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CAPITUIOQ I.— INTRODUCCIOH

Debido a que el etanol es una sustancia comunmente -
involucrada en hechos ilicitos, ya que no solo es mortal por si
mismo, sino que generalmente es un factor que contribuye a acci
dentes y hechos ilfcitos de todos tipos, se ha llevado a cabo -
este trabajo, con el objeto de proporcionar mayor informacién y
técnicas mds precisas sobre uno de los problemas que ha venido
a ocupar a Ultiras fechas uno de los primeros lugares en nues—-—
tro medio socio-econdmico, tal es el alcoholismo.

Probzblemente se han publicado mds métodos para la -
determinacidn de etanol sangulneo que para cualquier otra sus=s
tancia téxica. Pero en cuanto se refiere.a especificidad y rapi
dez, el método ideal es el de Cromatografia de gases.

La técrnica empleada para realizar este trabajo fué -
precisamente por Cromatografia de gases inyeccidn “esPécio—altg
ra", ‘que es ur método relativamente nuevo, de gran precisidén, -
confiabilidad y exactitud. Ademds la determinacidn se lleva a -
cabo en muestras de ssngre capilar, que son las que mds Se apro
ximan a la concentracidén de etanol en sangre arterial, por lo -
que con esto nos da otra ventaja mds sobre otros métedos.

La concentracidén de etanol que se puede detectar por
esta técnica estd ercima de un rengo de 0.003-1.2 mg/ml con un
promedio de precisidn de 4.6 % y utilizando de ?O—SO/qH!de mues
tra sangulnea y apreciamos comgérativamente con otras técnicas
en las cuales la cantidad de muestra es mds grande y lleva todo
ur proceso para purificaria.

Asf como en el desarrollo de la técnica es mejor la
de Cromatosrafia de gases inyeccidn esnacio-altura, igual suce-
de con los resultados que se obtienen con mayor rapidez y més -
exactitud mediante la internretacidn de una grdfics.

%l presente trabajo se realizd en el Instituto Mexi-
cano del Petrdieo en Czda. Atzcapozalco-La Villa esquina Av. de

los 100 metros: lo hice como una ayuda z la Quimica Forense y -
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con el de seo de que se aplicue 6 se considere su aplicacidn -=
evitando asf lo que ocurre en algunos laboratorios oficiales enr

el sentido de que inventan los resultados.



CAP1LTULO II .- GEMNERALIDADES

La {romatografia de CGas es una técnica 5ara senar—
rar sustancias voldtiles por medio cde la filtracidn de una co--
rriente de gas sobre una fase estacionaria. Si la fase estacio-
naria es un sélido se habla de Cromatografia de Gas Sdlido (CGS)
51 es ur 1iquido, se habla de Cromatografia de Gas LIquido(CGL).

En 1905 el Quimico Ramsey empled la Cromatografia,
separando mezclas de gases y vapores. Estos primeros experimen-
tos usaron adsorcidn selectiva en, ¢ desorcidn de sélidos adsor
bentes tales como carbdén activado.

En 1906 Tswett Quimico alemdn, describid la prime-
ra forma de "Elusién", liquido-sdélido, la cual explicé y aplicd
a la separacidn de pigmentos coloridos en una columna cromato--
gréfica y obtuvo bandas discretamente coloridas. Su técnica se
utilizd durante mucho tiempo, pero las separaciones no podfan -
controlarse con facilidad hasta gue se introdujo el concepto de
desplazamiento, que es la separacidn controlada de los compuec—
tos absorbidos por un material, efectuada por una sustancia de
mayor afinidad.

James y kartin en 1952, introdujeron la Cromatogra
f{a de Gas al publicar sus artfculos sobre la separacién de mez
clas de &cidos orgdnicos mediante el proceso de particidén Gasg-—-
Liquido.

Partes bés.cas de un cromatdgrafo:
1.~ Una fuente de gas portador puro a presidn alta.
2.~ Un controlador exacto de flujo.
3.~ Entrada de muestra universal.
4.~ Empaque de columna (termostato).

a).~Fase 1iquida de distribucidn constante.
b).-Soporte sdlido inerte con un 4rea de superficie grande.
.- Detector.
6.- Registrador.

.- Termostato para inyeccidn, columna y detector.
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Gas portador.— El gas usado para transportar la mues-
tra a través de la columna. Un cilindro de gas a alta presidn -
sirve como la fuente del gas portador. Se usa un regulador de -
presién para asegurar una presidén uniforme en la entrada de la
columna y per lo tanto una tasa de flujo cornstante de gas.

El gas portador debes ser: inerte, capaz de minimizar
la difusidn gaseosa, puro y fédcil de obtener; barato y conve—-—-
niente péra uso del detector.

Los gases mis comunmente usados son; Hidrégeno, Helio
y Nitrdgeno.

Introduccién de la muestra.- La muestra debe introdu-
cirse en forma instantdnea como un "tapdn" en la columna.. Una -
buena revigién en la técnica de muestra, es subir la temperatu-
ra de inyeccidn y reducir el tamafio de la muestra.

Los gases se introducen generalmente por medio de je-
ringas de cierre hermético & por v4lvulas con anillos desviade-
res de muestras. Los lfquidos se manejan con jeringas y para la
inyeccidn directa de sdlidos se usan unos dispositivos.

Columnas.— La tuberia de la columna puede ser de co--—
bre, acero inoxidable, aluminio 6 vidrio; en forma rects; dobla
da 6 en espirsl. En general se usan columnas de acero inoxida—-
ble.

Los didmetros de las columnas varfan desde un 0.01" a
2" I.D, Columnas mds anchas muestran efectos de difusidn des<s=-—
tructivos ; demasiade angostos presentan problemas de empaque y
requieren altas presiones y tamafios de muestra ain mds pequefios,

Algunos términos usados.-—

Fase Liquida.- Es un 1lfquido no volitil a la tempera-
tura de operacidn de la columna, el cual se utiliza pare cubrir
el soporte sélido y as{ disolver los compuestes de la muestra.

Soporte sdlido.- Este provee el medio de distribucidn
de la fase 1fquida en forma uniforme sohre una gran superficie,

debe ser inerte, de fuerza de opresidn alta, de drea de super——
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ficie grande, de forma regular y tamafio uniforme.

Fase estacionaria.- La seleccidn correcta del sol--
vente a usarse, es quizd, el pardmetro mds importante en Croma-
tografia de Gas-Liquido.:

El solvente debe tener las siguientes caracteristi-
cas: Las muestras deben exhibir diferentes coeficientes de dis-
tribucién, deben tener una solubilidad razonable en el solvente
y este debe tener ura presién de vapor imperceptible bajo tem-
peraturas de eperacidén.

Detector.— Indica la presencia y mide la cantidad -
de componentes en el afluente de la celumna. '

Registrader.- Nos indica un regisiro permanente de
los resultados en la forma de picos. ) . '

Temperatura.— Se debe describir la temperatura de -
la cdmara de inyeccidn, de la columna y del detector.

Temperatura de la cédmara de inyeccién.— Debe estar
suficientemente caliente como para vaporizar la muestra tan ri-
pidamente de manera que no haya pérdida de eficiencia en las —-
técnicas de inyeccidn y suficientemente baja como para evitar -
descomposicidén 6 rearreglo térmico.

Temperatura de la celumna.— Debe ser suficientemen-
te alta come para que el anilisis se obtenga en ur lapso dg ~—-
tiempo razonable y suficientemente baja cemo para obtener la se
paracién deseada.

Temperatura del detector.< Ia influencia de la tem-
peratura sobre el detector depende considerablemente en el tipe
de detector usado, pero sin embargo en general puede decirse --
que el detector y las conecciones de la salida de la columna al
detector dehen estar suficientemente calientes de manera gque no

se produzca la condensacién de la muestra y/o de la fase liquida

Definicidn de términos en Cromatograffa de Gas.

Cromatograma.— Hs la representacién gréfica de la -
respuesta del detector contra el tiempo & volumen del gas de a-
rrastre.

Area del pico.- Es el drea encerrada entre el pico



¥ la linea base.

Linea base.~ Es la porcién del cromatograma regis—-—
trador cuando séle estd fluyendo gas de arrasire por el detecta

Pico.- Es la porcién del cromatograma que registra
la respuesta del detector cuande un componente estd pasando poer
el mismo.

Ancho del pico a la mitad de la altura.- Es la dis-
tancia paralela a la linea base que divide a la altura del pice
en dos partes iguales.

Voliimen de retencidn.- Es el voldmen de gas medido
a la presidén atmosférica necesaria para transportar la muestra
hasta el detector.

Velimen de retencidn cerregide.— Es el velimen de -
retencién corregido de un componente no absorbide tal come el —
aire y representa el volumen de gas de arrastre requerido para
transpertar tal cemponente desde el punte de inyeccién hasta el
punto de deteccidn.

Tiempe de retencidén.- Es el tiempo que transcurre -
desde la inyeccién de la muestra hasta el mdximo pico del com—-
puesto en consideracidn.

Procedimientes de calibracidn.

l.- Altura y 4drea del pico.

2.- Calibracién directa.

3.~ Estandarizacidén interna.

4.- Normalizacién interna.

Usos de la Cromatograffa de Gas.

Puede usarse para aislar cempuestos pures en canti-
éades de gramos; para identificar y determinar cualquier mate--—
rial que tenga una presidén de vapor apreciable (1 a 1000_mm.);—
para investigar muchas propiedades fisicas como sujserficie de -
4rea, adsorcién isoterma, temperatura de solucién, coeficiente
de particidn, peso molecular y presién de vapor.

En andlisis cuantitative la precisidén cuantitativa
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con la cual las muestras pueden ser analizadas es uno de los —-
factores que se ha llevado al rdsido desarroello de la Cromato=-
graffa de Gas en Andlisis instrumental.

En el andlisis cuantitativo existen varios factores
importantes que son: Introduccién exacta de la muestra, pardme—
tros de operacidén constante, exactitud al medir el drea de los
pices, factores de sensibilidad de cada compuesto, linearidad -

de los detectores y celumnas que dan picos bien resueltos.

Ventajas y Desventajas.

Ventajas.- Que es un método exacto, preciso, tiempo
de anilisis corto, generalmente los componentes’ de la muestra -
se separan completamente y se mezclan séle cen un gas inerte, -
haciende fdcil la celeccidn y determinacién cuantitativa; la ce
lumna se regenera continuamente per la fase de gas inerte.

Desventajas.— Una es que compenentes que se retie——
nen fuertemente se mueven muy lentamente & permanecen inméviles
Pero esto se puede superar programande la temperstura de la co-

lumna.

Generalidades referentes al Etancl.

El etanol pertenece a 1z familia de los alcoholes y
también se le conoce como Alcohel Etflice. ILies alcoholes en ge-
neralson sustancias muy solubles en agua, debido a la gran pélg
ridad gque les proporciona el grupeo oxhidrile que centienen en -
su molécula. Pueden ser morevalentes, divalentes é polivalentes
seglin contenga uno, dos 6 mds oxhidrilos en la molécula del com
puesto. '

La férmula del etanol CH;—CH,-OH, alcoho) monovalen
te que es una de las sustancias qufmicas conocidas quizd de laas
mids antiguas y tambidn de ‘las mds importantes.

En la Industria, el alcoiwl etflico es muy usado co
mo selvente para lacas, barnices, perfumes y como medio para —-—

reacciones quimicas; en recristalizaciones, En materia nrima vg
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ra la preparacién de una gran cantidad de compuestos de todes -
clases.

Este alcohol no se ercuertra libre en la naturaleza, -
pero se puede preparar ya ses sinteticamente a partir de clorhi_
drina, clorure de etilo, éitc. 8 por fermentacidn a partir de hi
dratos de carbono, fermentables por la accidén de enzimas, que -
son catalizadores biequinmicos.

Accidn fisioldgica,

Ejerce accién hipnética, antibiética, analgésica, es
droga que actia sobre el sistema nerviesoe autdénomo.

Metabolismo del alcohol.- Absorcidn, distribucidn y e
liminacidn.

Factores que afectan la absorcidn del etanol.- Canti-
dad de etanol ingerida, concentracidn er la bebida, naturaleza
y cartidad de los materiales diluyentes en el estdémago, duracidh
del alcohol en el estémago.

El etanol es una de las pocas sustancias que se absor
ben a través del estdmago. Se distribuye rdpidamente a todos —-
los tejidos, en cencentraclones aproximadamente igual de acuer-
do con su contenide acuoso.

El pese del cuerpo per dos terceras partes (parte 1i-
guida) por el porcentaje de alcohol en la sangre § en la orina,
da la cantidad calculada de alcohol absorbido. En situacién de
equilibrio, el cerebre suele contener algo mds de alcohol que -
la sangre; la orina, 1-% veces mds que er la sangre.

Menos del 10 % del alcohol ingeride se elimina no -—--
transformade, en parte por los pulmones (0.5 al 5%) y en parte
por les rifiones (0,2 al 10%). El restante es exidade en el orga
nismo a 002+ H2O, a una velocidad de 8 gr/hora. Varia de perso-
na a persona pero es razonablemente cgnstante,

El mecanismo exacto de la destruccidn del alcehol ne
estd completamente dilucidado, pero se ha ebservado que el ace-

taldehido y el dcido acético son productes intermediaries en su
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-oxidacién. La fame inicial de la oxidacidn tiene lugar funda —-
mentalmente en el higade.

La cantidad de alcohol en la sangre é en la orina que
se ha tomado como midxime es de 15C mg/%, arriba de esta cifra -

se considera que hay intoxicacién alcohélica.



CAPITULO III.- TECNICA Y DESCRIPCION DEL ZREBARATO

Objete.~ En Cremategraffa de Gas-Liquide, les compenen——
tes a separarse son llevados a través de %a celumna por un gas
inerte que es el Gas portader., La mezcla de muestra se reparte
entre el gas portador y el solvente ne veldtil é sea la "Fase -
estacienaria" apeyade er un sélide inerte de tamafio centrolade
é "Soporte".

El sslvente selectivamente retarda les coﬁponentes de 1la
nuestra de acuerdo a un coeficiente de distribucidn, hasta que
estos ferman bandas separadas en el gas pertader. Estas bandas
componentes dejan la columna en la corriente de gas y son regis
tradas ceme una funcidn de tiempe per un detectef.

Este método utilizando muestras capilares, nos propercig
na varias ventajas sebre otres, ya que la recoleccién de dichas
muestras sen las que mds se aproximan a la concentracién de eta
nel en sangre arterial, que segin Forney reporté que puede ser
50-100 % mds grande de le que en la sangre venosa.

Otra ventaja, es que permite la celeccidn de gran nimere
de muestras, evitande numerosas pinchaduras al paciente.

Por etro lade, la tdécnica crematogrifica de inyeccién —-
espacie-altura, ofrece distintas verntajas sebre métodos de in--
yeccidn directa. La M4s importante es la prevencién de contami-
nacién de la celumna, incremente en la sensibilidad producida -
per equilibrio de las muestras de sangre a 6000; mejora la pre—
cisidn debido a el use de una jeringa para gas compacta encha--
quetada con agua a temperatura censtante; el uso de Nitirito de
sodie, el cual previene la exidacidén del etgnel y acumulacidén -
de acetaldehide, cenduciendo-ademés a un completo enriquecimien
te de etanol de las selucienes de sangre; la utilizacién de ——-
fluoruro de sodio, el cual detiene falsos niveles de etanol cau
sades por el desarrello dé microrganismes en sangre élmacenada.

La introduccién de polimeros aremiticos porosos como em-

paque en la columna cromategrifica, ha facilitado grandemente -
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la microdeterminacidn cuantitativa de compuestos ergdnicos pola

res veldtiles, estes son ilustrados en forma de picos simétri--
cos cen bajos veldmenes de retencidn.

Les compuestos hidrexilados tienen poco § ninguna ab-
gsorcién en estas columnas. Ademds el problema de la interferen—
cia del agua es eliminado, ya que un pelimere de etil vinil ben
cene ha side usado con gran utilidad para la deterrinacidn-de -
etanel en la sangre.

_ El1 métedo es ceme ya lo mencionames anteriomente, sen
cille, cgﬁfiable, ripide y de gran utilidad para el estudis de
pacientes sufriende alcohelisme agude y crénice en las cuales —
se encuentran sustancias téxicas e igualmente para el estudie -
desde el punte de vista legal, para investigar si existe 6 ne -
alcohel en determinade individue y que cantidad.

) Descripcién del Aparato y cendicienes de use.

Aparate.- La determinacién fué realizada sebre un —-
cromatégrafe Varian serie 2100, proviste de un detecter de ieni
zacién de flama de hidrégene y un registrador de doble plumilla
nedelo 20, se utilizaren des celumnas de vidrie de 183 cm. de --
lengitud y 3.5 mm. de didmetrc interne. lLas celumnas fueron em-—
pacadas cen Porapak ‘Q y preacendicienadas a 250°¢C por 12 herasa

La temperatura de la celumns fué mantenida a 15060, -
la del inyecter a 165°%¢ y la del detector a 2002C.

El valer del flujo del Nitrdgene que'se utilizé come
gas conductor fué de 30 ml/min., el flujo del aire fué de 225 -
rl/min, y el fluje del hidrdgeno fué de 30 ml/min.

TermosTas oz - ————

e/
o
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Preparacién de la muestra y soluciones estandar.

Se utilizé una selucién estandar de 20 mg. de etanel per
ml. y como selucién estandar interna N-Propanel, para determinar
su volimen de retencién para su identificacién en el cremategra
ma. Se hicleren una serie de dilucienes pars ebtener concentra-
ciones desde la minima que se puede caléilar por este método. -
Tembién se utilizé sanrgre de transfusiones para todes los estu-
dies.

Las cencentraciones de etanel fueron preparadas per di-
lucién en serie de la selucidn estandar de etanol con la sangre
de transfusidn y fueren analizadas de la misma forma gque lag —-
puestras bieldgicas.

Dates de la curva de calibracidn.
No. de vial 1 2 3 4 5 6 1
Cone,, 4o, Btanol 0.3 0.6 2.0 6.0 20 60 120

Preparacidn de la muestra,- Vellmenes iguales de la =ze -
lucién estandar interna y de una muestra problema (20-504f) —-
que se colectd ripidamente con una pipeta micromuestreadora ca-
librada de vidrie; se celocaron en un tube de ensayo de polipre
pileno de 0.04 ml., se tapéd y agitd de 10 a 20 seg.,una mitad -
de la mezcla resultante se transfirié a un frasco vial ambar de
vidrie de 6ml. el cual fué sellade con un tapén de goma tipo —-—
pestafia y un selle de alurminie.

Les viales fueren celecados en un bafioc de agua a -tempe-
ratura constante a 60°C y se equilibraren por 3 min. previe a -
la inyeccidén de la muestrs altura-espacie dentro del cromatégra
fo déﬁgas.

Como ya se dijo antes, el misro procedimiento se sigue
cen cada una de las muestras de las soluciones estandar de eta—
nol, Les tapones de gema fueron pretratados per ebullicidn en -
agua destilada per 30 min. seguide por cuidadose enjuague con -

agua delonizada.
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Sin este pretratamiento, aparece un pico en la regién -
del etanol del cromatograma.

Preparacién de la muestra altura-espacie.-

La aguja de una jeringa hermética para gas de 2 cm3, —
protegida en una énvoltura de agua a temperatura censtante man-
tenida a 67°C fué insertada a travéds del tapén de goma del fras
ce vial dentre de la fase de vapor, teniende la seguridad de ne
tocar el 1fquido, se bombea el émbolo cinco veces y se regresa
a 0.1 ml. sebre el tamafe de muestra deseada., La jeringa fué re
tirada del frasce y este removide del bafie.

El veldmen de la muestra altura-espacie (0.3-0.75 Al) -
fué ajustada e inyectada dentre de la celumna cen un répido mo-
vimiento uniferme.

El velﬁmen exacto de la muestra no fué decisive, ya que
la respuesta fué la relacién de las 4reas de los pices para eta
nel/N-propanol. ,

Las muestras problema gque se procesaren en este trabaje
fueron tomadas en el Hospital Central de Petrédleos Mexicanes. -
Se le temd muestra a 50 personas erntre 20 y 50 afios de edad, 29
de las cuales fueron hembres con antecedentes alcohdlices, 20 -
sin antecedentes y un veluntarie al que se le administré etanol
al 95 % dilufde a 150 ml. con jugo de naranja sin azlcar.

A cada persona se le tomd cen una pipeta micremuestrea-
dora calibrada de vidrie, de la yema del dedo, i’0.0lS a 0.02 ~
ml. de sangre y se colocaron 0.003 ml. en tubes de ensayo de =-
peliprepilense de 0.04 ml. (3 a 4 tubos por persona para checar
el resultade) con un volumen igual de estandar interno con ni--
trite de sodio, se transfirieron a viales y se almacenaron en -
un congelador av—17°C hasta qué se analizaren.

Se llevaron a cabo experimentos por separado, para de--
terminar tiempo de almacenamiento, concentracién de nitrito de
sodie y tiempo Sptime de equilibrie.

Para estudiar les efectos de almacenamiento prelengade

se prepararon estandars de etanol sangufneo y se mezclaron se——
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. paradamente cen volimenes iguales de golucién de estandar in
terna. De las mezclas resultantes se transfirieron alfcuetas
de‘40'1%1 a viales de 6 ml. y se sellaron. Cada vial se mar-
cé y se celecé en una unidad de cengelacién a -17°C é en un
refrigerador a 4°C. las muestras refrigeradas fueron anali-
zadas inmediatamente y a intervales de 1 semana per 2 semanas
mis. Muestras congeladas con nitrito también fueron analiza-
das al final de 4 semanas. ‘

Para efectos de tiempe de equilibracién se preparé
una selucién de etanel sangufneo con una cencentracién de —-—
0.06 mg/ml igualmente se prepararen alfcuetas que se mezclaw::
ren cen volimenes iguales de estandar interne, se prepararen
les viales y se colecaron en un bafie de agua a temperatura -
censtante de 60°C, por perieodes de tiempe variables (1-45min)
A cada tiempo de equilibracién se analizé el centenido de e-
tanel de les viales.

La cantidad de acetaldehide también fué determinada
en las muestras que ne contenlan nitrite de sedie e incuba--
dos per 45 minutes,

Por fdltime y para demestrar la utilidad del métode.-

Un veluntarie, hembre adulto, fué administrade cen
15 ml. de etanel al 95 % dilufdo a 150 ml, con juge de naran
ja sin azdcar. E1 veluntarie ayuné desde las 10.00 p.m. del
dfa anterier hasta.3 heras después de la desis. Se celecta——
ren 50 jﬂﬁ, de muestra de sangre capilar a 0,4, 8, 16, 20, 30,
45, 60, 75, 90, 105, 120, 135, 150, 165 y 180 minutes.



CAPITULO 1IV.- RESULTADOS Y CONCLUSIONES

El cromatograma que nos muestra la figura 1, nos indi -~
ca claramente los tiempo de retencidn de las soluciones estan- -
dar que se utilizaren. En este case observamos que el Etanel --
tiene un tiempo de retencién de 4 minutes y que en el case de -
que existiera acetaldehide nes darfa un pico entre el pice del
primer selvente (aire) y el del etanel, aproximadamente a les 2
minutes., E1 pice del N~Prepanel nos da un tiempo de retencidn -
de 10 minutes, diferente del etanol y ademds adecuade ceme es——
tandar interre, ya que es una sugtancia que nermalmente ne se -
encuentra en la sangre.

En algunes casos podria'aparecer un pico a les 7 minu-
tes pero también ne interfiere con el del etanel ya gue sabemos
que se puede deber al alcohel isepropilice que es &l desinfec--
tante bactericida usade frecuentemente antes de la toma de mues
tra de sangre y que por le tante, tierde a contaminar las mues-
tras.

Al procesar las dilucienes de la solucidn estandar de
etanol; las respuestas que ebtuvimes fueron calculadas coeme la
relacién de 4dreas de los picos de etanol a N-Propanel, obtenien

de los datos que se muestran a continuacién.

Vial C°n%ﬁg§$T?°1 Respuesta
1 0.0030 0.0032

2 0.0060 0.0057

3 0.0620 0.019

4 0s060 0.063

5 0.20 0.20

6 0.60 0.61

7 1.2 1.2

Al analizar las muestras problemas en lugar de las &
dilucienes de la solucidén estardar, los resultados que ebtuvi-
mos también fueron exacteos y se calcufaron con la misma rela-—

cién de 4reas. Obteniende primero el 4rea del pico problema y
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P ¥ e . 3
después se obtiene la relacidn con el 4rea del N-propanol y se

lee en las curvas la concentracidn correspondiente.

En los resultades de las muestras problema en 9 de —

los pacientes sin antecedentes alcohdlicos no se detectd eta—-

nol, sin embargo en los pacierntes con antecedentes alcohdlicos

las cantidades que se detectaron fueron mds elevadas. Estos v

lores concordaron bien con aquelles calculados por dilucidr ce

mo lo muestra la tabla I.

TABLA

Gbn antecedentes alcohélicos

88051 FE8R0hi.
0.55
0.72
0.38
0.45
1.0
0.88
0.075
0.63
0.082
1.1
0.81
0.50
0.92
0.60
0.72
1.05
1.3
0.71
0.049
0.86
0.096

.
%37%1E%%¥00g5mw

0.51
0.73
0.32
0.43
0.98
0.90

~0.076

0.60
0.081
1.0
0.83
0.51
0.92
0.58
0.68
1.1
1.2
0.73
0.044
0.85
0.098

lo=—

0.35 0.%2
0.84 0.81
0.42 0.43
0.78 0.80
1.5 1.2
0.98 0.95
0.09% 0.090
0.83 0.77

Sin antecedentes alcohdlices

EY . Et 1
SpeitHsEchi.  faRgTiEEe

0.0083 0.0076
0.0046 0.0042
0.0051 0.0052
0.040 0.038
0.038 0.0%5
0.28 0.29
0.0035 0,0030
0.070 0.0&7
0.0062 0.0058
0.46 0.48

0.18 0.17
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En le que se refiere a les experimentes llevades a ca-
be para estudiar diferentes facteres, estos nes llevaron a los
siguientes resultados.

Respecto al tiempo de almacenamiente con muestras cen—
geladas cen nitrite de sodio, no hube ninguna diferencia signi-
ficativa y las casuales que se ebservaren pueden ser atribuidas
al ajuste diarie del instrumento.

Las muestras refrigeradas cen nitrite, se caracteriza-
ron per un incremento en la respuesta cen el tiempe de almacena

miente como se ebservard en las tablas II y IIl respectivamente.

TABLA 1I.- Resultados de tiempe de almacenamiente a
4°¢C; Con y sin Nitrito de sodio.

ﬁ BEsq Inicial A 1 serana : 2 semanas
g?mi Con Sin Cen Sin Cen Sin-
0.0060--0.00307--0.00335  0.00371--0.060279 0.00438--0,00210
0.020-~--0,0110---0.0116 0.0129~---0.0116 0.0136---0.00974
0.060---0.0375---0.0354  0.0415---0,0367  0.0403---0.0317
0.20=-=-=0,0130---0.0140 0.148----0.132 0.151=--~-0,13]
0.60 0.434 0.420 0.496----0,489 0.484---=0.481

TABLA IIl.-~ Resultades de tiemps de almacenamiente a
-17°c con y 8in Nitrite de sedie.
E Qncsq Inicial 1 semana 2 semanas
il ?m? Con Sin Cen Sin Cen Sin

0.0060~~0.00350---0,002%4 0.00421--0.00173 0.00401--0,00159
0.020---0.0120--~~-0.0101 0.0131---0.00938 0.0124---0.00807
0.060~--0.0394—==~0,0%84 0.0426---0,0331 0,0401---0.0277

0.20===~0,145===== 0.138 0.152~-~-0.144 0.146---=0.137
0.60=-~--0.501-———~ 0.475 0,531-=--0,506 0.477-~—~0.472

Observames que en el tiempo de equilibracidn la presencia é --
ausencia de MNitrito de sodie en la solucién estandar interna -
es muy impertante ya gque con nitrito el equilibrio se alcanza

en 3 minutes y se mantiene 45 minuftos y 8in nitrito parece ha-

ber una constante cafda de la respuesta con el tiemmo después
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de 15 rinutes de equilibrie a 60°C come le muestra la tabla IV.
TABLA IV.- Resultades de los tiempes de equilibra~-—-

cién a 60%C, Cen y sin Nitrite de sedie.

Tiemps en min. Cen Sin
0.0394 0.0317

0.0458 0.0337

5 0.0429 0.0344

10 0.0440 0.0345

15 0.0454 0.0334

30 0.0448 0.0326

45 0.0479 0.0301

Cemo resultade de estes estudie podemos decir que las
muestras cen selucidn de estandar interne cen Nitrite de sedio,
pueden ser almacenadas en un congelader, per le menos 4 semanas
¥y que ademds el tiempe de equilibracién que parece ser el 4pti-
me a 60%C es de 3 minutes.

Por dltime tenenos les resultades ebtenides en le ve-
luntarie al que se le administré 15 ml. de etanel al 95 % dilui
de a 150 ml. con juge de naranja; los que observames en la Tak-
bla V.

TABLA V.-

Tiempo (min) Conc. (mg/ml) Tiempe (min) Conc.{(mg/ml)
0.0 0.0 T5 0.081

4 0.017 90 0.046.

8 0.12 105 0,032

16 0.29 120 0,017

20 0.28 135 0.012

30 0.26 150 0.0074

45 0.19 165 0.0030 ,

60 0.12 180 0.0024

Debemes tomar en cuenta que para todos les estudies -
que se realizaren per el métode altura-espacie, fué de gran im-

portancia la eleccidn que se hize de leos reactives que se utili
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Zaron, ya que como mercionamos, el fluerure.de sedio gue se a<-
gregé a la solucién estandar interna nos s8irvié para inhibir el
metabolismo de etanol as{ come la produccidn del mismo por el -
crecimiento de microrganismos; también el anticoagulante hepari
na de sodio en la sangre de transfusienes, eliminé la necesidad
de tubes capilares heparinizados; el nitrito de sodie que efec-
tivamente detuvo la oxidacidn de etanol a acetaldehido sobre to
do a temperaturas elevadas. ’ B

CONCLUSIONES .-

A través del desarrolleo de este método cromategrifice
para determinar etancl en sangre pudimos cencluir lo siguiente:

1.~ Debidoe a su gran sensibilidad se pueden detectar
microgramos de etanol cen gran precisién. o

2.~ La celeccién de muesiras que como ya dijimes es -
de sangre capilar, nes facilita tomar la cantidad que sea nece-
saria y hacer las determinaciones de etanel que sean necesarias
¥y 8in grardes melestias para el paciente.

3.~ El tienpe de preceso en el aniligis que es de 15
minutes por cada determinacidn en cemparacidn de otros métedes
en les que el tiempo es mayer.

V 4.~ Que es un métedo adecuade para la investigacidn -
toxiceldgica para determinar en pacientes sospechoses de alcohe
lismo agudo la cantidad de etanol de manera exacta, fdcil y ri-
pida.

5.- Se puede determinar también la concentracidén de e
tanol en sangre extrafda de caddveres, pero si se deja en repo-
80 algunos dfas les resultades varian un poco ya que al trans—-
curse de les dfas se generan pequefias cantidades de alcchel eti

lico.
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