle de manera uniforme.

e METODO DE NEWMAN:&

Es un micrométodo rapido, no precisa de ningun aparato especial y se practica

en 1 ml del liquido, el alcohol es destilado en un erlenmeyer, una ligera corriente



de aire lleva los vapores etilicos a una mezcla sulfocrémica, la oxidacion del

etanol es llevada hasta el estado de acido acético.

e METODO DE HAGGARD Y GREENBERG (pentoxido de yodo): £&

El alcohol mas un poco de agua de la muestra, es vaporizado y hecho pasa pr
un tubo que contiene pentoxido de yodo (1.0s5) sdlido calentado a 150°C. el
alcohol es oxidado y la reaccion forma una mezcla de I, y HI que son
determinados por titulacién con tiosulfato seguido de una titulacién con tiosulfato

con un estandar base.

Los métodos mencionados anteriormente se diferencian entre si por la cantidad
de sangre que precisan para el andlisis, siendo su fundamento similar. Son
métodos sometidos a amplio margen de error, en relacion a los modernos

métodos cromatograficos. ©

e METODO DE NICLOUX O DEL DICROMATO &2

Es un macrométodo se basa en la dosificacion del alcohol sobre una alicuota del

producto de la destilacién por oxidaciéon con mezcla sulfocromica en caliente.

3C,H50H + 2K,Cr,07 + 8H,SO4 * 3CH;COOH + 2Cry(S04); + 2K,S0O4 + 11 HL0

En un matraz de destilacion de se colocan 10 ml de sangre, una pequefa
cantidad de acido picrico y 65 ml de agua. Se destila recogiendo sobre 5 ml de
acido sulfarico 3 N hasta un volumen de 40 ml. Se toman 5 ml del destilado, se

agregan 6 ml de &cido sulfurico concentrado y se titula con solucién de
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dicromato de potasio 19 por mil hasta viraje del color verde azulado a verde
amarillento, manteniendo la temperatura del tubo de reaccion en (90-100°C). Es
Importante que la titulaciéon se realice a (90-100°C), dado que a temperaturas

menores (60°C) el etanol se oxida a su correspondiente aldehido (acetaldehido).

Expresion de resultados

Alcoholemia (ml etanol/1000 ml sangre) 4 x Volumen Cr,04K3

e METODO POR CROMATOGRAFIA DE GASES (%:4-5.13.18.19)

En la actualidad es el método mas aceptado y se encuentra avalado por las
publicaciones cientificas internacionales. © Trabaja en la identificacion y
cuantificacion de etanol y otros alcoholes o cetonas en muestras de sangre,
utilizando la técnica del espacio cabeza “head space” para separar los analitos

de la matriz, previo a la inyeccién en el cromatografo.

La rapidez, especificidad y sencillez de la técnica justifican que esté método se
hay impuesto en la dosificacion del alcohol etilico en la sangre. Es un método de
gran especificidad que no interfieren otras sustancias reductoras. En la
actualidad el método se ha simplificado considerablemente utilizando el espacio

de cabeza.

A partir del cromatograma resultante se obtienen las areas bajo la curva del
etanol y del patrén interno. Se grafica concentracion de etanol en sangre vs.
Aeton/Ap, en donde Agion €s €l area bajo la curva del pico de etanol y Ap es el

area bajo la curva del patron interno.
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e METODO ENZIMATICO (alcohol deshidrogenasa)/ UV: “°

La enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) actua como catalizador en una
reaccion de transporte de H, durante la cual el alcohol etilico se transforma por
deshidrogenacion en acetaldehido

ADH
Etanol + NAD" — acetaldehido+ NADH + H”

El acetaldehido formado puede ser desplazado totalmente hacia la derecha en
condiciones alcalinas atrapando el acetaldehido formado.
El acetaldehido es oxidado en presencia de aldehido deshidrogenasa

(Al DH) cuantitativamente a acido acético
Acetaldehido + NAD* + H,0 — 4cido acético +NADH + H’
Terminada la reaccion, se puede medir fotométricamente la cantidad de forma

hidrogenada del aceptor especifico NADH gracias a su fuerte poder absorbente
de luz de 340 y 386 nm.

e METODO PROPUESTO POR IRWING SUNSHINE: ¥

Es un método de destilacion directa, y cada porcidén del destilado es sometido a
lectura en el espectofotometro. Deben de tomarse en cuenta sustancias que
interfieren en la lectura como el metanol, isopropanol, formaldehido vy

paraldehido.
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VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

La validacion de un método analitico se define como un proceso de evaluacion
sistematico para demostrar que el método cumple con los requisitos necesarios
para el uso que se le va a otorgar, estos requisitos se traducen de manera
practica en la determinacion de una serie de parametros de desempefio

analitico.

La validacion implica que el comportamiento del método se conoce y que se
puede evaluar la incertidumbre en el valor obtenido, de modo que el usuario
puede estar seguro del grado de confianza que pueda tener el resultado. Esta
deberia aplicarse cuando se requiere incorporar una técnica nueva al trabajo de
rutina del laboratorio, también cuando se comparan dos metodologias o bien

cuando se esta desarrollando un método o técnica nuevos.??

PARAMETROS DE DESEMPENO ANALITICO:

e PRECISION:
Expresa el grado de concordancia entre una serie de mediciones individuales
obtenidas de multiples muestreos de una misma muestra homogénea original o
bien a partir de varias muestras obtenidas por dilucion de la muestra bajo
condiciones establecidas. Existen tres forma de determinacién: repetibilidad,

precision intermedia y reproducibilidad. "

e EXACTITUD:

Es la proximidad entre los resultados de la prueba obtenidos mediante el método
21)

y el valor verdadero. {

e ESPECIFICIDAD / SELECTIVIDAD:

Capacidad de evaluar de manera inequivoca el analito en presencia de
22)

impurezas, productos de degradacion y componentes de la matriz. (
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e LIMITE DE DETECCION:

Minima cantidad de analito en una muestra que puede ser detectada por una
21)

unica medicién, pero no necesariamente cuantificada con un valor exacto. (

e LIMITE DE CUANTIFICACION:

Minima cantidad de analito en una muestra que puede ser cuantitativamente

determinada con precision y exactitud aceptable. Es un parametro para el
analisis cuantitativo para niveles bajos de compuestos en matrices de muestras
y se usa particularmente para la determinacion de impurezas y productos de

degradacion. "

e LINEALIDAD:
Capacidad para obtener resultados de prueba que sean proporcionales ya sea

directamente o por medio de una transformaciéon matematica bien definida, a la

concentracion del analito en muestra en un intervalo dado. ¢V
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IV. JUSTIFICACION

Debido al alto indice de hechos delictivos efectuados bajo efectos producidos
por consumo de alcohol y la alta incidencia de consumo de bebidas alcohdlicas
en Guatemala, es importante que el analisis y cuantificacidon del alcohol en
sangre, que se realize en el Instituto Nacional de Ciencias Forenses de
Guatemala a través de su Seccion Toxicoldégica sea efectuado empleando
tecnologia, actualizada, validada y fundamentada en ciencia, es por ello que la
Cromatografia de Gases, idealmente con doble columna y con empleo de un
detector de ionizacién de Flama FID y automuestreador de espacio de cabeza
(Head Space), debe ser utilizada, dado que con ella se pueden obtener datos
confiables y reproducibles para garantizar la confiabilidad de los resultados

obtenidos.

De tal manera que el trabajo de validacién del método y el respaldo de este
estudio por autoridades del INACIF y docentes de la Facultad de Ciencias

Quimicas y Farmacia es de mucha valia dentro del ambito cientifico nacional.
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V. OBJETIVOS

1. GENERAL:

Validar el método de determinacién de alcohol en sangre por Cromatografia de

Gases, doble columna y detector de lonizacién de Flama FID

2. ESPECIFICOS:

0 Determinar el grado de repetibilidad que presenta el método de

cromatografia de gases para la cuantificacion de alcohol en sangre.

o0 Determinar la exactitud que presenta el método de cromatografia de

gases para la cuantificacion de alcohol en sangre.

0 Determinar la Linealidad que presenta el método de cromatografia de

gases para la cuantificacion de alcohol en sangre.

o Determinar la especificidad que presenta el método de cromatografia de

gases para la cuantificacion de alcohol en sangre.

0 Determinar el limite de cuantificacion que presenta el método de

cromatografia de gases para la cuantificacion de alcohol en sangre.
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V. HIPOTESIS

La determinacion cuantitativa de alcohol etilico en sangre y otros fluidos por el
método de Cromatografia de gases, doble columna y detector de ionizacion a la

flama FID proporciona datos reproducibles y reales.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

1. UNIVERSO

Método de Cromatografia de Gases, Doble Columna con detector de ionizacion

de Flama.
2. MUESTRA

Se utilizan los resultados del analisis de 10 muestras de sangre escogidas al

azar, que ingresan al INACIF.
3. MATERIALES

3.1 INSTRUMENTOS Y CRISTALERIA

Guantes de latex.

Gradilla.

Balon aforado de 500 mL con su respectivo tapon.

Balones aforados de 10 mL con sus respectivos tapones.
Tubo vacutainer estéril de 5 mL con K3EDTA, tapa morada.
Viales para utilizar en headspace de vidrio de 10 mL.

Arandelas de aluminio con septa de TFE/silicona de 20 mm.

r o mmoow»

Marcador indeleble.

Pipetas de émbolo de volumen variable tipo Transferpette, de 10-100 uL

y de 100 -1000 uL.

J. Tips amarillos para medicion de 100 uL y tips azules para medicion de
100 a 1000 uL.

K. Encapsulador para arandelas de 20 mm.

L. Desencapsulador para arandelas de 20 mm.

M. Dispensador paso manual de volumen variable con capacidad de 50.00 ml.
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Punta de desplazamiento directo de 1.25 ml.

Punta de desplazamiento directo de 50.0 ml.

Beakers de 250 mL y 100 mL

Pipeta de émbolo de volumen fijo de 50 uL, tipo Transferpette,
Espatulas.

Pizeta.

Embudo.

Gasa simple esterilizada 100% algodon, Tipo VIl de 7.5 x 5.0 cms.
Pipetas de 1mL

Canasta plastica pequefia.

Cilindro de aire comprimido UN 1002 gas no inflamable

Cilindros de Nitrogeno, Grado 5.0 UHP (99.999%). UN 1066 gas no

inflamable

< Xz<Ccd4»nmwxo$wO VO Z

Z. Sangre humana libre de alcohol y sustancias volatiles (control negativo).

AA. Trampas de nitrogeno, Modelo RMSN-4

BB. Columna de Cromatografia de gases de alta resolucion DB-ALC 1 de 30
metros de longitud, 0.53 mm de diametro interno y recubrimiento de 3 um.

CC. Columna de Cromatografia de gases de alta resolucién DB-ALC 2 de 30
metros de longitud, 0.53 mm de didmetro interno y recubrimiento de 2 um.

DD. Y de cuarzo desactivada.

EE. Detector de ionizacion de llama FID 1A

FF. . Detectores de ionizacion de llama FID 2B

GG. Software Microsoft® Windows NT®.Workstation 4.0.

HH. Software Microsoft® Windows® XP Professional.

3.2 REACTIVOS Y SOLUCIONES ®

1. 1-propanol para cromatografia de gases

2. Metanol para cromatografia de gases



19

Etanol para cromatografia de gases

Isopropanol para cromatografia de gases

Acetona para cromatografia de gases

Sulfato de amonio ACS, grado reactivo, pureza = 99.5%
Ditionito de sodio, = 87%

Agua desmineralizada

© N o o bk~ e

Todos los reactivos deben cumplir especificaciones de conformidad con la
Sociedad Americana de Quimica (American Chemical Society, ACS) y/o las

especificaciones de reactivos segun la USP.

e SOLUCIONES

1. Solucién de estandar interno de 1-propanol al 0.02%

2. Soluciones stock al 1g/10ml de metanol, etanol, acetona e isopropanol
para la curva de calibracion

3. Soluciones de trabajo (workings) de 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 y 5.0 g/L de
metanol, etanol, acetona e isopropanol para la curva de calibracion

4. Soluciones stock al 1g/10ml de etanol, metanol, isopropanol y acetona
para los controles positivos

5. Solucién de trabajo para “control positivo bajo” (QC1) de 0.2g/L de
acetona, metanol, etanol e isopropanol

6. Solucion de trabajo para “control positivo medio” (QC2) de 2.5 g/L de
metanol y etanol.

7. Solucion de trabajo para “control positivo alto” (QC3) de 4.5 g/L de etanol

e PREPARACION DE SOLUCIONES

1. Estandar interno de 1-propanol al 0.02%

a. Sacar del refrigerador el 1-propanol. Esperar por lo menos 30 minutos.
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. Medir aproximadamente 250 mililitros de agua desmineralizada y

servirlos en un balén aforado de 500 mL.

. Pesar en la balanza analitica 66.0 gramos de sulfato de amonio en

beaker de 250 mL previamente tarado.

. Pesar en la balanza analitica 8.7 gramos de ditionito de sodio en beaker

de 100 mL previamente tarado.

. Registrar los pesos de las sustancias en la bitacora correspondiente.

Trasvasar cuidadosamente agregando agua y agitando, el sulfato de
amonio y ditionito de sodio previamente pesados, al balén con agua

destilada.

. Agitar hasta que se disuelvan completamente las sales.

. Medir 125 uL de 1-propanol con punta de desplazamiento directo de
1.25 mL, colocando el dispensador manual en la posicion 5 y agregarlo al
balén que contiene las sales.

Aforar con agua desmineralizada a un volumen de 500 mL.

Agitar uniformemente.

. Trasvasar a un frasco ambar rotulado con la siguiente informacion:
estandar interno de 1- propanol, concentraciéon, fecha de preparacion,
fecha de vencimiento (maximo 30 dias después de la preparacion) e

iniciales del perito que lo preparo.
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. Anotar en el libro de control de reactivos: fecha, nombre del reactivo,

fecha de vencimiento, si se lavo el envase y perito que lo preparo.

m. Almacenar en refrigeracion entre 4 a 8 grados centigrados. La solucién
de estandar interno de 1-propanol debe prepararse minimo cada 30 dias.
Cada vez que se prepare una solucidon de estandar interno se analizara
para verificar que la respuesta cromatografica se encuentre dentro de los
parametros de area establecidos. (ver protocolos DTC -10047 y DTC-
10048)

n. Observaciones: en caso de alta demanda para analisis de alcohol y
volatiles puede prepararse 1 litro de solucion siguiendo el procedimiento

anterior y duplicando las cantidades en balén de 1000 mL.

Los criterios que enfatiza la seleccion de un estandar interno, en este caso n-
propanol, son:

e No debe encontrarse en la matriz (muestra) de analisis.

e |as propiedades quimicas del estandar interno deben ser similares a
las propiedades quimicas del componente a ser cuantificado o

separado.®?

e El| tiempo de retencion del estandar interno deberia estar en un rango
medio de el tiempo de retencion de los componentes que seran

separados.®®

e E| estandar interno debe tener una linea base de separacion de todos

los componentes de la mezcla. ¥

Al mismo tiempo la correcta seleccion del estandar interno garantiza la deteccion
efectiva del equipo, ya que debe ser agregado en la misma proporcion
(concentracion conocida) a las soluciones y muestras a analizar por el mismo

método.®®
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2. Preparacién de las soluciones Stock de 1g/10ml para la curva de calibracién

Solucion stock de acetona al 1g/10ml .

Vi.
Vii.

viii.

Xi.

Xii.

Sacar del refrigerador la acetona. Esperar por [o menos 30
minutos.

Rotular un balén aforado de 10 mL con nombre de la
solucion y concentraciéon

Agregar 5mL de agua desmineralizada al baldn.

Colocar en la balanza analitica el balén con agua y tarar
Pesar en la balanza analitica 1.004 gramos de acetona (el
valor del peso se obtiene a partir de la pureza del reactivo)
Aforar el balén a 10 mL con agua desmineralizada

Mezclar por inversion

Trasvasar a un tubo con tapadera de rosca limpio con
capacidad de 10 mL.

Rotular con nombre de la solucion, analista y fecha de
preparacion.

Almacenar en refrigeracion a 4-8°C. Puede almacenarse un
maximo de quince dias.

Registrar el peso de las sustancia en la bitacora
correspondiente.

Anotar en el libro de control de reactivos: fecha, nombre del
reactivo, fecha de vencimiento, si se lavd el envase y perito

que lo preparé.

Solucion stock de etanol de 1g/10ml:

Sacar del refrigerador el etanol. Esperar por lo menos 30
minutos.

Rotular un balén aforado de 10 mL con nombre de la
solucion y concentracion

Agregar 5mL de agua desmineralizada al balon.



Vi.
Vii.

viii.

Xi.

Xii.
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Colocar en la balanza analitica el balén con agua y tarar
Pesar en la balanza analitica 1.001 gramos de etanol (el
valor del peso se obtiene a partir de la pureza del reactivo)
Aforar el balon a 10 mL con agua desmineralizada

Mezclar por inversion

Trasvasar a un tubo con tapadera de rosca limpio con
capacidad de 10 mL.

Rotular con nombre de la solucion, analista y fecha de
preparacion.

Almacenar en refrigeracion a 4-8°C. Puede almacenarse un
maximo de quince dias.

Registrar el peso de las sustancia en la bitacora
correspondiente.

Anotar en el libro de control de reactivos: fecha, nombre del
reactivo, fecha de vencimiento, si se lavd el envase y perito

que lo preparé.

Solucién stock de isopropanol de 1g/10ml:

Vi.
Vii.

viii.

Sacar del refrigerador el isopropanol. Esperar por lo menos
30 minutos.

Rotular un balon aforado de 10 mL con nombre de la
solucion y concentraciéon

Agregar 5mL de agua desmineralizada al balén.

Colocar en la balanza analitica el balén con agua y tarar
Pesar en la balanza analitica 1.005 gramos de isopropanol
(el valor del peso se obtiene a partir de la pureza del
reactivo)

Aforar el balén a 10 mL con agua desmineralizada

Mezclar por inversion

Trasvasar a un tubo con tapadera de rosca limpio con

capacidad de 10 mL.



Xi.

Xii.
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Rotular con nombre de la solucion, analista y fecha de
preparacion.

Almacenar en refrigeracion a 4-8°C. Puede almacenarse un
maximo de quince dias.

Registrar el peso de las sustancia en la bitacora
correspondiente

Anotar en el libro de control de reactivos: fecha, nombre del
reactivo, fecha de vencimiento, si se lavo el envase y perito

que lo preparé.

Solucién stock de metanol de 1g/10mi:

Vi.
Vii.

viii.

Xi.

Xii.

Sacar del refrigerador el metanol. Esperar por lo menos 30
minutos.

Rotular un balén aforado de 10 mL con nombre de la
solucién y concentracion

Agregar 5mL de agua desmineralizada al balon.

Colocar en la balanza analitica el baléon con agua y tarar
Pesar en la balanza analitica 1.002 gramos de metanol (el
valor del peso se obtiene a partir de la pureza del reactivo)
Aforar el balén a 10 mL con agua desmineralizada

Mezclar por inversion

Trasvasar a un tubo con tapadera de rosca limpio con
capacidad de 10 mL.

Rotular con nombre de la solucion, analista y fecha de
preparacion.

Almacenar en refrigeracion a 4-8°C. Puede almacenarse un
maximo de quince dias.

Registrar el peso de las sustancia en la bitacora
correspondiente.

Anotar en el libro de control de reactivos: fecha, nombre del
reactivo, fecha de vencimiento, si se lavd el envase y perito
que lo preparé.
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3.Preparacion de las soluciones de trabajo (workings) para la curva de calibracion

a. Sacar del refrigerador las soluciones stock de acetona, metanol, etanol e

isopropanol de 1g/10ml. Esperar por lo menos 30 minutos.

b. Disponer de seis (06) balones aforados de 10mL con tapén, rotular cada
uno de la siguiente manera: 0.5g/L, 1.0g/L, 2.0g/L, 3.0g/L, 4.0g/L y

5.0g/L, fecha de preparacién y analista que preparé.

c. Servir aproximadamente 5 mL de agua desmineralizada en cada balon.

d. Preparacion del Working 0.5g/L: en el balén aforado identificado como

0.5g/L, agregar con pipeta de volumen fijo de 50uL en el siguiente orden:

Vi.

Vii.

viii.

50 uL de la solucién stock de isopropanol

50 uL de la solucién stock de etanol

iii. 50 uL de la solucion stock de metanol

50 uL de la solucién stock de acetona

Aforar a 10mL con agua desmineralizada

Mezclar por inversion

Almacenar en refrigeracion a 4-8°C. Puede almacenarse un
maximo de un dia.

Anotar en el libro de control de reactivos: fecha, nombre del
reactivo, fecha de vencimiento, si se lavd el envase y perito

que lo preparé.
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e. Preparacion del Working 1.0g/L: en el balén aforado identificado como

1.0g/L, agregar con pipeta de volumen variable (10-100 pL), verificando

que la misma se encuentre en 100uL, en el siguiente orden:

Vi.

Vii.

viii.

100 pL de la solucion stock de isopropanol

100 pL de la solucién stock de etanol

100 pL de la solucion stock de metanol

100 pL de la solucién stock de acetona

Aforar a 10mL con agua desmineralizada

Mezclar por inversion

Almacenar en refrigeracion a 4-8°C. Puede almacenarse un
maximo de un dia.

Anotar en el libro de control de reactivos: fecha, nombre del
reactivo, fecha de vencimiento, si se lavd el envase y perito

que lo preparé.

Preparacion del Working 2.0 g/L: en el balon aforado identificado como

2.0g/L, agregar con pipeta de volumen variable (10-100 pL), verificando

que la misma se encuentre en 100uL, en el siguiente orden:

Vi.

Vii.

viii.

200 pL de la solucion stock de isopropanol

ii. 200 uL de la solucion stock de etanol

iii. 200 uL de la solucién stock de metanol

200 pL de la solucion stock de acetona

Aforar a 10 mL con agua desmineralizada

Mezclar por inversion

Almacenar en refrigeracion a 4-8°C. Puede almacenarse un
maximo de un dia.

Anotar en el libro de control de reactivos: fecha, nombre del
reactivo, fecha de vencimiento, si se lavd el envase y perito

que lo preparé.
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g. Preparacion del Working 3.0g/L: en el balén aforado identificado como

3.0g/L, agregar con pipeta de volumen variable (10-100 uL), verificando

que la misma se encuentre en 100uL, en el siguiente orden:

Vi.

Vii.

viii.

300 pL de la solucion stock de isopropanol
300 pL de la solucion stock de etanol

300 pL de la solucion stock metanol

. 300 pL de la solucion stock acetona

Aforar a 10 mL con agua desmineralizada

Mezclar por inversion

Almacenar en refrigeracion a 4-8°C. Puede almacenarse un
maximo de un dia.

Anotar en el libro de control de reactivos: fecha, nombre del
reactivo, fecha de vencimiento, si se lavd el envase y perito

que lo preparé.

. Preparacion del Working 4.0g/L: en el balon aforado identificado como

4.0g/L, agregar con pipeta de volumen variable (10-100 pL), verificando

que la misma se encuentre en 100uL, en el siguiente orden:

Vi.

Vii.

viii.

400 pL de la solucién stock de isopropanol

400 uL de la solucidn stock de etanol

iii. 400 uL de la solucién stock de metanol

. 400 pL de la solucion stock de acetona

Aforar a 10 mL con agua desmineralizada

Mezclar por inversion

Almacenar en refrigeracion a 4-8°C. Puede almacenarse un
maximo de un dia.

Anotar en el libro de control de reactivos: fecha, nombre del
reactivo, fecha de vencimiento, si se lavd el envase y perito

que lo preparé.
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i. Preparacion del Working 5.0g/L: en el balén aforado identificado como

5.0g/L, agregar con pipeta de volumen variable (10-100 uL), verificando

que la misma se encuentre en 100uL, en el siguiente orden:

Vi.

Vii.

viii.

500 L de la solucion stock de isopropanol

500 L de la solucion stock de etanol

500 pL de la solucion stock de metanol

500 pL de la solucion stock de acetona

Aforar a 10 mL con agua desmineralizada

Mezclar por inversion

Almacenar en refrigeracion a 4-8°C. Puede almacenarse un
maximo de un dia.

Anotar en el libro de control de reactivos: fecha, nombre del
reactivo, fecha de vencimiento, si se lavd el envase y perito

que lo preparé.

4. Preparacion de las soluciones stock al 1g/10ml para los controles positivos

a. Solucion stock de acetona al 1g/10ml para control positivo.

Vi.

Vii.

Sacar del refrigerador la acetona. Esperar por lo menos 30
minutos.
Rotular un balén aforado de 10 mL con nombre de la

solucién y concentracion

iii. Agregar 5mL de agua desmineralizada al balon.

Colocar en la balanza analitica el balon con agua y tarar
Pesar en la balanza analitica 1.004 gramos de acetona (el
valor del peso se obtiene a partir de la pureza del reactivo)
Aforar el balon a 10 mL con agua desmineralizada

Mezclar por inversion



viii.

Xi.

Xii.
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Trasvasar a un tubo con tapadera de rosca limpio con
capacidad de 10 mL.

Rotular con nombre de la solucion, analista y fecha de
preparacion.

Almacenar en refrigeracion a 4-8°C. Puede almacenarse un
maximo de quince dias.

Registrar el peso de las sustancia en la bitacora
correspondiente.

Anotar en el libro de control de reactivos: fecha, nombre del
reactivo, fecha de vencimiento, si se lavd el envase y perito

que lo preparé.

b. Solucion stock de isopropanol al 1g/10ml para control positivo.

Vi.
Vii.

viii.

Sacar del refrigerador el isopropanol. Esperar por lo menos
30 minutos.

Rotular un balon aforado de 10 mL con nombre de la
solucion y concentraciéon

Agregar 5mL de agua desmineralizada al balén.

Colocar en la balanza analitica el balén con agua y tarar
Pesar en la balanza analitica 1.005 gramos de isopropanol
(el valor del peso se obtiene a partir de la pureza del
reactivo)

Aforar el balén a 10 mL con agua desmineralizada

Mezclar por inversion

Trasvasar a un tubo con tapadera de rosca limpio con
capacidad de 10 mL.

Rotular con nombre de la solucion, analista y fecha de
preparacion.

Almacenar en refrigeracion a 4-8°C. Puede almacenarse un

maximo de quince dias.
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Xii.
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Registrar el peso de las sustancia en la bitacora
correspondiente.

Anotar en el libro de control de reactivos: fecha, nombre del
reactivo, fecha de vencimiento, si se lavo el envase y perito

que lo preparé.

c. Solucion stock de etanol al 1g/10ml para control positivo

Vi.
Vii.

viii.

Xi.

Xii.

Sacar del refrigerador el etanol. Esperar por lo menos 30
minutos.

Rotular un balén aforado de 10 mL con nombre de la
solucién y concentracion

Agregar 5mL de agua desmineralizada al balon.

Colocar en la balanza analitica el baléon con agua y tarar
Pesar en la balanza analitica 1.001 gramos de etanol (el
valor del peso se obtiene a partir de la pureza del reactivo)
Aforar el balon a 10 mL con agua desmineralizada

Mezclar por inversion

Trasvasar a un tubo con tapadera de rosca limpio con
capacidad de 10 mL.

Rotular con nombre de la solucion, analista y fecha de
preparacion.

Almacenar en refrigeracion a 4-8°C. Puede almacenarse un
maximo de quince dias.

Registrar el peso de las sustancia en la bitacora
correspondiente.

Anotar en el libro de control de reactivos: fecha, nombre del
reactivo, fecha de vencimiento, si se lavd el envase y perito

que lo preparé.

d. Solucion stock de metanol al 1g/10ml para control positivo
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i. Sacar del refrigerador el metanol. Esperar por lo menos 30
minutos.
i. Rotular un balén aforado de 10 mL con nombre de la
solucion y concentracion
iii. Agregar 5mL de agua desmineralizada al balon.
iv. Colocar en la balanza analitica el balén con agua y tarar
v. Pesar en la balanza analitica 1.002 gramos de metanol (el
valor del peso se obtiene a partir de la pureza del reactivo)
vi. Aforar el balon a 10 mL con agua desmineralizada
vii. Mezclar por inversion
viii. Trasvasar a un tubo con tapadera de rosca limpio con
capacidad de 10 mL.
ix. Rotular con nombre de la solucién, analista y fecha de
preparacion.
x. Almacenar en refrigeracion a 4-8°C. Puede almacenarse un
maximo de quince dias.
xi. Registrar el peso de las sustancia en la bitacora
correspondiente.
xii. Anotar en el libro de control de reactivos: fecha, nombre del
reactivo, fecha de vencimiento, si se lavd el envase y perito

que lo preparé.

5. Preparacioén de las soluciones de trabajo (workings) para los controles positivos

a. Sacar del refrigerador las soluciones stock de acetona, metanol, etanol e
isopropanol al 10% para controles positivos. Esperar por lo menos 30

minutos.

b. Disponer de tres balones aforados de 10mL con tapon, rotular cada uno
de la siguiente manera: control positivo de 0.2g/L, 2.5g/L y 4.5g/L, fecha

de preparacion y analista que preparo.
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c. Servir aproximadamente 5 mL de agua desmineralizada en cada baldn.

d. Preparacion del Working de “control positivo bajo” 0.2g/L (QC1): en el

balén aforado identificado como 0.2g/L, agregar con pipeta de volumen

variable (10-100 uL), verificando que la misma se encuentre en 20uL, en

el siguiente orden:

Vi.

Vii.

viii.

20 pL de la solucion stock de etanol

ii. 20 pL de la solucion stock de metanol

iii. 20 uL de la solucién stock de acetona

20 pL de la solucion stock de isopropanol

Aforar a 10mL con agua desmineralizada

Mezclar por inversion

Almacenar en refrigeracion a 4-8°C. Puede almacenarse un
maximo de un dia.

Anotar en el libro de control de reactivos: fecha, nombre del
reactivo, fecha de vencimiento, si se lavd el envase y perito

que lo preparé.

e. Preparacion del Working de “control positivo medio” 2.5g/L (QC2): en el

balén aforado identificado como 2.5¢g/L, agregar con pipeta de volumen

variable (100-1000 pL), verificando que la misma se encuentre en 250uL,

en el siguiente orden:

250 pL de la solucidn stock de etanol

250 pL de la solucion stock de metanol

i. Aforar a 10mL con agua desmineralizada

Mezclar por inversién
Almacenar en refrigeracion a 4-8°C. Puede almacenarse un

maximo de un dia.
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vi. Anotar en el libro de control de reactivos: fecha, nombre del
reactivo, fecha de vencimiento, si se lavd el envase y perito

que lo preparé.

f. Preparacion del Working de “control positivo alto” 4.5g/L: en el balon
aforado identificado como 4.5g/L, agregar con pipeta de volumen variable
(100-1000 uL), verificando que la misma se encuentre en 450uL, en el

siguiente orden:

i. 450 uL de la solucion stock de etanol
ii. Aforar a 10mL con agua desmineralizada
iii. Mezclar por inversion
iv. Almacenar en refrigeracion a 4-8°C. Puede almacenarse un
maximo de un dia.
v. Anotar en el libro de control de reactivos: fecha, nombre del
reactivo, fecha de vencimiento, si se lavo el envase y perito

que lo preparé.

3.3 INSTRUMENTOS Y EQUIPOS

A. Cromatégrafo de Gases 6890 Marca Hewlett-Packard Modelo G1530A,
acoplado a Headspace Marca Hewlett-Packard, Modelo HP7694.
Generador de Nitrégeno.

Generador de Hidrégeno.

Compresor de Aire.

Impresora.

nmo o W

Balanza Analitica.



4. PROCEDIMIENTO

4.1 CONDICIONES DEL EQUIPO &

Se determinan siguiendo el Método Blood.M y Bloodual.M

HEADSPACE

ZONE TEMPS °C
Sample oven 70
Sample valve 80
Transfer line 90
EVENT TIMES Minutos
GC cycle time 5.1
Sample equilibration | 10.0
Vial pressurization 0.20
Loop fill 0.20
Loop equilibration 0.05
Sample inject 0.20
Oven stabilization 1.0
SHAKING

ﬂitation None
MODE
Extractions 1
Puncture mode Single

CROMATOGRAFO DE GASES

PROGRAMA
Oven
Initial temp 40°C
Initial time 4.50 min
Equilibration time 0.30 min
Rate 0.0 (Off)
Post temp 40°C
Post time 0.00 min
Run time 4.50 min
FRONT INLET
Mode Split
Initial temp 250°C
Pressure 4.59 psi
Split ratio 4.2:1
Split flow 59.2 mL/min
Total flow 76.1 mL/min
Gas type Nitrogen




35

COLUMN 1 COLUMN 2

DB-ALC1 DB-ALC2

Max. Temp: 260°C Max. Temp: 260°C

Mode: constant pressure Mode: constant pressure
Pressure: 4.59 psi Pressure: 4.59 psi

Nominal initial flow: 7.0 mL/min | Nominal initial flow: 7.1 mL/min
Average velocity: 49 cm/seg Average velocity: 49 cm/seg
Inlet: Front inlet Inlet: Front inlet

Outlet: Front Detector Outlet: Back Detector
FRONT DETECTOR (FID) BACK DETECTOR (FID)
Temperature: 300°C Temperature: 300°C
Hydrogen flow: 35.0 mL/min Hydrogen flow: 35.0 mL/min
Air flow: 400.0 mL/min Air flow: 400.0 mL/min
Mode: constant makeup flow Mode: constant makeup flow
Makeup flow: 15.0 mL/min Makeup flow: 15.0 mL/min
Makeup gas type: Nitrogen Makeup gas type: Nitrogen
Flame: On Flame: On

Electrometer: On Electrometer: On

Lit offset: 2.0 Lit offset: 2.0

SIGNAL 1 SIGNAL 2

Data rate: 10 Hz Data rate: 10 Hz

Type: front detector Type: back detector

Save data: On Save data: On

Zero: 0.0 Zero: 0.0

Range: 0 Range: 0

Fast peaks: Off Fast peaks: Off
Attenuation: 0 Attenuation: 0

4.2 PREPARACION DE LA CURVA DE CALIBRACION @

Previo a iniciar la medicion de los diferentes calibradores, se deben sacar del
refrigerador los workings de 0.5g/L, 1.0g/L, 2.0g/L, 3.0 g/L, 4.0 g/L y 5.0 g/L, asi
como la solucién de estandar interno de 1-propanol. Esperar por lo menos 30
minutos. La solucion de estandar interno se mide con el dispensador de paso
manual en la posicion 1 y con el tip de 50 mL; el blanco sangre, el agua

desmineralizada y los diferentes calibradores se miden con las pipetas de
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volumen variable de 10-100 pL. La curva de calibracién debe prepararse todos

los dias previo a la realizacion de los andlisis en las muestras y controles de

Blanco ( Estandar interno y agua desmineralizada)
Agregar a un vial de vidrio de 10mL rotulado como Blanco:
a. 1.0mL de estandar interno de 1-propanol
b. 100uL de agua desmineralizada.

c. Colocar septa y cerrar.

Control Negativo (Blanco Sangre)

Agregar a un vial de vidrio de 10mL rotulado como Blanco Sangre:
a) 1.0mL de estandar interno de 1-propanol

b) 100uL de sangre libre de alcoholes y sustancias volatiles

c) Colocar septa y cerrar.

Calibrador 0.5g/L

Agregar a un vial de vidrio de 10mL rotulado como 0.5g/L.:
a) 1.0mL de estandar interno de 1-propanol

b) 100uL del Working de 0.5g/L.

c) Colocar septa y cerrar.

Calibrador 1.0g/L

Agregar a un vial de vidrio de 10mL rotulado como 1.0 g/L:
a) 1.0mL de estandar interno de 1-propanol

b) 100uL del Working de 1.0 g/L.

c) Colocar septa y cerrar.

Calibrador 2.0g/L
Agregar a un vial de vidrio de 10mL rotulado como 2.0 g/L:

a) 1.0mL de estandar interno de 1-propanol
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b) 100uL del Working de 2.0 g/L.

c) Colocar septa y cerrar.

6. Calibrador 3.0g/L
Agregar a un vial de vidrio de 10mL rotulado como 3.0 g/L:
a) 1.0mL de estandar interno de 1-propanol
b) 100uL del Working de 3.0 g/L.

c) Colocar septa y cerrar.

7. Calibrador 4.0g/L
Agregar a un vial de vidrio de 10mL rotulado como 4.0 g/L:
a) 1.0mL de estandar interno de 1-propanol
b) 100uL del Working de 4.0 g/L.

c) Colocar septa y cerrar.

8. Calibrador 5.0g/L
Agregar a un vial de vidrio de 10mL rotulado como 5.0 g/L:
d) 1.0mL de estandar interno de 1-propanol
e) 100uL del Working de 5.0 g/L.

f) Colocar septa y cerrar.

9. Aire
Rotular un vial de 10mL como aire, no colocar nada en su interior, sellar

con cerrar.

10. Colocar los viales preparados del numeral del 1 al 9 en una canasta

plastica y llevarlos al area de equipos.

11. Entregar los viales a la persona encargada de equipos quien debera

colocarlos en el automuestreador del headspace para ser analizados.
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12. La persona que preparo la curva de calibracién debera verificar que el
encargado de equipos coloque en el orden correcto los viales en el

automuestreador del headspace.

13. Inyectar en el equipo de acuerdo a los parametros establecidos en el

método Blood.M o Bloodual.M (condiciones del equipo)

14. El encargado de equipos debe verificar los resultados obtenidos,
siguiendo lo establecido en los protocolos de trabajo DTC-10047 y
DTC-10048.

4.3 PREPARACION DE LOS CONTROLES POSITIVOS: @

Previo a iniciar la medicién de los diferentes controles positivos, se deben sacar
del refrigerador los workings de los controles positivos de 0.2g/L, 2.5g/L y
4.5¢/L, asi como la solucidon de estandar interno de 1-propanol. Esperar por lo
menos 30 minutos. La solucién de estandar interno se mide con el dispensador
e paso manual en la posicién 1y con el tip de 50 mL; los controles positivos se

miden con las pipetas de volumen variable de 10-100 pL.

1. “Control positivo bajo” (0.2 g/L de acetona, isopropanol, metanol y etanol)
Agregar a un vial de vidrio de 10mL rotulado como control positivo bajo
0.2 g/L:

a)1.0mL de estandar interno de 1-propanol
b)100uL del Working del control positivo de acetona, metanol y
etanol de 0.2 g/L

c)Colocar septa y cerrar.

2. “Control positivo medio” (2.5 g/L de metanol y etanol)
Agregar a un vial de vidrio de 10mL rotulado como control positivo medio
2.5 g/L:
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a)1.0mL de estandar interno de 1-propanol

b)100uL del Working del control positivo de metanol y etanol de 2.5
g/L

c)Colocar septa y cerrar.

3. “Control positivo alto” (4.5 g/L de etanol)
Agregar a un vial de vidrio de 10mL rotulado como control positivo alto 4.
g/L:
a) 1.0mL de estandar interno de 1-propanol
b) 100uL del Working del control positivo de etanol de 4.5 g/L

c) Colocar septa y cerrar.

4. Debe medirse cada control positivo por duplicado, los tres primeros
controles positivos (bajo, medio y alto) iran al inicio de la secuencia,
posteriormente las muestras a analizar y los restantes controles

positivos al final de la secuencia.

4.4. PREPARACION DE LA MUESTRA &

Se debe tomar en cuenta para realizar o no el analisis los siguientes parametros:

1. Tipo de muestra (matrices):

a. Sangre:(en caso sea de cadaveres) La muestra de sangre no debe ser
tomada del corazén, aorta u otra gran arteria o vena del pecho o
abdomen. En caso que la unica muestra disponible provenga de estas
fuentes, es necesario dejar constancia de esto en la hoja de resultados.
La sangre adecuada para estos casos es la proveniente de la vena
femoral o la vena iliaca externa, la cual debe ser obtenida por el médico

forense al inicio de la autopsia y antes de realizar la evisceraciéon. De lo
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contrario si la sangre proviene de una persona viva debe ser tomada por

venopuncion.

Orina: no necesita tratamiento previo.

Humor vitreo (aplica sélo a cadaveres): no necesita tratamiento previo,
verificar que no se encuentre contaminado con sangre. En este ultimo

caso no se realizara el analisis explicando las razones.

Bilis: no necesita tratamiento previo

Alcohol de concentracion desconocida: para evitar contaminacién en el
equipo debido a altas concentraciones y lecturas fuera del rango de la
curva de calibracién, deben realizarse diluciones a la muestra y correr
conjuntamente un control positivo de 1g/L de etanol, los cuales se

preparan como se detalla a continuacion:

i. Rotular un balén aforado de 10 mL con el numero de la
muestra a analizar
i. Agregar al baldn aproximadamente 5 mL de agua
desmineralizada
iii. Colocar el balon con agua en la balanza analitica y tarar
iv. Pesar en balanza analitica 1.000g del alcohol de
concentracion desconocida
v. Aforar con agua desmineralizada a 10 mL
vi. Mezclar por inversion
vii. Rotular otro balén aforado de 10 mL con el numero de la
muestra
viii. Agregar aproximadamente 5 mL de agua desmineralizada

al balén
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Medir con pipeta de volumen variable (10-100 uL ), 100 pL
de la solucion anteriormente preparada

Aforar el balén a 10 mL con agua desmineralizada.

Mezclar por inversidén. Esta sera la solucion diluida de la
muestra de alcohol de concentracion desconocida que se
inyectara en el equipo

Sacar del refrigerador el etanol. Esperar por lo menos 30
minutos.

Rotular un balén aforado de 10 mL con nombre de la
solucion y concentracion (1g/10ml)

Agregar 5mL de agua desmineralizada al baldn.

Colocar en la balanza analitica el baldén con agua y tarar
Pesar en la balanza analitica 1.001 gramos de etanol (el
valor del peso se obtiene a partir de la pureza del reactivo)
Aforar el balén a 10 mL con agua desmineralizada

Mezclar por inversion

Rotular un balén aforado de 10 mL con Etanol 1.0 g/L
Agregar al baléon aproximadamente 5 mL de agua
desmineralizada

Agregar con pipeta de volumen variable (10-100 pL), 100
ML de la solucion de etanol al 1g/10ml anteriormente
preparada

Aforar a 10mL con agua desmineralizada.

Mezclar por inversion. Esta sera la solucion de control que
se inyectara inmediatamente después de la muestra de

alcohol de concentracidon desconocida.
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4.5. EVALUACION DE PARAMETROS DE DESEMPENO ®

4.5.1. EXACTITUD
* Procedimiento
Preparar muestras en un rango que contenga al menos cinco
concentraciones diferentes del analito, las cuales aproximadamente estén
espaciadas entre 50% (concentracion mas baja) y 150% (concentracion mas
alta) del rango de trabajo esperado. Usar por lo menos seis réplicas por
concentracion. Analizar muestras de acuerdo al método ya descrito, usando

la matriz del producto o la matriz de la muestra ambiental.

* Documentacion
Para cada muestra, reportar el valor teorico, el valor del ensayo y el
porcentaje de recuperacion. Calcular el promedio, la desviacion estandar,
desviacién estandar relativa (coeficiente de variacion) y el porcentaje de
recuperacion para todas las muestras. Llevar un registro de los resultados en

una hoja de datos.

« Criterio de Aceptacion
El porcentaje de recuperacién puede estar entre el 95 y 105% del valor
tedrico para productos no regulados. Una recomendacion es usar +2 veces la
desviacion estandar de una tabla. Para la industria farmacéutica de los
Estados Unidos, 98 a 102% es tipico para un ensayo de principio activo en
un producto medicinal. El porcentaje de recuperacion puede estar entre 50 y
150% del valor tedrico para los métodos usados en productos EPA. Los
porcentajes de recuperacion menores pueden ser aceptables basados en la

necesidad del método.
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4.5. 2. ESPECIFICIDAD
* Procedimiento
Es la habilidad que muestra un método para distinguir entre un analito e
impurezas conocidas, precursores sintéticos, metabolitos, o productos de

degradacion. Esta se muestra en su resolucién hacia estos componentes.

* Documentacién

Imprimir cromatogramas o datos que muestren la resolucion de un método.

* Criterio de Aceptacion
Los componentes contaminantes no deben interferir con el analisis delL

analito en cuestion.

4.5. 3. LIMITE DE CUANTIFICACION
* Procedimiento
Determinar la menor concentracion en la que un analito en la matriz/muestra
puede ser determinada con la exactitud y precision requeridas para el método
en particular. Este valor puede ser la menor concentracion en la curva del

patron.

* Documentacion
Imprimir el cromatograma o anotar el dato de la menor concentracion
cuantificable en la hoja de datos. Proveer datos que demuestren exactitud y

precision requeridas en el criterio de aceptacion.

* Criterio de Aceptacion
El limite de cuantificacion para métodos cromatograficos es la concentracion
que proporciona una razén sefal a ruido, con una relacion de 10 a 1 y que es
menor o igual a 10% de la precision, o una relacion de 20 a 1 y es menor o
igual a 5% de la precision. En el limite de cuantificacién, se deben cumplir los

criterios de aceptacion de exactitud y linealidad. El limite de cuantificacion es
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el mejor estimado de una concentracion baja, que derive en una desviaciéon

estandar relativa de aproximadamente 10%, en, al menos, seis réplicas.

4.5. 4. LINEALIDAD
* Procedimiento
Preparar soluciones patron de por lo menos cinco diferentes concentraciones
del analito, que estén distribuidas regularmente y que cubran del 50%
(concentracion mas baja) al 150% (concentracion mas alta) del intervalo de
trabajo esperado. Usar por lo menos seis réplicas por concentraciéon. Las
soluciones patron deberian prepararse en la misma matriz utilizada con las
muestras, si es posible. Analizar las soluciones patrén conforme el método ya

descrito.

* Documentacion
Registrar los resultados en una hoja de datos. Calcular la media, la desviacion
estandar y la desviacion estandar relativa para cada concentracion. Graficar la
media que corresponde para cada concentracion (eje de las Y) en funcién de
la concentracion (eje de las X). Calcular la ecuacion de regresion y el
coeficiente de determinacion (r*) Registrar estos calculos en la hoja de datos.
Si el resultado es una no linealidad, determinar la relacion curvilinea. Graficar
el resultado de cada réplica dividido dentro de su concentracion (eje de las Y)
en funcion de la concentracion (eje de las X). Al resultado dividido dentro de
su concentracion se le conoce normalmente como “razon de respuesta”. Si el
intercepto en la primera grafica es significativamente distinto de cero,
entonces restar el valor del intercepto de cada resultado y luego dividir el

resultado dentro de su concentracion.

* Criterio de Aceptacion
La curva en la primera grafica deberia ser lineal con un coeficiente de
determinacion (r?) de por lo menos 0.98. (preferible 0.99). El coeficiente de

determinacién debe ser menor de 0.99 segun las necesidades del método.
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Todos los valores de la razén de respuesta deben caer dentro de una zona
horizontal angosta. Los valores de concentracion que queden fuera de esa
zona no son aceptables para ser incluidos en el intervalo normal de trabajo.
Un sistema de deteccion con respuesta lineal estable debe dar una razén de
respuesta que varie menos del 1%, por ejemplo, el caso de un detector de
ionizacion en llama en cromatografia de gases. Se establece que el
coeficiente de determinaciéon debe ser mayor o igual que 0.097 para principios

activos y 0.98 para impurezas.

4.5. 5. REPETIBILIDAD

* Procedimiento
Hacer un minimo de 6 determinaciones a una concentracion que corresponda
con la de la muestra problema. (Este proceso puede repetirse mucha mas
veces de ser necesario, dejando constancia del numero de determinaciones

realizadas).

* Documentacion
Registrar los resultados en el formato de datos, asi como los calculos de la
media y el(los) parametro(s) de dispersion escogido(s) (desviacion estandar,
desviacién estandar relativa (coeficiente de variacion) o intervalo de

confianza).

* Criterio de Aceptacion
Se establece acorde a un valor maximo aceptable para el parametro de

dispersion escogido.



46

5. CALCULOS
a. Preparacion de la solucion de estandar interno de 1-propanol al 0.02%:

% = Vol (mL) de 1-propanol x densidad de 1-propanol (g/mL) x 100%
Volumen total de la solucion (mL)

0.125 mL x 0.8053g/mL x 100 % = 0.02% (p/v)
500 mL

b. Preparacion de las soluciones stock al 1g/10ml: las soluciones stock se
preparan a partir de los reactivos de metanol, etanol, isopropanol y
acetona, los cuales se pesan en la balanza analitica previo a realizar

correcciones debido a la pureza de los reactivos:

Gramos a pesar = (1 gramo/pureza del reactivo) x 100%

Acetona: (19/99.6%) x 100% = 1.004 g
Metanol: (19/99.8%) x 100% = 1.002 g
Etanol: (19/99.9%) x 100% = 1.001 g
Isopropanol: (19/99.5%) x 100% = 1.005 g

[ sol. Stock] = gramos de muestra
volumen de sol (mL)

[ sol. Stock] = 1 gramo
10 mi

c. Preparacion de los workings de 0.5 g/L, 1.0g/L, 2.0 g/L, 3.0 g/L, 4.0 g/L y
5.0 g/L: los workings se preparan a partir de las soluciones stock al 10%

de la siguiente manera

g/L : concentracién sol stock x vol medido (mL) x 1000
vol final de solucién (mL)

Working 0.5 g/L : (1g/10ml) x 0.05 mL = 0.0005g x 1000ml = 0.5 g/L
10 mL ml 1L
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Working 1.0 g/L : (1g/10mi)x 0.10 mL = 0.001 g x 1000 ml = 1.0 g/L
10 mL mi 1L

Working 2.0 g/L : (1g/10ml) x 0.20 mL = 0.002 g x 1000 ml = 2.0 g/L
10 mL ml 1L

Working 3.0 g/L : (1g/10ml) x 0.30 mL=0.003 g x 1000 ml = 3.0 g/L
10 mL mi 1L

Working 4.0 g/L : (1g/10ml) x 0.40 mL= 0.004g x 1000 ml=4.0 g/L
10 mL ml 1L

Working 5.0 g/L : (1g/10ml) x 0.50 mL = 0.005g x 1000 ml = 5.0 g/L
10 mL mi 1L

Las mediciones en el cromatdgrafo de gases de doble columna y doble
detector, el valor obtenido debe coincidir en ambas columnas, con un

margen de aceptacion de +/- 0.05.



X. RESULTADOS

(Conectar con Excel)
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IX. DISCUSION

En el desarrollo de métodos, la etapa de validacion consiste en el proceso
de evaluar el método para determinar su confiabilidad para el uso previsto. La
validacién normalmente se lleva a cabo sobre la version final del método
desarrollado, bajo parametros de desempefio que consisten en las propiedades,
caracteristicas o capacidades cuantificables del método que indican su grado de
calidad, los cuales pueden ser: exactitud, especificidad, limite de cuantificacién,

linealidad, repetibilidad entre otras que pueden ser requeridas por la técnica.

Es asi que la determinacion en sangre y otros fluidos de alcohol etilico y
otros alcoholes (metanol, isopropanol) y cetonas (acetona) liquidos altamente
volatiles, por cromatografia de gases con doble columna y detector de ionizacion
de Flama, debe de proporcionar resultados veraces, los cuales han sido

estudiados bajo los parametros de desempeio antes mencionados.

Durante el analisis se utilizaron muestras con concentraciones
conocidas (valor tedrico), las cuales fueron comparadas con los valores que
proporciona el equipo (detector de ionizacion de flama, FID 1Y FID 2), se evalud
el porcentaje de recuperacion, la desviacion estandar y coeficiente de variacién
(parametros de dispersion seleccionados) teniendo un margen de aceptacion de
la media +/- 2 veces la desviacion estandar ) en los datos obtenidos por la
réplicas en cada una de las concentraciones utilizadas. Teniendo en cuenta que
los valores obtenidos en cada columna deben coincidir, aceptandose un margen

de +/- 0.0.5 en cada lectura.

Los resultados presentados en las tablas de la No. 1 a la No. 20

muestran los porcentajes de recuperacidén obtenidos en cada lectura, los cuales
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no deben ser menores de 95% y no mayores a 105% de la concentracién del
analito( lo que determina la exactitud del método) para lo cual el valor del ensayo
dado en cada una de las concentraciones, en sus seis réplicas, corresponde

perfectamente a este criterio de aceptacion.

Las sefales presentadas por el equipo al evaluar los distintos alcoholes y
cetonas volatiles, asi como el 1-propanol (estandar interno) en las muestras de
sangre fueron obtenidas de manera inequivoca y propia para cada analito, como
se aprecia en los cromatogramas obtenidos en cada analisis (ver anexo No. 4),
lo que muestra la habilidad del método para distinguir a los analitos de las
impurezas y componentes de la matriz, haciéndolo especifico para cada uno de

ellos.

Las tablas de la No.1 a la No.4 exponen la menor concentracion en la
curva de calibracion que corresponde a 0.5g/L del método de estudio, se
establecio el promedio de seis (06) repeticiones a esta concentracion dando
resultados de 0.5g/L para cada analito en cuestion (etanol, metanol, isorpropanol
y acetona). Se determind la desviacion estandar para medir la variabilidad de
una distribucién, tomando en cuenta que mientras mayor sea una dispersion en
una distribucion, mayor sera la desviacién, para cada serie de datos, la cual
corresponden a: 0.0047 en el FID 1y 0.005 en el FID 2 para el etanol, 0.0069
en el FID 1y 0.007 en el FID 2 para el metanol, 0.007 enel FID 1y 0.011 en el
FID 2 para el isopropanol, 0.007 en el FID 1 y 0.007 en el FID 2 para la
acetona, lo que representa una variabilidad no significativa en la distribucion de
las lecturas. Se obtuvo el coeficiente de determinacién que expresa a la
desviacion estandar como un porcentaje del promedio alrededor del cual se
toman las desviaciones y el grado de representatividad de la media®” (ver anexo
No.3), para cada serie de datos, el cual corresponde a: 0.95 % FID 1y 1.01%
FID 2 para el etanol, 1.38% FID 1y 1.50% FID 2 para el metanol, 1.50% FID 1y
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2.26% FID 2 para el isopropanol, 1.37% FID 1y 1.37% FID 2 para la acetona, lo
que representa que no hay una dispersion relativa que sea significativa y una
media altamente representativa en cada serie de datos, lo cual demuestra ser
un método eficaz para determinar la menor concentracion con exactitud vy
precision ya que los resultados obtenidos no presentan una variabilidad
reveladora al valor real o tedrico y expresan igualdad entre la serie de

mediciones individuales obtenidas de la misma muestra.

Para demostrar que el resultado obtenido (valor del ensayo) coincide con el valor
calculado (valor tedrico) se parte de la relacion entre respuesta y concentraciéon
dada por la curva de calibraciéon. En las Tablas No. 21 a la No.24 se observa el
comportamiento lineal del etanol, metanol, isopropanol y acetona
respectivamente, obtenida de los promedios de seis repeticiones en cada una de
sus concentraciones (0.5, 1.00, 2.00, 3.00, 4.00g/L) en funcién de la
concentracion tedrica. Establecida la relacion entre ambos resultados se logra
obtener una medida que indica la situacién relativa de la concentracion respecto
a las dos variables antes mencionadas y que puede estar entre los limites de +1
y -1, el cual se denomina coeficiente de correlacion (r) y mientras mas cercano a
1 se encuentre, mayor es la fuerza de correlacién; asi como también estimar el
valor de la concentracion con respecto a la ya dada por medio de una regresion
lineal la cual se representa por medio de una grafica en donde el eje de las
abscisas “X” mantiene una variable independiente (concentracién tedrica) y el
eje de las ordenadas “Y” la variable dependiente (promedio de la concentracion),
de esta manera la fuerza de una correlacion entre la concentracion tedrica vy el
promedio de la concentracion aumenta a medida que los puntos en la grafica se
estrechan formando una linea recta. Por tanto las Graficas No.1 a la No.8
manifiestan un alto grado de asociacidén entre las variables (concentracion vy
promedio) dando una relacion lineal entre ambas, mostrando un r= 1 lo que

expresa una correlacion lineal positiva perfecta®”.
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Se evalud la precision del método por medio de la repetibilidad,
efectuando una serie de repeticiones de distintas concentraciones -no menos de
seis-; con los datos obtenidos se efectuaron los calculos necesarios para
determinar el coeficiente de variacion y la desviacion estandar (véase tablas No.
1-20 que se incluyen), valores de dispersién escogidos para cada serie de
datos, segun analito y concentracion, los resultados obtenidos de la desviacién
estandar representan una variabilidad no significativa en la distribuciéon de datos,
mientras que el coeficiente de variacion predice una media altamente
representativa en la serie de lecturas, por lo que expresan la cercania de

coincidencia en la serie de mediciones.
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X. CONCLUSIONES

. EI método de cuantificacion de alcohol en sangre por Cromatografia de Gases
con el empleo de doble columna cada una de las mismas con su detector de
ionizacion de flama, es exacto, ya que permite obtener resultados que

concuerdan entre el valor tedrico conocido, y el valor encontrado.

. EI método de cuantificacion de alcohol en sangre por Cromatografia de Gases
con el empleo de doble columna cada una de las mismas con su detector de
ionizacion de flama, es lineal, ya que posee la capacidad de generar
resultados numéricos directamente proporcionales a la concentracién del

analito, dentro del rango establecido.

. EI método de cuantificacion de alcohol en sangre por Cromatografia de Gases
con el empleo de doble columna cada una de las mismas con su detector de
ionizacion de flama, es especifico, ya que tiene la capacidad de separar e
individualizar el analito de estudio en presencia de los otros componentes

similares y previamente establecidos; que puedan estar en la muestra.

. EI método de cuantificacion de alcohol en sangre por Cromatografia de Gases
con el empleo de doble columna cada una de las mismas con su detector de
ionizacion de flama, posee alta sensibilidad dado que puede determinar con

precision y exactitud minimas concentracién de analitos en la muestra.

. EI método de cuantificacion de alcohol en sangre por Cromatografia de Gases

con el empleo de doble columna cada una de las mismas con su detector de
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ionizacion de flama, es repetible, pues los resultados obtenidos de mediciones
sucesivas y en distintos aparatos presentan un alto grado de concordancia,

sin observarse una variacion significativa entre ellos.

. EI método de cuantificacion de alcohol en sangre por Cromatografia de Gases
con el empleo de doble columna cada una de las mismas con su detector de
ionizacion de flama, posee las propiedades y caracteristicas cuantificables
que indican su grado de calidad; por lo tanto es un método valido para la

cuantificacion y determinacion de alcohol en sangre.
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XI. RECOMENDACIONES

1. Analizar muestra o patrones preparados en forma independiente donde el
valor es desconocido para el analista, siguiendo el procedimiento estandar de
operacion para el método. De tal manera que se obtenga el valor medio
resultante del analisis de réplicas (repeticiones) de estas muestras los cuales

deberian ser coincidentes.

2. Comprobar la calibraciéon del equipo utilizando periédicamente controles
comerciales (negativos y positivos) y correrlos como muestras en la rutina del
laboratorio, comprobar que los resultados de estos controles analizados se
encuentren dentro del rango establecido para el analisis, con el objeto de

verificar el buen funcionamiento del equipo.

3. Utilizar una base de datos que contenga, los parametros de desempeiio con
sus correspondientes criterios de aceptacion y los formatos para el registro de
datos y resultados.

4. Verificar periédicamente que los parametros de desempeno evaluados
anteriormente se estén cumpliendo, y documentarlo por el personal

encargado.

5. Incluir este procedimiento dentro del Sistema de Gestion de Calidad de
INACIF.
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ANEXO No. 1
METABOLISMO DEL ETANOL.C?

El alcohol etilico o etanol es un liquido aromatico y combustible que
procede de la fermentacion de sustancias azucaradas, del almidon y de la

celulosa. @

Después de su ingestion, el etanol por ser liposoluble, de bajo peso
molecular y no-electrolito, se absorbe rapidamente por el tracto gastrointestinal.
Una porcién entre el 2-10% es eliminado directamente por la orina, aire expirado y

sudor, el resto, es oxidado en el organismo. %

El producto de la oxidacion del etanol es el acetaldehido y la enzima
principal que cataliza esta transformacion es la ADH (Alcohol Deshidrogenasa)
presente principalmente en el higado. Esta es una enzima citosélica dependiente
de NAD+, siendo sus productos: Acetaldehido y NADH, los cuales son
responsables en gran parte de los efectos téxicos del alcohol y de la respuesta

metabdlica del organismo al mismo.®?

AD®  NADH+H' + NADH + H'

D
ADH
Ethanol Acetaldehyde Acetate

N NAD
N .
CHy-CH,—OH CHy—6=0 ——"~ CH,-C—OH

Se conocen dos vias adicionales para la oxidacion del etanol, las cuales
son minoritarias en relacion con la ADH. Una de estas vias es la catalizada por
una catalasa, que utiliza peroxido de hidrégeno como agente oxidante y la otra es
un sistema enzimatico microsomal (MEOS), que utiliza NADPH vy oxigeno

molecular.
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En todas las vias, el producto inmediato de la oxidacion del etanol, es el

acetaldehido, el cual es oxidado a acetato por accion de la ALDH (Acetaldehido

Deshidrogenasa).

Esta enzima también es dependiente de NAD+, pero se diferencia de la ADH en

que se encuentra en todos los é6rganos donde se ha buscado, y en que se

encuentra tanto en microsomas como en mitocondrias y citosol.

De esta forma, el acetaldehido formado en el higado por la oxidacién del etanol

en el citosol, difunde al interior de las mitocondrias donde por accién de la ALDH

es oxidado a acetato, que sale de nuevo al citosol.

Microsomes I

NADP+, H,0
OH
CHaCH

NADPH + H*+

é Mitochondria )

OH
"o H0O

7 \
Cytosol I / \
(o]
V.
CHLCH,OH S CHsc\/
H
ethanol r acetaldehyde
\ NAD+ NADH + H+
NG /

Peroxisomes I

HxOp H;O

NAD+
NADH + H*
o]
v/
chsc?
NoH
acetic acid
\_ J
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ANEXO No. 2
ETAPAS DE LA INTOXICACION ETILICA ©

Uno de los cuadros publicados en el que se establecen las distintas etapas
clinicas de la intoxicacion etilica aguda, en relacion con niveles solapados de
alcoholemia, que se ajusta mejor a las necesidades forenses por su claridad y

exactitud es el elaborado por Dubowski K.M.1980:

Alcoholemia entre 0.10-0.50 g/l —sobriedad:
e No se detectan aparentes alteraciones.
e Comportamiento dentro de lo normal a la simple observacion.

e Pequefios cambios comportamentales detectables por tests especiales.

Alcoholemia entre 0.30-1.20 g/l —Euforia:
Euforia Leve.
Aumento de la sociabilidad.
Locuacidad.
Incremento de la confianza en si mismo.
Disminucion de las inhibiciones.
Disminucion de la atencion, juicio y control.

Alteracion de la eficacia de la resolucion de tareas delicadas.

Alcoholemia entre 0.90-2.25 g/l —Excitacion:
Inestabilidad emocional.
Alteracion de la capacidad de juicio.
Deterioro de la memoria y comprension.
Disminucion en la respuesta a estimulos sensoriales.
Incremento del tiempo de reaccion.

Incoordinacion muscular.

Alcoholemia entre 1.80 -3.00 g/l —-Confusién:
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Desorientacion.

Confusion mental, vértigos.

Estados emocionales exagerados (temor, enfado, tristeza, etc.)

Perturbacion de las sensaciones, de las percepciones: color, formas,

dimensiones, movimiento.

Disminucion de la sensacion de dolor.

Alteraciones del equilibrio.

Incoordinacion motora.

Marcha tambaleante.

Lenguaje mal articulado.

Alcoholemia entre 2.70-4.00 g/l —Estupor:

Apatia.
Marcada disminucion de la respuesta a los estimulos.

Incoordinacion muscular con incapacidad para andar y permanecer en

pie de forma estable.
Vémitos, incontinencia de orina y heces.

Deterioro de la conciencia, suefio y estupor.

Alcoholemia entre 3.50-5.00 g/l -Coma:

Depresion o abolicién de los reflejos, inconciencia, coma, anestesia.

Temperatura por debajo de lo normal.

Trastornos de la circulacién y respiracion. Posible muerte.

Alcoholemia por encima de 4.50 g/l -Muerte:

Muerte por paralisis respiratoria.
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ANEXO No.3

REPRESENTATIVIDAD DE LA MEDIA ARITMETICA, SEGUN COEFICIENTE
DE VARIABILIDAD®"

Valor del coeficiente de Grado en que la media representa a la
variabilidad serie
De 0 a menos del 10% La media es altamente representativa
De 10 a menos del 20% La media es bastante representativa
De 20 a menos del 30% La media tiene representatividad
De 30 a menos del 40% La media tiene representatividad dudosa
De 40% o mas La media carece de representatividad
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CROMATOGRAMAS
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X. RESULTADOS

A. ANALISIS DE MUESTRAS POR CONCENTRACION Y ANALITO: determinacion del

porcentaje de recuperacion, media, desviacion estandar y coeficiente de variacion

Tabla No.1:

Concentracion 0.5 g/L -ETANOL-

Valor Teérico | Valor del Ensayo g/L % de recuperacion :
No. Analito
g/L FID 1 FID 2 FID 1 FID 2
1 0,50 0,50 0,49 100 98
2 0,50 0,49 0,49 98 98
3 0,50 0,50 0,50 100 100 Etanol
4 0,50 0,50 0,50 100 100
5 0,50 0,50 0,50 100 100
6 0,50 0,49 0,49 98 98
promedio valor de ensayo |desviacion estandar valor coEMelanm da Ve
g/L de ensayo g/L
FID 1 FID 2 FID 1 FID 2 FID 1 FID 2
0,50 0,50 0,0047 0,005 0,95 1,01
Tabla No.2:
Concentracion 0.5 g/L -METANOL-
No. Valor Teérico | Valor del Ensayo g/L % de recuperacion Analito
g/L FID 1 FID 2 FID 1 FID 2
1 0,50 0,50 0,50 100 100
2 0,50 0,50 0,49 100 98
3 0,50 0,51 0,51 102 102 Metanol
4 0,50 0,49 0,49 98 98
5 0,50 0,50 0,50 100 100
6 0,50 0,49 0,49 98 98

promedio valor de ensayo

desviacion estandar valor

coeficiente de variacion

g/L de ensayo g/L
FID 1 FID 2 FID 1 FID 2 FID 1 FID 2
0,50 0,50 0,0069 0,007 1,38 1,50




Tabla No.3:

Concentracién 0.5 g/L -ISOPROPANOL-

Valor Tedrico | Valor del Ensayo g/L % de recuperacion ;
No. Analito
g/L FID 1 FID 2 FID 1 FID 2
1 0,50 0,49 0,49 98 98
2 0,50 0,49 0,48 98 96
3 0,50 0,51 0,51 102 102 Isopropanol
4 0,50 0,50 0,51 100 102
5 0,50 0,50 0,49 100 98
6 0,50 0,49 0,49 98 98
promedio valor de ensayo |desviacion estandar valor seETElEm devarEeiEs
g/L de ensayo g/L
FID 1 FID 2 FID 1 FID 2 FID 1 FID 2
0,50 0,50 0,007 0,011 1,50 2,26
Tabla No.4:
Concentracién 0.5 g/L -ACETONA-
No. Valor Tedrico | Valor del Ensayo g/L % de recuperacion Analito
g/L FID 1 FID 2 FID 1 FID 2
1 0,50 0,50 0,50 100 100
2 0,50 0,49 0,49 98 98
3 0,50 0,51 0,51 102 102 Acetona
4 0,50 0,51 0,51 102 102
5 0,50 0,50 0,50 100 100
6 0,50 0,50 0,50 100 100

promedio valor de ensayo

desviacion estandar valor

coeficiente de variacién

g/L de ensayo g/L
FID 1 FID 2 FID 1 FID 2 FID 1 FID 2
0,50 0,50 0,007 0,007 1,37 1,37




Tabla No.5:

Concentracién 1.00 g/L -ETANOL-

Valor Tebrico

Valor del Ensayo g/L

% de recuperacion

No. Analito
g/L FID 1 FID 2 FID 1 FID 2
1 1,00 1,01 1,01 101 101
2 1,00 0,99 0,99 99 99
3 1,00 1,00 1,01 100 101 Etanol
4 1,00 1,00 1,00 100 100
5 1,00 1,01 1,01 101 101
6 1,00 1,01 1,01 101 101
promedio valor de ensayo |desviacion estandar valor e D e e
g/L de ensayo g/L
FID 1 FID 2 FID 1 FID 2 FID 1 FID 2
1,00 1,01 0,0075 0,008 0,74 0,76
Tabla No.6:
Concentracién 1.00 g/L -METANOL-
No. Valor Tedrico | Valor del Ensayo g/L % de recuperacion Analito
g/L FID 1 FID 2 FID 1 FID 2
1 1,00 1,00 1,00 100 100
2 1,00 0,99 0,99 99 99
3 1,00 1,00 1,00 100 100 Metanol
4 1,00 1,00 1,00 100 100
5 1,00 1,01 1,01 101 101
6 1,00 0,99 0,99 99 99

promedio valor de ensayo

desviacion estandar valor

coeficiente de variacién

g/L de ensayo g/L
FID 1 FID 2 FID 1 FID 2 FID 1 FID 2
1,00 1,00 0,0069 0,007 0,69 0,69




Tabla No.7:

Concentracién 1.00 g/L -ISOPROPANOL-

Valor Tedrico | Valor del Ensayo g/L % de recuperacion ;
No. Analito
g/L FID 1 FID 2 FID 1 FID 2
1 1,00 1,02 1,02 102 102
2 1,00 1,00 1,00 100 100
3 1,00 1,00 1,01 100 101 Isopropanol
4 1,00 1,01 1,00 101 100
5 1,00 1,01 1,02 101 102
6 1,00 1,01 1,01 101 101
promedio valor de ensayo |desviacion estandar valor seETElEm devarEeiEs
g/L de ensayo g/L
FID 1 FID 2 FID 1 FID 2 FID 1 FID 2
1,01 1,01 0,007 0,008 0,68 0,81
Tabla No.8:
Concentracién 1.00 g/L -ACETONA-
No. Valor Tedrico | Valor del Ensayo g/L % de recuperacion Analito
g/L FID 1 FID 2 FID 1 FID 2
1 1,00 1,02 1,02 102 102
2 1,00 0,99 0,99 99 99
3 1,00 1,00 1,00 100 100 Acetona
4 1,00 0,99 0,99 99 99
5 1,00 1,00 1,00 100 100
6 1,00 1,00 1,00 100 100

promedio valor de ensayo

desviacion estandar valor

coeficiente de variacién

g/L de ensayo g/L
FID 1 FID 2 FID 1 FID 2 FID 1 FID 2
1,00 1,00 0,010 0,010 1,00 1,00




Tabla No.9:

Concentracién 2.00 g/L -ETANOL-

Valor Tebrico

Valor del Ensayo g/L

% de recuperacion

No. Analito
g/L FID 1 FID 2 FID 1 FID 2
1 2,00 1,99 1,99 99,5 99,5
2 2,00 1,97 1,98 98,5 99
3 2,00 1,99 1,99 99,5 99,5 Etanol
4 2,00 2,01 2,02 100,5 101
5 2,00 2,02 2,02 101 101
6 2,00 2,01 2,01 100,5 100,5
promedio valor de ensayo |desviacion estandar valor e D e
g/L de ensayo g/L
FID 1 FID 2 FID 1 FID 2 FID 1 FID 2
2,00 2,00 0,0167 0,016 0,84 0,79
Tabla No.10:
Concentracion 2.00 g/L -METANOL-
No. Valor Teérico | Valor del Ensayo g/L % de recuperacion Analito
g/L FID 1 FID 2 FID 1 FID 2
1 2,00 2,00 2,00 100 100
2 2,00 1,97 1,98 98,5 99
3 2,00 1,99 1,99 99,5 99,5 Metanol
4 2,00 2,01 2,02 100,5 101
5 2,00 2,02 2,03 101 101,5
6 2,00 2,01 1,99 100,5 99,5

promedio valor de ensayo

desviacion estandar valor

coeficiente de variacion

g/L de ensayo g/L
FID 1 FID 2 FID 1 FID 2 FID 1 FID 2
2,00 2,00 0,0163 0,018 0,82 0,89




Tabla No.11:

Concentracién 2.00 g/L -ISOPROPANOL-

Valor Tedrico | Valor del Ensayo g/L % de recuperacion ;
No. Analito
g/L FID 1 FID 2 FID 1 FID 2
1 2,00 1,98 1,98 99 99
2 2,00 1,98 2,00 99 100
3 2,00 1,99 1,97 99,5 98,5 Isopropanol
4 2,00 2,01 2,02 100,5 101
5 2,00 2,01 2,02 100,5 101
6 2,00 2,00 2,00 100 100
promedio valor de ensayo |desviacion estandar valor seETElEm devarEeiEs
g/L de ensayo g/L
FID 1 FID 2 FID 1 FID 2 FID 1 FID 2
2,00 2,00 0,013 0,019 0,63 0,93
Tabla No.12:
Concentracién 2.00 g/L -ACETONA-
No. Valor Tedrico | Valor del Ensayo g/L % de recuperacion Analito
g/L FID 1 FID 2 FID 1 FID 2
1 2,00 1,97 1,97 98,5 98,5
2 2,00 1,96 1,97 98 98,5
3 2,00 1,97 1,97 98,5 98,5 Acetona
4 2,00 2,02 2,02 101 101
5 2,00 2,01 2,01 100,5 100,5
6 2,00 1,98 1,98 99 99

promedio valor de ensayo

desviacion estandar valor

coeficiente de variacién

g/L de ensayo g/L
FID 1 FID 2 FID 1 FID 2 FID 1 FID 2
1,99 1,99 0,022 0,021 1,12 1,03




Tabla No.13:

Concentracién 3.00 g/L -ETANOL-

Valor Tebrico

Valor del Ensayo g/L

% de recuperacion

No. Analito
g/L FID 1 FID 2 FID 1 FID 2
1 3,00 3,00 3,00 100 100
2 3,00 2,97 2,97 99 99
3 3,00 2,99 3,00 100 100 Etanol
4 3,00 3,01 3,01 100 100
5 3,00 3,00 3,00 100 100
6 3,00 3,00 3,00 100 100
promedio valor de ensayo |desviacion estandar valor e D e e
g/L de ensayo g/L
FID 1 FID 2 FID 1 FID 2 FID 1 FID 2
3,00 3,00 0,0126 0,012 0,42 0,42
Tabla No.14:
Concentracion 3.00 g/L -METANOL-
No. Valor Teérico | Valor del Ensayo g/L % de recuperacion Analito
g/L FID 1 FID 2 FID 1 FID 2
1 3,00 2,99 2,98 99,7 99
2 3,00 2,96 2,96 99 99
3 3,00 2,97 2,98 99 99 Metanol
4 3,00 3,00 2,99 100 100
5 3,00 2,98 2,98 99 99
6 3,00 3,00 2,97 100 99

promedio valor de ensayo

desviacion estandar valor

coeficiente de variacion

g/L de ensayo g/L
FID 1 FID 2 FID 1 FID 2 FID 1 FID 2
2,98 2,98 0,0149 0,009 0,50 0,32




Tabla No.15:

Concentracién 3.00 g/L -ISOPROPANOL-

Valor Tedrico | Valor del Ensayo g/L % de recuperacion ;
No. Analito
g/L FID 1 FID 2 FID 1 FID 2
1 3,00 2,99 2,99 100 100
2 3,00 2,96 2,96 99 99
3 3,00 2,99 3,01 100 100 Isopropanol
4 3,00 3,00 3,01 100 100
5 3,00 3,00 3,00 100 100
6 3,00 3,00 3,00 100 100
promedio valor de ensayo |desviacion estandar valor seETElEm devarEeiEs
g/L de ensayo g/L
FID 1 FID 2 FID 1 FID 2 FID 1 FID 2
2,99 3,00 0,014 0,017 0,47 0,57
Tabla No.16:
Concentracién 3.00 g/L -ACETONA-
No. Valor Tedrico | Valor del Ensayo g/L % de recuperacion Analito
g/L FID 1 FID 2 FID 1 FID 2
1 3,00 3,00 3,00 100 100
2 3,00 2,96 2,96 99 99
3 3,00 2,98 2,99 99 100 Acetona
4 3,00 3,01 3,01 100 100
5 3,00 3,02 3,02 101 101
6 3,00 3,00 3,00 100 100

promedio valor de ensayo

desviacion estandar valor

coeficiente de variacién

g/L de ensayo g/L
FID 1 FID 2 FID 1 FID 2 FID 1 FID 2
3,00 3,00 0,020 0,019 0,66 0,63




Tabla No.17:

Concentracién 4.00 g/L -ETANOL-

Valor Tebrico

Valor del Ensayo g/L

% de recuperacion

No. Analito
g/L FID 1 FID 2 FID 1 FID 2
1 4,00 3,99 3,98 99,75 99,5
2 4,00 4,00 3,99 100 99,75
3 4,00 4,00 4,00 100 100 Etanol
4 4,00 3,98 3,98 100 100
5 4,00 3,98 3,98 100 100
6 4,00 3,99 3,99 100 100
promedio valor de ensayo |desviacion estandar valor e D e e
g/L de ensayo g/L
FID 1 FID 2 FID 1 FID 2 FID 1 FID 2
3,99 3,99 0,0082 0,007 0,20 0,19
Tabla No.18:
Concentracion 4.00 g/L -METANOL-
No. Valor Teorico | Valor del Ensayo g/L % de recuperacion Analito
g/L FID 1 FID 2 FID 1 FID 2
1 4,00 3,99 3,99 99,8 100
2 4,00 4,02 4,01 101 100
3 4,00 4,01 4,01 100 100 Metanol
4 4,00 3,98 3,97 100 99
5 4,00 3,99 3,98 100 100
6 4,00 4,00 4,04 100 101

promedio valor de ensayo

g/L

desviacion estandar valor
de ensayo g/L

coeficiente de variacion

FID 1

FID 2

FID1 | FID 2

FID 1

FID 2




| 400

4,00

0,0134 | 0,023

034 | 0,58

Tabla No.19:
Concentracién 4.00 g/L -ISOPROPANOL-
No. Valor Tedrico | Valor del Ensayo g/L % de recuperacion Analito
g/L FID 1 FID 2 FID 1 FID 2
1 4,00 4,00 4,00 100 100
2 4,00 3,99 3,98 100 99,5
3 4,00 4,01 3,99 100 100 Isopropanol
4 4,00 4,01 4,01 100,3 100,3
5 4,00 4,00 4,00 100 100
6 4,00 4,00 4,00 100 100
promedio valor de ensayo |desviacion estandar valor secEMElanm davarEeiEs
g/L de ensayo g/L
FID 1 FID 2 FID 1 FID 2 FID 1 FID 2
4,00 4,00 0,007 0,009 0,17 0,24
Tabla No.20:
Concentracién 4.00 g/L -ACETONA-
No. Valor Tedrico | Valor del Ensayo g/L % de recuperacion Analito
g/L FID 1 FID 2 FID 1 FID 2
1 4,00 4,02 4,01 100,5 100,25
2 4,00 3,97 3,96 99 99
3 4,00 4,03 4,02 101 101 Acetona
4 4,00 4,03 4,02 101 101
5 4,00 4,01 4,01 100 100
6 4,00 4,02 4,02 100,5 100,5

promedio valor de ensayo

g/L

desviacion estandar valor
de ensayo g/L

coeficiente de variacion




FID 1

FID 2

FID 1

FID 2

FID 1

FID 2

4,01

4,01

0,021

0,021

0,51

0,53




	INFORME FINAL DE TESIS.doc
	4.4.  PREPARACIÓN DE LA MUESTRA (23)
	5. CALCULOS


	RESULTADOS INFORME DE TESIS.xls

