
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA 
DE MÉXICO 

FACUL TAO DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA 

IMPLEMENTACIÓN Y ESTANDARIZACIÓN DE UN MÉTODO 
COLORIMÉTRICO PARA LA DETERMINACIÓN DE ALCOHOL 
ETÍLICO EN FLUIDOS BIOLÓGICOS (SALIVA , SANGRE Y ORINA) . 

TESIS 

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE 

QUÍMICO FARMACÉUTICO BIÓLOGO 

PRESENTAN: 

DÍAZ VÁZOUEZ GERARDO. 

SANDOV AL CORONEL CRISTÓBAL LEONCIO 

ASESORES: 

M . en c. VALENTÍN ISLAS PÉREZ 

M . en C. JUAN FRANCISCO SÁNCHEZ RUIZ 

NOVIEM BRE 2004 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



JURADO 

PRESIDENTE: Q. CARLOS SALVADOR VALADEZ SÁNCHEZ 
VOCAL M. en C. VALENTÍN ISLAS PÉREZ 
SECRETARIO M. en C. JUAN FRANCISCO SÁNCHEZ RUIZ 
SUPLENTE Q.F.B. ROSALBA CERVANTES CRUZ 
SUPLENTE M .en C. Ma. TERESA GRISELDA FUENTES LARA 



AGRADECIMIENTOS. 

Agradecemos la colaboración de todas las personas que 
contribuyeron a la realización de este proyecto, especialmente a 
nuestros padres y hermanos que con su apoyo y consejo nos 
motivaron a alcanzar la mas grande de nuestras metas, la cual 
constituye la herencia mas valiosa que pudiéramos recibir. 

Dedicado a nuestras esposas e hijos con cariño. 



ÍNDICE 

TEMA Pág . 
1. GENERALIDADES Y PROPIEDADES FARMACOLÓGICAS DEL ALCOHOL ETÍLI CO 1 

a) Cin éti ca de absorción del alcohol etílico 1 
b) Distribución del alcohol etílico en diferentes compartimentos 3 
c) Metabolismo y eliminación 4 
d) Efectos farm aco lógicos 6 
e) Efectos sobre otros órganos 8 

2. SALIVA 9 
3. ORINA 1 O 
4. UTILIDAD Y /O APLICACIÓN DE LA DETERMINACIÓN DE ALCOHOL ETÍLICO DE 
SALIVA Y /O SANGRE 11 

a) Ap licaciones clínicas 11 
b) Aplicaciones forenses 1 2 

5. BEBIDAS ALCOHÓLICAS 13 
6. MÉTODOS PARA CUANTIFICAR ALCOHOL ETÍLICO 14 

a) Métodos colorimétricos 14 
b) Métodos enzimáticos 1 5 
c) Métodos cromatográficos 1 5 
d) Otros métodos 1 5 

7. VALIDAC IÓN 16 
a) Defini c iones 1 7 

8. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 18 
9 . OBJETIVOS 18 
1 O. HIPÓTESI S 18 
11 . DISEÑO DE INVESTIGACIÓN 19 
12. MATERIALES Y EQUIPO NECESARIO 19 
13 . SOLUCIONES NECESARIAS 20 
14. PROCEDIMIENTO 2 1 
15. MÉTODO COLORIMÉTRICO PARA LA DETERMINACIÓN DE ALCOHOL ETÍLICO EN 
FLUIDOS BIOLÓGICOS (MÉTODO DE THIENES ANO HALEY, 1972) 23 
16. DIAGRAMA DE FLUJO 24 
17. DETERMINACIÓN DE ALCOHOL ETÍLICO EN FLUIDOS BIOLÓGICOS 25 
18. DETERMINACIONES 26 

a) Máx imo de absorbancia 26 
b) Correlación concentración vs. absorbancia 28 
c) Ve rifi cac ión de equipos-estufa 29 
d) Validación 3 1 

1. Linealidad del sis tema 3 1 
11 . Precisión del sistema 33 
111. Linealidad del método 34 
IV . Exactitud y repetibilidad al 100 % 36 
V. Preci sión (Reproducibilidad) 37 
VI . Límite de detección y límite de cuantificación 38 

19. DESARROLLO DEL MÉTODO DE ANÁLISIS EN FLUIDOS BIOLÓGICOS 39 
20. ANÁLISIS DE RESULTADOS 48 

2 1. CO NCLUSIONE S 51 
22 . BIBLIOGRAFÍA 53 



DÍAZ V. G., SANDOVAL C. C L. 

1. GENERALIDADES Y PROPIEDADES FARMACOLÓGICAS DEL ALCOHOL ETÍLICO. 

a) Cinética de Absorción del Alcohol etílico. 

El alcohol etílico es una molécula pequeña y poco polar que atraviesa bien las 
membranas biológicas , incluidas la hematoencefálica y placentaria. Por su carácter 
anfifílico que le confiere propiedades de libre difusión se absorbe de forma simple en el 
estómago y sobre todo en el intestino delgado y colon. 1

· 
2 Algunos factores qu e retrasa n 

el vaciamiento gástrico (comida, ejercicio, etc.) disminuyen la velocidad de absorción y 
consecuentemente la concentración máxima que alcanza. 3 

En un es tudio realizado por Roine et al (1991 ), se observó el efecto de la bebida 
alcohólica en la concentración sanguínea. A una dosis de 0.3g / kg se observa que 
disminuye la concentración máxima (Cmax) y el área bajo la curva (ABC) cuando se 
ingiere a co nce ntra cion es del 40% y 4% esto se debe a un incremento en la retención 
gástrica de alcoho l etílico (4% <40%) y un mayor metaboli smo de prim er paso: 4 %<40 % 
(4 % = 0.004±0.05; 40 % = 0.329±0.044g /kg) .4 

La enzima alco hol desh idrogenasa (ADH) del tracto gastrointestinal es respo nsab le 
de un efecto de primer-paso con un valor típico de 0 .25, el cual disminuye con el 
alcohol ismo crónico. 6 

Se absorbe en el hígado y posteriormente se distribuye en el agua total del 
organismo. La concent rac ión sanguínea máxima de alcoho l etílico se iguala rápidamente 
con la de los órganos bien irrigados como el hígado, riñones, bazo y ce rebro. 1

· 
7 

El intes tino delgado absorbe aproximadamente el 80 % de l alco hol ing eri do y en 
adu ltos sanos de entre el 80-90 % de esta absorción se alcanza dentro de los primeros 
30-90 min. y se comp leta en 4-6 horas. 3

· 
8 

En cond iciones experimentales se alcanzan a los 30-60 minutos concent rac iones 
plasmáticas de 25-100 mg /dL ingir iendo bebidas alcohólicas con 25 % de alcohol etílico 
y se ha observado que la velocidad de absorción se incrementa con bebidas de 
concentraciones moderadas de alcohol ( 1 0-15 %). 3

· ª· 9 

La cinética del alcohol es compleja y no del todo bien conocida, ex iste una 
prime ra f ase que co rr esponde a la primera hora tras la ingesta, dond e existe una fu erte 
pendiente o ca ída de la concent ración (por la intervención de isoenzimas y el sistema 
microsomal de oxidación del alcohol), entre la 1 ª y 6ª hora hay una caída más lineal de 
las concent raciones medias que es debido a la acción de la ADH y que se ajusta a la 
ecuación de Widmark. Figura 1 

Ex ist e una tercera fase trascurrida la 6ª hora de una caída más lenta para 
co nce ntrac iones bajas (inferiores a O. 2-0. 3 g/ L) 35 

1 
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Figura 1. Cinética del alcohol etílico. 

Las concentraciones sanguíneas de alcohol etílico varían según diferentes factores 
dietéticos, genéticos, hormonales y farmacológicos . En general aumentan la abso rci ón y 
su nivel sanguíneo: 

·"1i El mayor flujo sanguíneo esplácnico. 
v Las bebidas de moderada graduación (vinos) . 
---# La motilidad intestinal aumentada. 
_,,, El ayuno . 
··4' La ingestión de alimentos en pequeña cantidad. 
'# Los alimentos ricos en hidratos de carbono. 

Por otro lado disminuyen la absorción o los niveles de alcohol etílico: 

..,., Las bebidas de alta graduación (inhiben la motilidad intestinal). 
# El aumento del pH gástrico. 
·># La ingestión de grandes cantidades de comida. 
"1i Algunos aminoácidos (aspargina, alanina, fenilalanina, glutamina a etc). 
v El aumento de la diuresis . 

También la actividad de la ADH disminuye después de ayunos prolongados, los 
regímenes hipocalóricos o pobres en proteínas, carencias de zinc, la ingestión de 
pirazolonas. 

2 
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El glucágon, la hipofisectomía y la tiroidectomía aumentan la actividad de la ADH . 
El sistema microsomal de ox idación del alcohol etílico es inducible por la ingestión 
c rónica de éste y por la toma regular de ciertos inductores enzimáticos (fenobarbit al, 
fenitoin a, rifampicina). La actividad de la deshidrogenasa de acetaldehído disminuye en 
caso de enfermedad hepática con el consiguiente aumento de la concentrac ión 
sanguínea de acetaldehído. La oxidación del alcohol etílico aumenta cu ando se 
incrementa la regeneración del Nicotil Adenil Dinucleótido (NAO +) como su ce de tr as la 
ingestión de glucosa o por el esfuerzo muscular. 35 

b) Distribución del alcohol etílico en diferentes compartimentos. 

Tras su ingestión se absorbe por la mucosa gástrica un 30 % y después por el 
intestino delgado proximal el 70% restante . Se puede absorber por el colon y se han 
desc rito casos mortales por absorción pulmonar por alcohol vaporizado. 19 

La mayor parte del alcohol etílico se metaboliza en el hígado por la ADH , enzima 
citoplasmática que requiere NAO + como aceptar de hidrogeniones . Dada su alta afinidad 
por el alcohol etílico (Km<2mM) se satura fácilmente y presenta cinética de orden cero 
(velocidad de eliminación constante e independiente a la concentración) y a un ritmo de 

1 5 a 20 mg/dl/hora dependiendo del peso corporal y probablem ente del peso del 
híg ado. 

La distribución del alcohol etílico esta determinada por el efecto de primer-paso y 
por el contenido acuoso de todos y cada uno de los órganos y tejidos. Esta distribución 
depende de la velocidad de difusión y se presentan diferentes relaciones de distribución 
para cada f luido. 10

· 
2

· 
1 1 Tabla 1 

Órgano o fluido biológico 

Suero 
Orina 
Saliva 
LCR 
Cerebro e hígado 
Riñón 
Aire alveolar 

Volumen de distribución (L/kg) 

1 .1 5 
1 .3 
1 .3 

1 .1 5 
0 .85 a 0 .90 
0 .83 

0 .0005 de la conc . sanguín ea 

Tabla 1. Concentración relativa de alcohol en diversos líquidos 
orgánicos,, tejidos y aire alveolar (la concentración sanguínea es de 
1.0)Tomado de Clark ( 1988) 
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Las muj eres prese ntan un menor efecto de prim er-paso y , por el m ayor 
componente graso , un menor volumen de distribu ción (Vd) . Es t o determin a qu e, a 
igu ald ad de ing esta, se alcance n en ellas mayores alcoh olemias qu e en los va ron es. 1 

El Vd aproximado es de 0.6 L/kg en adultos y 0.7 L/kg en niños. Un consumo de 
alcohol etíli co de 45 g diarios por tres semanas incrementa él Vd entre O. 73-0. 88 L/kg 
en hombres, no así en mujeres que puede mantenerse en O. 7 L/kg. 

Un a vez que el alcohol etílico alcanza el equilibrio , satura la san gre y se distribuye 
a los tejidos de acuerdo a su contenido acuoso . Deprimirá el cerebro gradu al e 
inespecíf icamente con el deterioro intelectual y motor respectivo para el ser humano. 

La relación de concentración alcohólica orina /sangre varía entre 1.4-1.7 cuando la 
concentración alcohólica exceda 0.50 mg /dl y a medida que esta disminuye 
(0.40mg/dll la relación orina / sangre se incrementa . Esta correlación no depende de la 
edad (20-60 años). 12 

Existe correlación en la concentración alcohólica de sangre y saliva de 0.85-1 .2 
en un rango de 10-90 mg/dL (r = 0 .89). Esta relación es constante en las fases de 
absorción , distribución y eliminación del metabolismo del alcohol etílico. 13

· 
14

· 
15 

e) Metabolismo y eliminación. 

El hígado es el principal órgano responsable del metabolismo del alcohol etílico 
(más del 90 % ), por tres pasos principales : 3 · 

16 

1 .- Al cohol -ADH en la fracción soluble de la célula. 
2.- Si stema de oxidación microsomal del alcohol etílico, localizada en el 

retículo 2ndoplásmico. 
3.- Sistema pero x idasa-catalasa, paso minoritario. Localizado en las 

pro x imidades. 

El alcohol etíli co se oxida en presencia de la ADH , en acetaldehído que es muy 
volátil y tóxico , este a su vez es oxidado en acetato. Esto aumenta mucho la 
con centración de la forma reducida de NADH, a expensas de NAO +. El ac etato a su vez 
se convierte en acetil CoA, pero esto entraña la conversión de adenosintrifosfato (ATP) 
en adenosinmonofosfato (AM P). Figura 2 

Muchos cambios consecutivos al consumo de alcohol etílico, como la mayor 
producción de lactato y ácidos grasos, la probable disminución del metabolismo del ci c lo 
del ácido t ricarboxílico hepático y la menor oxid ación de los ácidos grasos, son 
con secu encia direct a de la mayor relación NADH/NAD + producida por la oxidac ión del 
alcohol etílico. La hiperuricemia causada por el consumo de alcohol etílico obedecería al 
re cambio acelerado del AMP, parte del cual ingresa en la vía para la degradación de los 
nu cleótidos purínicos que forma aceti CoA y finalmente se metaboliza en los tejidos 
periféricos como músculos en bióxido de carbono (C0 2) y agua. 3 6 El 10% de acetato 
ingresa a las vías sintéticas formando lípidos. 2 
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Figura 2 . Metabolismo del EtOH 

El alcohol etílico también puede oxidarse a acetaldehído por las oxidasas 
microsómicas de función mixta que están en el retículo endoplásmico liso del hígado 
(hasta un 10% del total en las grandes ingestiones) y por la vía alterna del sistema 
::atalasa hepático 1

· 
12 

Gene ral mente el 2% del alcohol etílico ingerido escapa de la oxidación y es 
eliminado por ali en to (0.7 % ), orina (0 .3%), sudor (0.1 % ), entre otros. 5

· 
2 Estas pequeñas 

cantidades presentan un gran interés toxicológico, ya que permiten determin ar 
indirec t am ente el grado de alcoholemia . 1

· 
16 

En un estudio rea lizado por Charles L. Winek & Kathy L. Murphy indica n que la 
velocidad de eliminación, en sujetos de peso corporal medio (70 kg), se describe como 
un proceso de ord en ce ro y que es ta se in crementa con la experi enc ia bebedora (d os is 
dependiente) de la siguiente manera 32

. Tabla 2 

Velocidad de eliminación Experiencia/ consumo 

12 ± 4 mg /h No alcohólicos / < 187.5ml. EtOH/mes 
1 5 ± 4 mg /h Bebedor social / entre 187. 5 y 937 . 5 oz. EtOH /mes 

30 ± 9 mg/h Alcohólico / >937. 5ml. EtOH/mes 
Tabla 2 . Velocidad de eliminación y experiencia de consumo alcohólico32 

5 



11~~~~~~~---D_ÍA_Z~V_. G_._._S_A_N_D_O_V_A_L _C_. _C_L_.~~~~~~~~~-
Algunos autores conside ran el metabolismo del alcohol etílico siguiendo la c inética 

de Michae li s-Menten con una Km: 0.09-0.11 mg /ml, con niveles de alcohol etílico de 
300mg /dL y una Vmax:0.22mg/m l/h. 3 

El proceso de elim inación total se describe de acuerdo al modelo de Mi chae li s
Menten para c inéti ca enzimática. La velocidad máxima de eliminación es de 8.5g /h/70kg 
lo cual equ iv ale a una velocidad de desaparición de 230mg /L/h. El ac laramiento en: 
alie nto es 0.16L/h, sudor es 0.02L/h y en riñón 0.06L/h. 5 

Se estima que la velocidad de eliminación es de 1 00-200 mg /kg /h a una dosis de 
2g / kg peso corpora l. 22 Algunas sustancias aumentan el ritmo de metabolismo ta les 
como la insulina, tiroxina, co rticosteroides, vitamina B, 86 y C, así como la fructosa. 2 

Desde el punto de vista energético, un gramo de alcohol etílico libera 30 kJ 
completamente oxidado. 2 

d) Efectos Farmacológicos. 

El alcohol etílico es fundamentalmente un depresor de la transmisión nerviosa a 
nivel neuronal en el sistema nervioso central (SNC). u Sus efectos son una 
consecuencia directa de su acción sobre las membranas celulares y sobre los 
neurotransmisores. Puede modificar la estructura física de las membranas, así como su 

composición química de una forma reversible. En estudios recientes se ha comp robado 
que el etanol actúa en cé lulas del SNC de las siguientes formas : 

..¡; Acentúa el efecto de algunos neurotransmisores en sus receptores 
postsinápticos, 

·..¡¡. Las respuestas sinápticas a menudo son mayores amplitud o duración. 
~ Se aumenta la actividad de canales iónicos por activación de proteínas je 

membrana. 38 Fi g. 3 

Fig 3. Activación de proteínas de membranas por etanol. 

6 



El sistema nervioso central es el órgano mas afectado por el alcohol que 
cualquier otro sistema del org an ismo . La acetilcolina cerebral, así como las aminas 
biógenas (dopamina , noradrena lina , serotonina) aumentan inicia lmente su liberación lo 
cual explicaría el efecto estimu lante inicial sobre la actividad psicomotriz para pasar 
después a una fase de depresión. El ácido gamma-a min ob utíri co (GABA) es un potente 
inhib idor del SNC y está aumentado en casos de eti lismo agudo. También el alcoho l es 
ca paz de aumenta r la afinidad del GABA por su rec eptor responsable del efec to 
depresor. Pu ede ser que el alcohol también influya en el en lace entre los opióides 
endógenos (encefalinas y endorfinas) con sus receptores y sobre los aminoácidos 
estimulantes (aspartato y glutamato). Los resultados finales en líneas generales serían 
estimulación inicial a pequeñas dosis e inhibición a grandes dosis

36
. Por el lo el efecto 

inicial se manifiesta como una aparente estimulación, seguido de una conducta 
espontánea y menos autocontrolada; el pensamiento y su expresión verbal puede 
aparece r mas fluidos pero disminuye la habilidad motora más fina. En general disminuye 
la capacidad de entender y procesar la información sensorial por lo que resulta más 
lenta la respuesta inmediata. 

Aunque los efectos centrales del alcohol etílico son proporcionales a su 
concentración sa nguínea, también es cierta la aparic ión de un fenómeno de tolerancia . 

A medida que se incrementa la ingesta de alcohol etílico aumenta la alcoholemi a, 
generalizando la depresión central disminuyendo aun más la capacidad ideativa y 
asociativa , torpeza, perdida de reflejos, estupor y sueño. Concentraciones más elevadas 
producen coma, depresión bulbar y muerte. La correlación de ambos parámetros se 
indi can en la siguiente tabla: 18

· 
19 

Whisky (mi) Conc. en sangre Efecto Parte de el SNC 
deprimida (mg/1 Oüml) /(% EtOH) 

30-60 1 O - 50/0. O 1 - O. O 5 Ninguna o ligera euforia. Lóbulo frontal 
90-120 

120-180 
r 20- 180 

180-2 1 o 

240-270 

300-450 

50 - 100 / 0.05 - 0.1 Influencia leve sobre la vis ión estereoscópica y la Lóbulo frontal 
adaptación a la oscuridad. 

100 / 0.1 
100 - 1 SO ! 0.1 - O. 5 

Ligeramente intoxicado. 
Euforia: desaparición de 
tiempo de reacción. 

Lóbulo frontal 
la inhibición ; mayor Lóbulo parietal 

150 - 200 / 0.15 - 0.2 Intoxicac ión moderada; tiempo de reacción muy 
prolongado; pérdida de inhibición , perturbación 
del eq uilibrio y coordinación. 

200 - 250 / 0 .2 - 0 .2 5 Grado intenso de intoxicación; perturbación del Lóbulo occipital , 
equi librio y coordinación; retardo de procesos ce rebelo y 

químicos y obnubilación de la conciencia. 
250 - 400 / 0 .2 5 - 0.4 Coma profundo y posiblemente fatal. 

diencefalo. 
Medula 

Tabla 3. Correlación entre la concentración sanguínea de alcohol y sus efectos en el SNC . 

7 
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Por otro lado, los textos especializados mencionan la correspondencia entre la 
concentrac ión del alcohol etílico en sangre y en orina con los efectos farmacológicos 
antes citados, específicamente pérdida de las habilidades motoras e intelectuales. Otros 
investigadores reportan estudios en saliva, en donde determinan la concentración de 
alcohol etílico en este fluido y tratan de correlacionarla con la concentrac ión en 
sangre.13 

El momento en que un individuo se califica como "ebrio", se basa precisamente 
en estos dos parámetros: determinación de la concentración en sangre y la valoración 
clínica del efecto farmacológico manifestado y de acuerdo con la literatura 
especializada , un valor de alcohol etílico en sangre mayor a 80 mg /dl se conside ra 
estado de eb ri edad. * 

e) Efecto sobre otros órganos. 

Sistema Cardiovascular .- A dosis moderadas provoca vasodilatación de la piel y 
vías digestivas, ya que deprime el centro vasomotor. Con la vasodilatación periférica 

aumenta la perdida de calo r y disminuye la temperatura corporal a pesar del bochorno 
cutáneo. 

Aparato Digestivo. - Estimulación de las secreciones salivales y gástricas a causa 
de la liberación de histamina y gastrina por el alcohol etílico a dosis bajas. Cu ando estas 
exceden una concentración de 20 % se inhibe la secreción gástrica y a concentraciones 
de más de 40% se presenta una acción irritante a causa de la hipertermia e inflamación 
de la boca del estómago . 

Riñón.- Al disminuir la secrec:ón de hormona antidiurética (vasopresina) por el 
lóbulo posterior de la hipófisis (Sistema hipotálamo-hipófisis) disminuye la resorción de 
agua produciendo diuresis. 

En médula ósea .- Provoca anemia macrocítica y sobre el nervio óptico puede 
ll ega r a causar at rofi a. 

Nivel hepático: Provoca inhib ición de glicogénesis, aumento de síntesis de 
triglicéridos, disminución de la actividad del ciclo de Krebs y reducción de la oxidación 
de ácidos grasos 
Otras acc iones, generalmente tóxicas, son a nivel del aparato digestivo ya que produce 
irritación de las mucosas e interferencia con la absorción de lípidos , minerales, ácido 
fálico y algunas vitaminas (81 2). En el músculo, produce alteraciones estructurales de la 
fibra muscular, que pueden llevar a miopatía. 2 

* Artículo 1 OO. DEL REGLAMENTO DE TRANSITO DEL DF .- Ninguna perso na puede co ndu cir vehículo s por la vía 

públ ica; si tiene una ca n tidad de alco hol en la sa 11 gre sup eri o r a 0 .8 gramos po r li tro o de alco hol en aire expi rado 
superi or a 0 .4 111 i11 9 ram os po r litro . 
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2. SALIVA. 

La sa li va es un fluido biológico práctico para la determinación de drogas de 
abuso, fármacos , contaminantes amb ienta les y muchas sustancias endógenas, y a 
causa de que el alcohol etí li co tiene un bajo peso molecular, alta solub ilid ad en agua y 
no se en laz a a proteínas plasmáticas, así como la alta irrigación sanguínea a las 
glándulas salivares, hacen de la saliva un fluido disponible para su análisis. 23 

La saliva se excreta en mayor proporción por tres glándulas: parotida, sublingual y 
submaxi lar, contribu yendo con el 90 % la parotida y submax il ar. 

La composición de la saliva en adultos normales se resume en la tabla 4 y esta 
puede afectarse por numerosos factores tales como el día, dieta , edad, sexo y cambios 
en la velocidad de secreción. Aproximadamente se producen 1200 mi de saliva al día los 
cuales contienen electrolitos y otras sustancias presentes en pequeñas cantidades. El 
pH de la sa liva se encuentra entre 6.2 - 7 .4, la concentración de proteínas es 1 / 1 O parte 
de la plasmática. 24 

Espécimen Saliva parotida 
(0 . 7 ml /min)a * 

Potasio b 20.0 
Sodio b 23.0 
Cloruro b 23 .0 
Bicarbonato b 20.0 
Ca lc io b 2 .0 
Magnesio b 0.2 
Fosfato b 6.0 
Urea c 1 570 
Amon io c 0.3 
Ácido úrico c 3.0 
Glucosa c <1.0 
Lípidos totales c 2.8 
Colesterol c <1.0 
Ácidos grasos c 1 .O 
Amino ácidos c 1. 5 
Proteínas c 250.0 
PH 6.8 -7.2 

* a Vel. Flujo en m l/min /g land 
* b mEq /L 
* c mg /dl 

Saliva submaxilar 
(0.6 ml/min)a * 

17 .0 
21.0 
20.0 
18.0 
3.6 
0.3 
4.5 
7 .0 
0.2 
2.0 

<1.0 
2 .0 

150.0 
6 .8 - 7.2 

Plasma 

4 
140 
105 
27 
5 
2 
2 

25 

4 
80 
500 
160 
300 
50 

6000 
7.35 

Tabla 4. Valores medios de composición salivar en adultos sanos comparados con plasma. 24 
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3.0RINA. 

La orin a se forma en el riñón el cual posee la notable propiedad de se leccionar y 
retener las sustancias esenciales, exc retando al mismo tiempo los produ ctos de desecho 
de l metabolismo y el exceso de lo ing erid o en la dieta. En un adu lto norm al, el 25 % del 
gasto ca rdiaco (aproximadamente 1 litro de sangre), pasa por los dos riñones cada 
minuto y un ultrafiltrado de plasma atraviesa cada ovillo glomerular en la cápsula de 
Bowman. La mayor parte de los solutos de la orina esta formada por urea y cloruro de 
sodio , además de contener, ác ido úrico, creatinina así como potasio, sulfatos, pequeñas 
cantidades de azucares, productos del metabolismo intermediario como ác ido oxálico, 
ácido cítrico , piruvato , algunos aminoácidos, glucoproteinas, ác idos grasos libres y 
metales . Las ca ntid ades presentes de cada uno de es tos metabolitos esta determinada 
por la ingesta de alimentos del individuo. Los valores de metabolitos más importantes de 
la orina se resumen en la Tabla 5. 

Propiedades físicas y químicas Valores de referencia . 

Volumen 1000 - 1800 mlml / 24 hrs. 
Color Amarillo paja a ámbar aumenta con la 

concentración de so lutos . 
Aspecto 
Densidad 
pH 
Proteínas 
Cuerpos cetónicos 
Bilirrubina 
Urobilinógeno 
Glucosa 

Transparente 
1.005-1 .030 g/dl 
4.6 - 8 (En función de clima y dieta.) 
No hay 
No hay 
No hay 
1-4 mg/ 24 hrs. 
No hay 

Tabla 5. Valores de referencias de elementos en orina . (Adulto) 
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4. UTILIDAD Y/O APLICACIÓN DE LA DETERMINACIÓN DE ALCOHOL ETÍLICO EN 
SALIVA Y/O EN SANGRE. 

El alcohol etílico es probablemente la droga más ant igu a que se conoce. En la 
Biblia , es referido el vino en los episodios de Noé y Lot . Un a tablilla cuneiforme del 
2 .200 a.e, recomienda la cerveza como tónico para las mujeres en estado de lactancia. 
Ac tu alm ente es un gran problema médico y social. 

El abuso en el consumo de bebidas alcohólicas (al co holismo) , representa uno de 
los problem as de salud pública más importantes actualmente. El alcohol etílico es un a 
sustancia capaz de af ectar en mayor o en menor medida (dependiend o del consumo, y 

la habitualidad), la casi totalidad de los sistemas del organismo, así como también puede 
alterar una gran cantidad de funciones metabólicas. Entre los órganos capaces de ser 
alterados están: el hígado (con patologías que van desde el hígado graso alcohólico, 
pasando por la hepatitis alcohólica, hasta la cirrosis en su grado más severo), el 
páncreas (en el que puede desarrollarse pancreatitis hasta insuficiencia pancreática por 
destrucción del parénquima), también pueden afectarse corazón, sistema nervioso 
ce ntral, sistema endócrino y sistema inmunológico. Entre los procesos metabólicos que 
pueden alterarse , se mencionan el metabolismo de las vitaminas, minerales, lípidos, 
proteínas e hidratos de carbono. Su detección puede realizarse en sangre o en or in a. 37 

a) Aplicaciones Clínicas 

Los efectos farmacológicos así como los desordenes en la funcionalidad de 
muchos órganos se relacionan directamente con el grado de intoxicación con alcoho l 
etílico, el grado de alcoholi smo y la tolerancia que se presente en un individuo, así como 
las interacciones medicamentosas son un cla ro ejemplo de la necesidad de co ntar con 
métodos prácticos y específicos para la determinación directa y /o indirecta de la 
concentración de alcohol etílico en sangre. 

El alcohol etílico está presente fisiológicamente en el organismo humano a niveles 
de trazas en sangre y orina, sin que esto represente interferenc ias en la interpretación 
de los datos ana líti cos de intoxicación. 2º 
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b) Aplicaciones Forenses. 

El análisis de alcohol cumple uno de los objetivos principales de la toxico logía 
forense, en donde la detección y aislamiento de drogas en el organismo se correlacion an 

con efec tos en el comportamiento humano. Por ejemplo: el papel predominante del 
automóvil en actualidad demandan la imposición de leyes que protejan al público de 
conductores ebrios, lo que en la práctica lleva a procedimientos rápidos y específicos 
para la determinación del grado de autointoxicación alcohólica. 2 1

· 
11 Figura 4 

Lúnites de bebidas alcohólicas p;;u-z1 autornovilistas 

Alcohol ;Kumulado en una persona de 70.kg 

!!·'O Alcohol 
en sangre 
0.70 

0.60 

0.50 

0.40 

0.30 

0.20 

0.10 

OlJO 

Li..rnit"' fatal ..t.. 
.:i.p1·óxlln.:i.do ~ 

Fig. 4 Concentración de alcohol etílico 
y capacidad para conducir . Tomado de Clark ( 1988) 
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5. BEBIDAS ALCOHÓLICAS. 

Las bebid as alcohól icas son el producto de la fermentación por microorg anism os 
capaces de producir alcoho l etílico y otros, a partir de carbohidratos . Existen diferentes 
tip os de bebid as alcohólicas que se diferencian en cuanto a la fuente de carboh idratos o 
el contenido alcohó li co. Pero todos tienen en común la presencia de alcoho l etíli co . 

Ex ist e ev id encia documentada de que no se presenta ninguna relación entre el 
tipo de bebida y /o preparación con la concentración alcohó li ca máxima. La 
con centración de alcohol en sangre depende de la cantidad, la ve locidad de ingestión , la 
concentrac ión de alcoho l en la bebida y la velocid ad de metabolización del organismo 
que se ve modificada con la experiencia bebedora del individuo . Una ingestión rápida 
resu lta en un efecto acumulativo en la velocidad de eliminación y un incremento en las 
concentrac iones plasmáticas de alcohol etílico. Este se absorbe más rápidamente 
cuando las concent raciones en la bebida oscilan ent re el 1 O y 30%. Cuando la 
concentración es menor al 10% hay un menor gradiente de concentrac ión en el tíacto 
gastrointestinal y una lenta absorción lo que retard a el vaciamiento gástrico. Por otra 
parte en con centraciones altas (mayores al 30 %) la irritac ión de las membranas de la 
mucosa , el tracto gastrointestinal y el esfínter pilórico causan incremento de secreción y 
un retardo en el vaciamiento gástrico. 3 1 

El porc entaje alcohólico de algunas beb idas se resum e en la tabl a 6 . 

Bebida 
Cerveza Ligera 

Cerveza c lara 

Cerveza 
Cerv eza de Barril 

Licor 

Sake 
Vino de madera 
Vino espumoso 
Vino tinto 
Vino dulce 
Brandy 
Whi sky 
Vodka 

Ginebra 
Ron 
Tequi la 

Contenido de alcohol (% ) 

3 .2 - 4.0 
4.5 
6.0 

6 .0 - 8 .0 
3 .2 - 7.0 

14 .0 - 16 .0 
7 .1 - 14 .0 
8 .0 - 14 .0 

14.0 - 24.0 
15.5 - 20.0 
40 .0 - 4 3. 0 
40 .0 - 75 .0 
40.0 - 50.0 
40 .0 - 48 .5 
40.0 - 95 .0 
45 .0 - 50 .5 

Tabla 6. Contenido alcohólico de algunas bebidas. 
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6. MÉTODOS PARA CUANTIFICAR ALCOHOL ETÍLICO. 

Las reacciones de cuantificación para alcohol etílico, se basan generalmente, en la 
ox id ación del grupo funcional a su correspondiente aldehído. Esta oxidación pu ede se r 
quím ica y /o enzimática , la formación del producto de oxidación pu ede ser ut il izada co mo 
medid a directa de la cantidad de alcohol etílico presente en la muestra. Aunque exi st e 
una pote nc ial interf erenc ia de al co holes de cad ena co rta (m et anol e propano!), la 
determinación de alcohol etílico resulta siempre de gran utilidad clínica y forense . 

A continuación se describen algunas técnicas para la cuantificación del alcohol 
etíl ico. 

a) Métodos Colorimétricos. 

Estos métodos se basan en la oxidación del alcohol presente en la muestra y la 
determinación se realiza indirectamente al cuantificar la cantidad del ión reducido que se 
esta formando mediante la utilización de un espectrofotómetro UV-Vis o bien un 
colorímetro a la longitud de onda correspondiente al color formado. De manera general 
ex ist en tres reacciones que se pueden aplicar a la cuantificación de alcohol etílico : 33

' 
34 

1) Dicromato de potasio (K 2Cr2Q7) amarillo+ H2SÜ4 ~sulfato de cromio (Cr2(SQ4)3) verde 

2) Permanganato de potasio (KMnQ4) morado + H + ~ ion magnesio (Mn +2) casi incoloro 

3) Pentóxido de yodo (1 2Q5) incoloro~ Yodo (1) produce color azul con almidón . 
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b) Métodos Enzimáticos 

Estos métodos se basan en la reacción específica de la enzima AOH , con 
alcoholes de cadena corta (metanol, etanol y propano!}. Esta reacción es dependiente de 
la coe nzima NAO + y la cuantificac ión se realiza espectrofotométricamente. :;4 

c) Métodos Cromatográficos. 

La cromatografía es un procedimiento utilizado principalmente para separar e 
identificar sustancias químicas en esta denominación se agrupan el conjunto de 
métodos que tienen características comunes. 
El term ino cromatografía se puede definir como un método de separación física en el 
cual los compone ntes que se van ha separar se distribuyen en dos fases: Una estará 
constituida por un soporte estacionario de gran superficie y la otra por un líquido que es 
fi ltrado ha través de la fase estacionaria, esta fase móvil es el medio de transporte 
mi entras que la fase estac ionaria es el agente de separación. Estos métodos permiten la 
cuantif icac ión es pecífica de la molécula. 34 

d) Otros métodos. 

1) Fotométrico: Atenuación de la energía de radiación (REA) reacc1on de copulación 
donde AOH cataliza la oxidación del EtOH y el NAO + H se reox id a en presencia de una 
diaforasa ::::on la reducción del iodonitrotetrazolio violeta (INT} a formazan-INT. Este 
producto absorbe a 492 nm en un espectro de emisión fluorescente . 

2) Electroanalítico . ( + 0.8V vs. Ag /AgCI} determinación electroquímica de la formación 
de NAD +H en la oxidación por AOH. 34 

3) Determinación de alcohol etílico por microdifusión (Método de Conway) 

Este método se basa en que si una sustancia volátil y un solvente puro se 
mantienen en compartimientos separados pero en co ntacto con la misma atmósfera, el 
so luto volátil tenderá a disolverse en el solvente puro. El soluto vo lát il pasará de la 
so lu ción original hacia la atmósfera para luego disolverse en el solvente originalmente 
puro . Finalmente, esto implicará una difusión del soluto desde la solución original al 
so lvente . Este proceso ocurrirá hasta alcanzar el equilibrio pero, si en lugar del solvente 
puro utilizamos una sustancia que convierta al soluto volátil en no volátil, la difusión 
ocurrirá hasta que la presión de vapor en la atmósfera compartida tienda a cero. 20 
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7. VALIDACIÓN . 

Actualmente el empleo de una técnica de cuantificación imp lica un riesgo si dicha 
técnic a no ha demostrado ser confiable por lo cual es necesario realizar la validación de 
la misma. Dentro del área de química legal existen problemas asociados con los análisis 
y dictámenes de un laboratorio forense, en estos casos la muestra analizada es juzgada 
y/o considerada como evidencia en casos de impartición de justicia . La validación de 
técnicas ana líticas en el laboratorio forense permite obtener una determinación 
ve rd adera y confiab le 27 28

' 
29

· 
30 

La va lid ación se define como el proceso por el cual se establece por estudios de 
laboratorio, que la capacidad del método satisface los requisitos para las aplicaciones 
analíticas deseadas 25

· 
261 

La validación debe ser realizada tomando en cuenta una serie de cons id erac iones 
tales como: método de análisis, sustancia a analizar, tipo de muestra, niveles de 
concentrac ión , etc. Por lo cual, para seleccionar los puntos para validar de un método 
de cuantificación dependen de la aplicación del método, de las necesidades particulares, 
de los requerimientos ofic iales y algunas veces del crit erio de la persona que lo rea li za. 
Los parámetros de evaluación más comunes para la evaluación de métodos ana líti cos 
son los sigui entes: 

1) Exact itud 
2) Lin ea lid ad 

a) Line alidad del método 
b) Lin ea lidad del sistema. 

3) Precisión 
a) Repetibilidad 
b) Reproducibilidad 

4) Especific id ad 

Existen otros parámetros menos comunes y se utilizarán según lo requiera el 
método y son: sens ibilidad , tolerancia del sistema cant id ad mínima detectable, cant id ad 
mínima cuantif icable, estab ilidad de la muestra, robustez, etc. 
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a) DEFINICIONES. 

l. Linealidad 
La lin ea lidad de un sistema o un método analítico es su habilid ad para asegurar 

que los resu ltados ana líticos, los cu ales pueden ser obtenidos directa men t e o por medio 
de un a t ransform ación matemática bien definida , son proporcion ales a la con ce ntrac ió n 
de la sustan c ia dentro de un intervalo determinad o. 

11. Exactitud. 
La exactitud de un método analítico es la concordancia entre un valor obtenido 

experim entalm ente y el valor de referencia. Se expresa como el por c iento de recobro 
obtenido del análisis de muestras a las que se les han adi c ionado cantid ades conocida s 
de un a sustanc ia. 

111. Precisión. 
La precisión de un método analítico es el grado de concordancia entre resultados 

analíti cos individuales cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes 
muestr eos . Usualmente se expresa en términos de desviación estándar (O.E.) o del 
coefi c iente de vari ación (C.V.). Es una medida del grado de reproducibilid ad y /o 
repetibilid ad del método an alítico bajo las condiciones normales de operac ión . 

IV . Reproducibilidad. 
Es la pre cisión de un método analítico expresada como la concordanci a obtenid a 

entre det ermina ciones ind ependientes realizadas bajo condicion es diferentes (diferentes 
analist as, día s y en el mismo o diferente laboratorio con el mismo o diferente equipo). 

V . Repetibilidad . 
Es la precisión de un método analítico expresada como la concordancia obtenida 

entre va ria s determinaciones independientes realizadas bajo las mismas condicion es 
(analista , tiempo, aparato, laboratorio, etc). 

VI. Límite de detección . 
Es la mínima concentración de una sustancia en una muestra la cual puede ser 

dete ct ada pero no necesariamente cuantificada bajo las condiciones de operación 
est abl ecid as . Una relac ión señal ruido de 3: 1 ó 2 : 1 se considera generalmente aceptable 
para estimar el límite de detección. 

VII. Límite de cuantificación 
Es la menor concentración de analito que puede determinarse con precisión y 

exac titud en una mu estra , bajo las condiciones experim entales establ ecid as . Pu ede 
emplea rse un a aproximación basada en la comparación de las señales medidas con 
muestras que contienen pequeñas cantidades conocidas de analito con muest ras blan co 
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y determinando la relación señal-ruido. Una relación señal ruido de 1O:1 se considera 
generalmente aceptable para estimar el límite de cuantificación. 

VIII. Especificidad. 
Es la habilidad de un método ana lítico para obtener una respuesta debida 

(inicament e a la sustanc ia de interés y no a otros componentes de la muest ra u otros 
produ ctos de degradación. 

8. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

Aunque existen investigaciones reportadas en la literatura especializada para 
determinar la correlación entre la concentración de alcohol etílico en sangre y efecto 
farmacológico manifestado que indique o apoye la valoración clínica sobre el estado de 
eb ri edad de un individuo, estos se han realizado en poblaciones anglosajonas cuyas 
características fisiológicas no corresponden con la nuestra. Adicionalmente también se 
han realizado algunas investigaciones para determinar la concentración de alcohol etílico 
en saliva de individuos que han ingerido bebidas alcohólicas para establecer su relación 
con la concentración de alcoho l etílico en sangre en determinado momento y pod er 
estab lecer el grado de intoxicación, con la finalidad de cuantificar en este fluid o por se r 
de más fácil recolección y manejo. 13

·
14

·
15

·
22 

A pesar de los avances en este sentido, de cuantificar alcohol etílico en sal iva de 
individuos intoxicados, no se ha establecido con exactitud la correlación entre la 
concentración de alcohol etílico en sangre y saliva, por lo cual sería de gran utilidad 
poder reali za rlo utilizando una técnica o método accesible a la mayoría de los 
laborato rio s que ti enen la necesidad de realizar este tipo de estud ios , ya sea para fin es 
legales o forenses , ó para cuestiones clínicas o de salud. 

9. OBJETIVOS . 

..;;- Implementar y estandarizar un método calorimétrico para cuant ifi car alcohol 
etílico en fluidos biológicos. 

-,.i¡I Cuantificar y comparar la concentración de alcohol etílico en sangre y sa li va a 
diferentes tiempos. 

1 O. HIPÓTESIS 

Si consideramos que cierto porcentaje de alcohol etílico es eliminado sin 
metabolizarse , es posible desarrollar un método colorimétrico sencillo y reproducible 
para determin ar y cuantificar alcohol etílico en fluidos biológicos . 

18 



DÍAZ V. G. , SANDOVAL C. C. L. 

11. DISEÑO DE INVESTIGACIÓN. 

El presente proyecto se desarrolló en dos partes : 

Diseño , impleme ntación y estandarización, del método ana líti co (calorimétri co) 
para la determinación cuant itat iva de alcohol etíli co . 

En base a este método se realizó un estudio longitudin al comparativo y 
experimental llevado a cabo en una población de 3 voluntarios humanos sanos de 25 a 
28 años del sexo mascu lino y complexión mediana , a quienes se les sometió a una 
ingesta controlada de una bebida alcohólica. Posteriorm ente se recolectaron muestras 
de sangre , saliva y orina a tiempos preestablecidos para determinar la concentración de 
alcoho l etílico . A los resultados obtenidos se les realizó un Análisis de Regresión Lineal 
para estab le cer la correlación entre las concentraciones de ambos fluidos. 

12. MATERIALES Y EQUIPO NECESARIO 

20 tubos Vacuta ni er con EDTA 
M at ra z af orad o de 1 O, 20, 50 y 100 mi 
Pi petas Hamilton 25 mL 
Pip etas graduadas 1, 5 y 1 O .ni 
Vaso de precipitado de 50ml 
Cámaras de Conway 
Mi cropipeta 1 00 - 1 000 mi. 
Celdas de cuarzo para Espectrofotómetro UV 
Ligadura 
70 recipientes de plástico de boca ancha y tapón de cierre hermético o de rosca , de 
capac id ad de 20 mi . 
Cent rifug a clínica 3000-5000 rpm, 
Espectrofotómetro 
Estufa 
Refr igerador 4 ºC. 
Cronómet ro , etiquetas y marcadores. 
Grad ill a 
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13. SOLUCIONES NECESARIAS. 

Solución dicromato de potasio (K2Cr20 1): 4.262g + 500m L H2SÜ4 co nc . y afo rar a 1 L 
con ag ua dest il ada . 

Solu ciones estándares de alcohol etílico: 
50 mg/dL 
100 mg /dL 
1 50 mg /dL 
200 mg /dL 
Solución saturada de carbonato de potasio . 

14. PROCEDIMIENTO. 

a) l'.:standarización y Optimización. 

La so lu c ión de dicromato de potasio en ácido sulfúrico, en presencia de alcohol 
etílico orig ina la oxidación de este último en ácido acét ico, y el cromo pasa a Cr + 3

, 

camb iand o su co lor de ana ranjado a verde-az ul ado, por lo que se procedió a calcu lar el 
máximo de absorbancia de este ión, realizando un barrido a la solución resultante de 
hacer reacc ionar en un tubo de ensaye 2 m i de solución de alcohol etílico ( 1 OOmg/dl) 
con 3ml de d icromato de potasio en so lu ción ácida en un Espectrofotómetro Perki n
Elmer Lambda 2 UV /VIS comenzando en la región visible de 500nm a 700nm. 

Se hicieron reaccionar en un tubo de ensa ye 2 mi de soluciones estándar de 
alcohol etíli co a concentraciones (50, 100, 150, 200 mg/dl) con 3 mi de solución ácida 
de dicromato de potasio respect ivamente y se les realizo un barrido entre las long itu des 
de onda v isib le 500nm a 700nm en un Espectrofotómet ro Perkin-Elm er Lambda 2 
UV /VIS, para observar el comportamiento de absorción para cada concentración , y 
ver ificar el máx imo de absorb anc ia. 
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Un a vez ve rifi cado el máximo de absorbancia y en base a la técnica de 
mi crodifusión de Con wa y descrita ante ri ormente se diseñaron e imp lementaron cámaras 
de reacción emp leando cajas de petri de acuerdo al siguiente diseño: 

CÁMARA INTERNA 
(DICROMA TO) 

CÁMARA EXTERN A 
(SOLUCIÓN SATURADA DE CARBONATO DE POTASIO) 

DIMENSIONES : 
Cáma ra externa diámetro exte rno 
Cámara media diámetro externo 
Cámara central diámetro externo 
Altura tota l 

1 O cm. 
8 cm. 
5 cm. 
1 cm. 

CÁMARA MEDI A 
(MUESTRA ALCOHÓLICA) 

21 
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Se co locaron para la reacc1on de microdifusión, 4ml de solución de dicromato de 
potasio, en la cámara interna, y 2 mi de soluciones estándar de alcohol et ílico , (50, 100, 
1 50, 200 mg /dl) en la cámara media, así como solución saturada de carbonato de 
potasio en la cámara externa, esto ultimo para sellar y ev itar la difusión en agua y 
favorecer la satu ración y se observaba el cambio de color en la solución de dicromato 
de potasio . 

Para optim iza r los ti empos de incubación, al princ1p 10 largos (de más de 5 horas), 
se opto utiliz ar un a estufa, a la que se le verificó la temperatura en 50 ºC a fin de 
obtener un ca lentami ento uniform e. 

Posteriormente se realizaron pruebas de temperatura y tiempos de incubación a 
muestras estándar , con el fin de favorecer la difusión dentro de las cámaras diseñadas, 
pa ra un mejor rend imi en t o. 

En todos los ensayos para verificar la reacc ión, se realizaban dos pruebas esto es 
para ca da están dar ex ist ía n dos ensayos uno directo en tubo y otro en cámaras de 
difusión comparándose las lectu ras de absorbancia de ambas reacciones hasta obse rva r 
variac ión de 0 .01 nm. 

Un a vez establecidos tiempos y temperaturas para la reacción se procedieron a 
reali za r los ensayos de estandarización del método analít ico. 

1) Lin ea lid ad del sistema . 
2) Prec isión del sistema. 
3) Linea lidad del método. 
4) Exact itud y repetibilidad al 100% 
5) Rep roduc ibilid ad 
6 ) Limites de detección y cuantificac ión. 

Poster iormente se realizó el ensayo biológico en sujetos, adm inistrándoles una 
dosis de O. 8g de alcoh ol etílico por kg de peso en una bebida alcohólica preparada con 
ro n * y refresco de toronja en un lapso de 30 min. (Se cuido que la ve loc ida d de ingesta 
de alco hol, el co nsumo de alim entos y los movimi entos co rporal es fueran simil ares en 
todos los vo lunta ri os ). Un a vez in ge rido el prim er trago se reco lectaro n, de man era 
adecuada 1 O m i de orin a, 2 m i de sa liva a los 15, 30, 45, 60, 75 , 90, 105, 120, 135 y 
1 50 minutos, y 3 mi de sang re a los O, 30, 60, 90 y 120 min. Alm ace nándose en 
refri ge rac ión a 4°C hasta su procesamiento y determinación. 

Not a: No se utili zó ningún conservador . Las muestras se reco lectaron en 
recipientes de plástico y vidrio; li mp ios y esté ril es con tapón de cierre hermét ico y de 
capac idad adec uada . 

' Se elig ió ron p or se r una b ebid a de c o 11 sum o regular en reun ion es soc iales y d e m en or cos to en c ompa rac ión c on o tr as 

bebidas . Ad emás ele q u e est a rep ort ado qu e n o ex is te va ri ac ión en la concentrac ión alco h óli ca m áxima p or el t ip o el e b ebid a " . 
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15. MÉTODO COLORIMÉTRICO PARA LA DETERMINACIÓN DE ALCOHOL 
ETÍLICO EN FLUIDOS BIOLÓGICOS (MÉTODO DE THIENES ANO HALEY, 1972)31 

1 . A dicion ar 4 m i de un a so luc ión de K2Cr20 1 en el ce ntro de una cámara de Conway . 
2 . Ad icion ar 2 m i de muestra en el compa rt im iento exterio r de la cámara. 
3. In cub ar 90 min. a 50 ºC. 
4 . Recup erar la so luc ión de di c romato del com parti m iento inte rn o. 
5 . Leer abso rc ión a 595 nm y comparar con curva estánda r según se indicó 
anteri orm ente. 
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16. DIAGRAMA DE FLUJO. 

VALIDACIÓN 

!LINE A LID A D DEL SISTEMA 1 

J, 

!PRECISIÓN DEL SISTEMA 1 ~ 
J, 

!LINEALIDAD DEL MÉTODO! - > 
J, 

!EXACTITUD Y REPETIBILIDAD AL 100%1- > 

jPRECISIÓN (REPRODUCIBILIDAD)j ~ 
J, 

jESPECIFICIDAD' ~ 
J, 

ILIMITE DE DETECClóNI ~ 
J, 

ILI MITE DE CUANTIFICACIÓN! - > 

Se prepa raron estándares a las sigu iente s 
conce ntraciones: O, 50, 1 00, 1 50 y 200 mg /dL 
de manera ind ependiente y se determinó su 
absorbancia por tripli cado. Se ca lcu ló el C.V. y 

se eva luó el intercepto co n estadígrafo de 
contraste t student. 

Se prepararon 3 estándares de concentración 

1 00 mg /dL y se determinó por triplicado la 
absorbancia, se evaluó el C.V ., y se utilizó el 

estadígrafo de co ntraste x 2 . 

Se prepararon muestras adicionadas a 

concentraciones de: O, 50, 1 00, 1 50, y 200 
mg /dl y se evaluó el C.V. y el intercepto 
utilizando el estadígrafo de contrast e t s1uden1. 

Se rea lizó el procedimiento a una concentr ac ión 

de 1 00 mg /dL, eva lu ando el % de recobro 
mediante el C.V., y el estad ígrafo de cont raste 
t student. 

Se prepararon co ncentraciones de 1 00 mg/dl y 
se evaluaron en dos diferentes días, por dos 

diferentes analistas y se determinó el efecto de 
cada va riable co n un Aná lisis de va ri anza 

Se adicionaron metabolitos y productos 
intermediarios de la reacc ión , así como ot ras 
sust ancias relacion adas y se demostró la 
interferenc ia con la técnica. 

Se prepararon diluciones con la mínim a 
cantidad posible y eva luó él límite de detección 
co mo dos veces la seña l mínima de ruido. 

Se prepararon diluciones con la mínima 

cantidad cuantifi cab le eva lu ando el C.V. , por 
duplicado y por tres días . Considerando un CV 

menor a 3 % . 
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17. DETERMINACIÓN DE ALCOHOL ETÍLICO EN FLUIDOS BIOLÓGICOS 

Selección , 
Estandarización, 

y va lid ac ión de la 
técnica 

Recol ección, 
e:: , alm ace namiento y 

tr atami ento de las 
mu estras 

Cuantificación 
Del 

Alcohol etílico 

D 

Análisis de 
resu ltados 

D 

Redacción de tesis 

1 .- Se administró por vía oral 
una dosis de alcoho l etílico en un 

f- lapso de 30 minutos . 
2 .- Se reco lec taron mu estras de 
sal iva, orin a O, 1 5, 30, 45, 60, 
75, 90, 105 , 120, 160min y 
sangre a los O, 30, 60, 90, 1 20 
min . Posteriores a la ingesta . 
3. - Se almacenaron las muestras 
a 4°C 
4. - Las muestras se trataron 
utilizando la técnica validada. 

TÉCNICA VALIDADA 
1 .- K2Cr20 7 + H2SÜ4, 4 mi en el 

f- compa rtimi ento interno de la 
cámara de Conway. 
2 .- Colocar 2 mi de muestra en la 
cámara media. 
3 .- Incubar 50°C 90min . 
4. - Lee r a 595 nm . 
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18. DETERMINACIONES. 

a) Máximo de absorbancia. 
Se prepararon soluciones estándar de alcoho l etíli co a O, 50 , 1 00, 1 50 y 200 mg /dl . 

Tomándose un alícuota 2 m i de so luc ión de alcohol etílico y otra con 3 mi de solución 

de dicromato de potasio se hi c iero n reacc ionar en un tubo de ensay e. A las so luciones 
obtenidas se les determinó el máximo de absorbancia. Grafico. 1 y 2 

ABS 
•• .. • • • • • .• ~ •• • .. • .• • •. ' • • r • • • • • • :. • • • • .• :;. •..•• •: .. ••••• :.. • •• • •• ".... ....... . 

. ... .. · .. .. ~/~,;·::>~·· · ¡·· --:····· 
-~· .... .. ~ . :.1\ ... -. -~ .. .... ~ ...... ~." ... ~. -~~~- .... . 

·. 1'~ .... -.... . . . · . .. •. . . ~ .. . . . . •. 
- , . .- .... .. . · . . ,,. __ _ 

LONGITUD 
·¡' 

DE ONDA (n m ) ·- · -·· -'---------~----------------------+ 
l i .\ 

630 620 6 1 o 600 590 580 570 560 550 

Grafico. 1 Curva que muestra el máximo de absorbancia a 
595nm (haciendo reaccionar so lución estándar de alcohol 
etí li co 1 OOmg/d l. con solución dicromato de potasio) 
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LONGITUD 
DE ONDA 
(nm ) 

. 
.. • • ' ............. , ............... ~ ......... ! ••• • •• • . •••••• ' "" .. ....... . 

., -~ . : 
: J a~ • • 

' 
/. 

• • \.. 1 • • •••••• . .. • ....... ••• · · ••11 .. ... ......... ~ ........ . , ·· · ~ · , . .. . . : :\. . . 
. / . . • \ . . . p 

~· ..... / .... ~: :.:::~•~i·W1-~ • .•... : . . . ... :., · ~ · 

/ : " ., 
. . . . . ' 

-: .. , .. , ...... -:. ~ .... : .. .... ~.~ · ·'\··· · 

ABS 

fi 

: ·¡·: _,,~······:····1n·M11 · : . ·.· ... , __ .. \· ·:·• .. , ..... ....... ..... , .. .......... : ·· .. ····~ " 
. ... .. .. . .. -

,1 / .. ~ •"- ' . ~. ' \.. . . . " . t , ... . .. . .. ··.. .• 

:.~/ j /. .. ~ .. ~ .. ; .. ;;+.~-~ \ .. ,,~ · ·'· 
ji -- ~ . -- -. . . 

-.-------- --.. ---. ~- .--\..... ·- -. 
620 6 10 600 590 580 570 560 550 

Grafico 2. Curvas que muestran el máximo de absorbancia (595nm), de 
abajo hacia arriba (soluciones 50, 100, 150 y 200 mg/dl de alcohol etílico/ 
con dicromato de potasio) 
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b) Correlación concentración vs absorbancia 

Los datos obtenidos anter iormente se sometieron a regresión lineal y se determi nó su 

linealidad a través de estadíg rafo de contraste t student v ANA DE VA 

1 

CORRELACION DE LA CONCENTRACION-ABSORBANCIA 

CONC . AB S i 

( ma/mll 

50 0. 0 6 7 5 9 6. 4 

10 0 0. 1 3 4 _2_94 .4 -

15 0 o 21 4 _ 5~4~Q_ 

200 o 285 5 94.4 

X= 5 94.8 

Estadigra fo de contraste : t s t udent 

s 

s 

b B . 

Jy; 
(n - -1 )(s ; ) 

= ~ (n - I)(S2y - m 2 s 2x 

n - 2 

C ri t e rio d e a ce pta c ión . t C AL C < t TABLA S 

Int e rvalo de c onfianz a. 

0 .00939098 

0 .009 39 09 8 

+ 

Intervalo de conf ianza 

b = 
b 

0.00089 

-0.01789 

y= m X+ b + Eij 

p en d iente m= o. 0014 7 

1nte 1cep<o b= -0 .00 8 50 

Inferencia estadist ica . 

Ho: b =O 

Ha : b =O 

tcALC b = -1 .8482629 

!TABLAS = 2.042 

S x/y = 0.003755 

-0.01789 < b < 0.00089 

ERROR T IPICO 

ABS 
COR RELACIO N CO NCENTR ACION-ABSO R BA NCIA 

0 .3 

0 .25 

0 .2 

0 .15 

0 .1 

0 .05 

o 
o 20 40 

-0 .05 
60 80 100 120 140 

y= 0 .001 5x - 0 .0085 

R 2 
= 0 .999 

160 180 200 
CONC (mg/dl ) 

Grafico 3 Correlación concentración vs Absorbancia . 
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c) Verificación de equipos-estufa. 

X yi 

50 0 .067 

100 0. 134 

150 0 .214 

200 0 .285 

y= 0 .17500 

S nexp= 

52 = exp 
52 

inexp 

F ca le-

Ftab= 

ANADE VA PARA LA REGRESION 

Ho= Fcalc < Ftabl (y no de pende linealme nte de x) 

Ha= fcalc > Ftab l (y si depende linealmente de x) 

A. 
(yi-v )2 (y¡p::-y)2 y1 

-o 064 90 0.0 11 66 0.0 1212 

0.13830 0 .00168 0.00135 

0 .21170 0 .00152 0.00 135 

0 .28510 0.01210 0.01212 

5ctot= o 02697 0 .02694 =5Cexp 

0 .00003 

o 00269378 

0.00003 

95 52 411 

9.28 

m= 0.00147 

b= -0.0085 

Se realizó la verificación de la temperatura interior de la estufa, colocando 1 O 
te rmómetros en el interior de esta , distribuidos en sus dos niveles cinco en la pa rte 
superior apuntando co n los bulb os uno hacia ca da es quin a y otro m as en el centro, al 
igual qu e en el nivel inferior, unas vez obtenidas las lecturas sé graficaron obteniéndose 
los siguientes resultados. 
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E 65 
ro 
~ 60 ..... 
ro 
l.. 

a>55 a. 
E 
a>50 
1-

45 

40 

35 

30 

25 

o 

TIEMPO 

(min) 

o 
5 

10 

15 

20 

25 

30 

35 
-

40 
. 

45 

55 

65 

75 

10 

TEMPERA TURA (ºC) 

1 1 2 1 8 1 9 1 10 

25 25 

39 37 
. - ---

52 53 

51 52 
- ---

52 52 
·-

50 52 
- ·- --

2?_~--L~-~-25 
41 --~~ ! -~-· ! . 39 _; 32 
53 . . 49 _L~_ 50 52 
50 51 47 50 51 
53- -¡- 50 49 1 50 - ·· 53 

49 -· · 48 1 46 ¡· -50 '- 52 
. --- - !____ ' _ _ _ ¡_ 

25 

36 

54 

56 

55 

53 

50 54 54 54 49 51 50 56 
--- _ , -·-- -- --- . --·· 

50 52 48 1 4 8 47 51 54 54 

54 -· 53 ·-~ - _49 - : 52 - -~ 53 - 50 ~~- )_6 
52 51 53 49 49 54 51 55 

·-- - · - --- --- .. 
51 54 : 53 ' 49 1 52 55 51 55 

t}-:~ -- :~-:--~ --~ :~ H~ i~f~- ::;-!~ 
--- -·------------

20 

Verificación de equipos 
ESTUFA 

30 40 50 
Tiempo (min) 

60 

25 25 
-· 

35 38 

51 54 
.. 

52 53 

51 54 

51 52 
-

54 51 

53 52 

52 51 
--

52 51 

53 52 
- -· ·-

54 52 ·--- --· 

54 51 

--- -

70 

Grafi co 4. Va ri ac ión de Temperatu ra en la estufa 

-a--- 1 
~2 

----fr- 3 
----*- 4 
~5 

-e--6 
--+- 7 
----s 
--+-9 
............... 1 o 

80 
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d) Validación . 

l. Linealidad del Sistema . 
Se determinó construyendo una curva de calibración (concentración vs . respu es ta 

medi da) uti lizando 4 diluciones preparadas a part ir de una misma solu c ión patrón y 
hac iendo análisis por triplicado para cada dilución. 

El intervalo entre las concentraciones a anali zar dependió del propósito del 
método , por lo que se utilizó 100 mg /dl como el punto m edio de la curv a. 

Ü . 

o 

o 

LINEALiDAD DEL SISTEM A 

CONCENTRAC ION. ABSCJR3 .~NC I A 

( mg/111 l ) A 1 A. 1 ;, 

Estadigrafo de cont raste : t " '""' "' 

B 

s 

Crite rio de ace ptac ió n . 

In tervalo de confianza. 

0.00 771524 

0.00 771 524 

t CA!.. < l TABL:\ S 

+ b= 

b = 

Inte rvalo de confia nza : 

ABS. 

y= m X + b + E ij 
per.d1P.nte: rn= G.Gü: }f; 

1r.re.rcP.ptv b= G. ()üó}?. 

··0.00599 

Inferenc ia estadí stica. 

l c ALC 

Ho: b = O 
Ha: b = ~ 

t r ABLAS 2.042 

S '1 / y = 0 .00 5 3 43 fR RO R 

G.<::0844 

.(> .00<>% 

<b< 

Llr~EA L ! DAD DEL SISTE fVlt\ 

:-<: 

o 25 50 75 10 0 125 

y = O 00175x + O 00072 

R · =O 99752 

175 200 22 5 
COrJC . (m ;_; /dli 
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X yi 

50 0.084 
50 0.083 
50 0.083 

100 0.178 
100 0.182 
100 0.184 
150 0.265 
150 0.266 
150 0.270 
200 0.347 

200 0.346 
200 0.347 
-
y= 0.21 964 

S ;nexp= 

s2 -exp-

s2 -inexp-

F ca le= 

F1ab= 

ANADEVA PARA LA REGRESION 

Ho= Fcalc < Ftabl (y no depende linealmente de x) 
Ha= Fcalc > Ftabl (y si depende linealmente de x) 

""' ( yi -Y) 2 (yip-y)2 yi 
0.0882S 0.01840 0.01725 
0.0882S 0.01858 0.01725 
0.0882S 0.01867 0.01725 
0.1758E 0.00173 0.00192 
0.1758E 0.00144 0.00192 
0.1758E 0.00125 0.00192 
0.26342 0.00209 0.00192 
0.26342 0.00215 0.00192 
0.26342 0.00250 0.00192 
0.3509S 0.01631 0.01725 

0.3509S 0.01588 0.01725 
0.3509S 0.01631 0.01725 

0.11530 0.11502 =SCex p 

0.00029 

0.011501882 

0.00029 

40.28576 

9.28 

Criterio de Aceptación. 
C.V. s 1.50 % 

r 2: 0 .99 
r 2 2: 0.98 

t ca le < t tab 

F ca le > F tab 

m= 0.00175 
b= 0.000722222 
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11. Precisión del Sistema. 
Se determinó por el análisis por triplicado de tres diferentes soluciones estándar 

co rrespo ndi ente a la concentración de interés en la linealidad del sistema ( 100 mg /dl). 

Criterio de Aceptación . 
C.V. ::;; 1.50 % 

t cale < t tab 

PRECISION DEL SISTEMA 
y 

Conc . (mg/ml) Conc . Media y Desv. Est. y 
100 101.415 101 .2033 
~'---+--'-'----

1.3133 
100 101 .224 

· ···· --·-··~ --·---·--·~ ~---~-~~--·~-

100 99.32 1 CRITERIO 
100 c.v < 2.5 

- -1-------1 

Estanda 2 100 101.415 
r-~ ------·---·-~ -~~-~-·-----· 

100 102 .176 ~--'-"=-"--9---~ 
100 100 .844 Intervalo de confianza 

3 100 99 .511 99.780574 - 102.6260581 ------·----------
100 101 .224 

Estadigrafo de contraste tstudont 

t = 100 -X 
I 1! 

lca:c. = - 2.7487602 

trab. = 2.04 
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111. Linealidad del método. 

Se determinó a partir de muestras adicionadas de 4 diferentes co nce ntraciones de 
la sustancia de interés, cada uno de manera independiente, haciendo los análisis por 
triplicado . 

Las co ncentra ciones de las muestras adicionadas fueron las adecuadas para que, 
las conce ntraciones de las soluciones finales se localizaran dentro del interv alo de la 
linealidad del sistema . El análisis se llevó a cabo por un mismo analista en las mismas 
condiciones de operación. 

LINEALIDAD DEL METODO 

Ccncentración Concentración recuperada (mq/dl) 
Adici onada 1 2 3 

50 46.409 47.551 47. 741 
· · -···--·---·---· ··~ ---------- ·-........ ·-·~-·· -~-~-¡................,;.,. 

100 103.699 101 .224 103.508 
. ·-.. ·-....... -.. ·-. ---. ····· --·-· -- -- .. -·-· . -----. ----·-···--··· .... --- .. ----- -- . 

b= -0.5393 
m= 1.0025 

r= 0.9991 

r= o.9983 
x= 125 

150 151 .853 150.901 149.378 ·······- ·······-· .......... .. .... . . ............... . 
200 199 .055 197 .532 198.484 

y= 124 .77795 

Inferencia Estadistica para : pendiente (m) e intercepto (b). 
Ho:m=1 
Ha :m;: 1 

Ho:b=O 

Ha b=O Estadigrafo de contraste t s:·Jdent 

t = b - ª · 
l ~-2 1 1 • X ¡ 

s --"- 1 
' ! (n 1JG1J i 
• 1 

J <n - l )(S2y - m2S2x s = 
··· n - 2 

m - m 

S ~ /'n 1 

r 

,/ 1 / • ~' ' 1 

· ' (n - 1 J(s ; ) 
\ ,' 

ERROR T!P ICO 

Ícal m= 0.00020 

ttab m= 2.0555 

t ca l b= -0.04296 

ttab b= 2.0555 

CRITERIO DE ACEPTACIÓ~J 

t cal < ttab 

1200 

1 

' 

i1so 
1 

1100 
1 

u y::: 1.0025x - 0 .5393 
R1 " 0.9983 

1 1 

i 1 l 

\ 0 ~ -----50------+·10_0 ___ ---r,s-0------+20-·o~c~u~-,J 
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ANADEVA PARA LA REGRESION 

Ho= Fca lc < Ftabl (y no depende linealmente de x) 
Ha= Fca lc > Ftabl (y si depende linea lmente de x) 

X yi yi ( yi -Y) 2 (yip-YJ2 
50 46.4091 
50 47 .5511 
50 47.7414 

100 103 .698~ 

100 101 .2245 
100 103.5084 

150 151 .852E 
150 150.900S 
150 149.378" 
200 199.0547 
200 197.532( 
200 198.4831 

y= 124.77795 

S ine><p= 

5 2exp= 

S2
1nexp= 

F caic= 

F1ab= 

Criterio de Aceptación. 

49.5876 6141 .6785 5653.585S 
49.5876 5963.9902 5653.585S 
49.5876 5934.629( 5653.585S 
99.7 145 444.331 1 628.1762 
99.7145 554.766E 628.1762 
99.7145 452.392( 628.1762 

149.8414 733 .0345 628 .1762 
149.8414 682.4081 628 .1762 
149.8414 605.175( 628.1762 
199.9683 5517.0342 5653.585S 
199.9683 5293.157S 5653.585S 
199.9683 5432 .537" 5653.585S 

SC,01= 37 ,755.13579 37690 57268=SC.,p 

64.56311 

3769.05727 

64.5631 1 

58.37788 

9.28 

m= 1.00254 
b= -0.539271 666 

Cantidad Adicionada vs Cantidad Recuperada : 

m 1 
b o 

r2
;::: 0.98 

t c a le < t tab 

F cale > F t a b 
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IV. Exactitud y Repetibilidad al 100%. 

Se determinó con, 3 controles de muestras adicionadas de manera independi ente 
con la cantid ad necesaria de la sustancia de interés para obtener la concentración del 
100%, util izando e! método propuesto. El análisis se realizó por triplic ado, en las mi sm as 
condicion es de operac ión y por el mismo analista. 

tabl a: 

Conc. (rng/rnl) 
100 ------

1 100 ..... 
100 
100 

~· 

Estándar 2 100 
~---

'IDO 
100 

>------· 
3 100 

>-· 
100 

EXACTITUD 

Conc. Rec. 
100.463 f....--.----
99 .702 
101.034 
100.653 
103 .318 
100.653 
100.463 

Media y 

101.0976 
Desv .Est. y 

1 0682 

C.V . 1 CRITERIO 

1.0566 :== :=c:=.v=. <~2~.5=~ 

n= 9 
Intervalo de 

101 .986 99.94032°61. 102 .2548268 ·-----
101.605 

Estadig rafo de contraste l s1uden1 

t = 100 - X 
cr !n 112 

Criterio de Aceptación. 

tcalc. = 
tr.b. = 

- 3.08 

2.04 

El porcentaje recuperado y el C.V. deberán estar de acuerdo con la siguient e 

MÉTODO 

Cromatográfico 
Titrimétricos 
Químicos y 

Espectrofotométricos 
Microbiológicos 

PROMEDIO DE RECOBRO 

98 - 102 % 
98 - 102 % 
98 - 103 % 

98 - 105 % 

C.V . 

'.::'.: 2 % 
'.::'.: 2 % 
'.::'.: 3 % 

'.::'.: 5 % 

Criterio de aceptación de coeficientes de variación para diferentes métodos. 
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V. Precisión (reproducibilidad.) 

Se determinó con una muestra homogénea de producto igual 1 OOmg /dL, rea li zada 
por dos analistas en dos diferentes días y por triplicado. 

Cri t erio de aceptac ión, el C.V. total debe cumplir con los siguientes criterios. 

MÉTODO 
C romatog ráficos 
Químicos y Espectrofotométricos 
Microbiológicos 

C.V. 

2% 
3 % 
5 % 

Criterio de aceptación de coeficientes de variación para diferentes métodos. 

F ca le < F tab 

PRECISIÓN (REPRODUCIBILIDAD) 

ANALISTA 

Conc (mg/rr·l ) 2 

102 .747 101.034 

101.605 101 .034 

DIA 99.511 98 .369 

101 .986 99.131 
...- ·· · -··· ~---·-···--·· ~· ~----·-· ··- ~· 

2 100.463 99 .321 

101.415 101 .795 

ANAdeVA 

F . Variación gJ l 
S C. M.C . F oalc F tablas ! ¡ 

Analista 1 ! 4.1328 4 13281 2.1029 Í 4.032 
Dia 1 ¡ 0.0060 0.0060 0.003 1 I 4.032 
--~--~-~--~------~ --- -~~--- o. 0015r---·2~576 .~D.?.!l_~_t?.:-ºl§.. __ 1J ______ ~Q.QlQ. - 0.0030 1---·-··---···· 
Error 8 1 15.7221 1.9653 1 
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VI. Límite de Detección y Límite de cuantificación . 

Se determinó rea lizando corridas a O mg/d l de alcohol etílico, dete rminando el 
dob le la míni ma señal de ruido detectable como el límite de detecc ión. 

Para el límite de cuant ificación se prepararon es t ándares dilu idos 2: 1, a part ir de 
la concentrac ión de 50mg/d l , tomando como c ri ter io de aceptación un C.V . menor al 
3 % . 

LIMITE DE DETECCION 

Conc Conclma/dl\ recuaerada 
ma/dl Abs Detección Cuantificación 

o 0.020 11.4199 - X= 0.0190 10.8489 
o 0.020 11.4199 - O.E. = 0 .00110 0.62549 
o 0.018 10.2779 - C.V. = 5.7655 5.7655 
o 0.018 10.2779 -
o 0.020 11.4199 -

o 0.018 10.2779 -
25 0 .045 - 25.2823 X= 0.0460 25 .8533 
25 0.046 - 25.8533 O.E . = 0 .00126 0.72226 
25 0 .047 - 26.4243 cv = 2.7498 2.7937 
25 0 .045 - 25.2823 
25 0 .048 - 26.9953 
25 0 .045 - 25.2823 
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19. DESARROLLO DEL MÉTODO DE ANÁLISIS EN FLUIDOS BIOLÓGICOS. 

An tes de iniciar el estudio fue necesario contar con el método analítico validado 
para poder cuantificar el alcohol etílico en sangre, orina y saliva. 

Los materiales para el almacenamiento de las muestras y los que se utilizaron 
durante el procedimiento de análisis fueron nuevos, limpios y se id entifi ca ron de 
acuerdo ci procedimientos de operación previamente aprobados . 

El método cumplió con los siguientes criterios: 

1 . Linealidad 
2 . Exactitud 
3. Precisión 
4. Reproducibilidad 
5. Especificidad 
6. Limite de detección 
7. Limite de cuantificación 

Se utilizaron tres sujetos de experimentación, controlando un ayuno de mínimo 8 
horas, de peso y edad aproximados. 

Se administró una dosis de alcohol etílico de 0 .8g de alcohol etílico/kg peso de 
una bebida alcohólica preparada con ron como se muestra en el sigu iente cuadro: 

Sujeto 1 (E) Sujeto 2 (G) Sujeto 3 (S) 

Peso corporal 93.75 kg 75.00 kg 92.50 kg 
Talla 1.74 m 1.72 m 1.85 m 
Exper iencia bebedo ra Bebedor Bebedor Bebedor social 

social bajo social alto moderado 
Dosis (alcohol etílico) 75 g 60 g 74 g 
Volumen de Ron 260 mi 208 mi 256 mi 
7 tra gos (mi Ron/vaso) diluido a 30% 
v /v con refresco de toronja. 37.1 mi 21.7 mi 36 .6 mi 

La administración se realizó dividiendo la dosis total de Ron en 7 tragos de los 
volúmenes antes mencionados, cada trago fue administrado en lapsos de 1 O minutos 
controlando así la velocidad de ingesta. 

A los intervalos mencionados en el procedimiento se tomaron muestras de orina, 
sa liva y sangre, obteniendo los siguientes resultados. 
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RESULTADOS DEL ANÁLISIS DE LAS 
MUESTRAS DE SANGRE 

ERNESTO SUJET02 : EDGAR SUJET03: SALVADOR 

TIEMPO SUJETO 1 SUJETO 2 SUJETO 3 

min. CONCENTRACIÓN (mg/dL) 

o 0.000 0.000 0.000 
30 49.835 28.137 49.264 
60 85.808 60.113 67.536 
90 108.076 73.817 85.808 
120 96.657 64.681 81.240 

COt-..JCENTRACIOl,J ALCOHOLICA HJ SMJGRE 

CONC mg/dl 
100 rng/d l 

120.00 

~- --------- ----
100.00 -+------------------~---------------_. -"-.._--_ __,.. . ..-

___ .----

--------------
60 .00 

40 .00 - -SIJ.JETCJl 

--SU.JETCJ 2 

20 .00 - - - - - - - SU.JETO 3 

o 30 60 90 • ( o .. 120 tiempo · m•nj 

Gráfico 8 . En el que se representa el seguimiento de la concentración alcohólica 
sanguínea. 
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RESULTADOS DEL ANÁLISIS DE LAS 
MUESTRAS DE ORINA 

, 
TIEMPO CONCENTRACION (mg/dl) 

12(1.00 CONC 
( ma / dl) 

10 O. 00 __ ,_____ __ 

1 '"'° 

1 

t.1).00 

1 

4 0. 00 

21). 00 

1)_ [11) 

11 15 

Min . 
o 
15 
30 
45 
60 
75 
90 
105 
120 
160 

SUJETO 1 SUJETO 2 SUJETO 3 
0.000 0.000 0.000 
0.000 0.000 0.000 
16.717 11.578 25.853 
51.548 50.977 68.107 
79.527 61.255 86.950 
84.666 77.243 92.089 
102.366 82.382 95.515 
112.644 64.681 100.082 
110.360 62 .397 98.369 
104.650 56.687 101.795 

Cot~C'H.JT RAClOt-.1 ALCOHO LlCA E N ORI MA 

--. 

,. --- --- -- /· ··· 

- - SUJETO 1 
- - 5UJET0 2 
- ...... s u.J ETO 3 

30 4 5 60 75 90 105 120 160 

,,., . , ... , 1 

Gráfico 9 . En el que se rep resenta el seguimiento de la concent ración alcohó li ca en 
orina . 
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RESULTADOS DEL ANÁLISIS DE LAS 
MUESTRAS DE SALIVA 

TIEMPO CONCENTRACIÓN (mg/dl) 
mm . 
o 
15 
30 
45 
60 
75 
90 
105 
120 
135 
160 

CONC 
(ma/dl) 

/ \ 
\ 

SUJETO 1 SUJETO 2 SUJETO 3 
0.000 0.000 0.000 

266.813 47.551 178.880 
177.167 112.644 105.792 
179.451 41.841 84.666 
156.611 40.699 131.487 
88.092 18.430 138.339 
117.212 16.717 64.110 
89.805 16.146 38.415 
66.965 11.007 65.823 
52.690 8.724 39.557 
33.847 7.582 33.847 

COl.JCEHTRACIOH ALCOHOLICA El'J .SALIVA 

- -su.JET O 1 -- S UJET02 ···-···SU.JET O 3 

/ .. ' / - ... ........__ ---- ---- ---. 
~'"- .. 
. ----\ 

/~:~ ,' 
// '- .\ _____ . 

! . 

!:' 
'· 

100 mg/d l 

/_,... \ 

1 _,,/ \ .. ' 
' ~ 

50 00 / .. " _,.. '- ..., 
. -"/ ~--------........... 

...... :· .... --------- ----...... ____ _ ___ :--..._ 

t _,/ ·~----
~· ,/ ----------~--------º 00 _,..,,,,,. __ -f---1------+----f---l------+----+------<I----+----< 

o 15 3 0 45 60 75 90 105 12 0 1 ~~mp" (m1:$
0 

Gráfi co 1 O. En el que se representa el seguimiento de la concentración alcohólica en 
saliva. 
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RESULTADOS DEL ANÁLISIS DE LAS MUESTRAS DE 
LOS TRES FLUIDOS POR SUJETO 

SUJETO 1: ERNESTO 

~----·------

! 
1 

TIEMPO FLUIDO 
min. ORINA SALIVA SANGRE 

o 0.000 0.000 0.000 
30 16.717 177.167 49.835 
60 79.527 156.611 85.808 
90 102.366 117.212 108.076 

120 110.360 66 .965 96.657 

CONCENTRACION ALCOHOLICA 

CONC 

(mg/dL) 
- ··::. __ -::_-_C?Ri-N! ~ ·····SALIVA --sANGREl 

i 200.00 

i 180.00 

160.00 

140.00 

80.00 

60.00 

40.00 

20.00 

i 0.00 ~~~~~=-----~-----,----..------......----~---~ 
! 

40 60 80 100 120 140 

l_º _ _ _ _ 2º _ _ tielfl>o (min) ! 
------· 

Gráfico 11. En el que se representa el seguimiento de la concentración alcohólica en los 
diferentes fluidos sujeto 1. 
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SUJETO 2: EDGAR 

TIEMPO FLUIDO 
min. ORINA SALIVA SANGRE 

CONC 

(mg/dL) 

o 

o 0.000 0.000 
30 30.992 112.644 
60 85.808 40.699 

1---·--------

90 70.391 16 .717 
120 62.397 11 .007 

CONCENTRACION ALCOHOLICA 

F _:__· · ORINA - - SALIVA --s ANGRE 1 

20 40 60 80 

---·-·--- --·--- ---- ---·------ - ---

0.000 
28.137 
57.829 
73 .817 
64.681 

100 120 140' 

tietl'llo (min) 

Gráfico 12. En el que se representa el seguimiento de la concentración alcohólica en los 
diferentes fluidos sujeto 2 
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SUJETO 3: SALVADOR 

TIEMPO FLUIDO 

min. ORINA SALIVA SANGRE 

CONC 

(mg/dL) 

O . 0.000 0.000 
30 57.258 105.792 
60 92.660 131.487 
90 151.462 64.110 

120 127.490 65.823 

CONCENTRACION ALCOHOLICA 

[ - - - - ·ORINA - - SALIVA --s ANGRE 1 

0.000 
49.264 
67.536 
85.808 
93 .802 

1 000 -fL-~~~---..~~~~--r--~~~---..~~~~--r--~~~---..~~~~--r-~~~~ 

! o 20 40 60 80 100 120 140 1 

[ tie"llo (min) 
L~~--~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~· 

Gráfico 13 . En el qu e se representa el seguimiento de la concentración alcohóli ca en los 
diferentes fluidos sujeto 3 . 
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RESULTADOS DEL ESTUDIO DE CORRELACIÓN, 
SANGRE/ORINA. 

CORRELACION SANGRE vs ORINA 

TIEMPO SUJETO 1 SUJETO 2 

min . ORINA 

30 16 .717 
-- - -------- --- 1--· 

1------ ----

- -- ------

60 79 .527 
-~-

90 102.336 
--
120 110.360 

•SUJET01 , 2,3 

R' = 0 .5981 

SANGRE ORINA SANGRE 

49 .835 30.992 28.137 

85 808 85 808 57.829 

108.076 70.391 73.817 

96 .657 62 .397 64.681 

CORRELACION SANGRE vs ORINA 

lilllSUJETO 1 

R' = 0.932 

SUJETO 2 

R' = 0.5999 

SUJETO 3 

ORINA SANGRE 

57258 49 .264 
-·------·~-

92 .660 67.536 
- - r----- -- - --

151.462 85 .808 
·-

127.490 93 .802 

/ SUJETO 3 

R' = 0.8443 

1 

L ----- ------
'l• ---· ·---- -------------

.: N~(SP.IJ'."-RE ) ! 
_____ ,_ ... -_--_--------~-1 

Gráfico 14. En el que se representa la co rrelación de etano l en los fluidos sa ngre/orina. 
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RESULTADOS DEL ESTUDIO DE CORRELACIÓN, 
SANGRE/SALIVA. 

CORRELACION SANGRE vs SALIVA 

TIEMPO SUJETO 1 SUJETO 2 SUJETO 3 

min . SALIVA SANGRE SALIVA SANGRE SALIVA SANGRE 

30 177.167 49 .835 112.644 28.137 105.799 49 .264 
- --

60 156.611 85 .808 40.699 57 829 131.487 67.536 
--------

90 117.212 108.076 16.717 73 .817 64.110 85 .808 
----------- - - >---- --

120 66 .965 96 .657 11.007 64.681 65.823 93 .802 

--------------- - ---·----- - --·----

+ SUJ ETO 1, 2, 3 

R2 = 0.019 

CORRELACION SANGRE vs SALIVA 

lll!SUJETO 1 

R' = 0.528 

SUJETO 2 

R' = 0.9436 

·. SUJETO 3 

R' = 0.5478 

... L------------------~-------~--- -------- -.-· --- -- - -
4'• r" 

·-- -- - --- - --------

~ I - ,.;l J .;. t: 

'.• 1 

Gráfi co 15 . En el que se representa la correlación de etanol en los fluidos sa ngre/sali va. 
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20. ANÁLISIS DE RESULTADOS. 

De acuerdo con las gráficas obtenidas en el barrido realizado se observó 
respuesta en la región de 540 a 620 nm con un máximo a 595 nm tanto para la 
solución estándar de 1 OOmg /dL, como para las para las demás soluciones 50, 150, 200 
mg /dl de alcohol etílico /dicromato de potasio, quedando establecida esta lectura como 
el punto máximo de absorbancia. 

Una vez obtenido este punto, se demuestra la dependenc ia conc vs absorban cia 
mediante la curva estándar realizada y el análisis estadístico con el fin de verificar la 
linealidad. 

Los datos estadísticos y gráficas realizadas, muestran una proporcionalidad entre 
la concentración vs absorbancia. El análisis de varianza demuestra que la absorbancia 
depende linealmente de la concentración en el intervalo de 50 a 200 mg/dL el cual es el 
intervalo de importancia para la finalidad del estudio en cuestión. 

Una vez realizado el estudio estadístico se comenzó con las pruebas para el 
ensayo de micro difusión de Conway, pues el objetivo consiste en determinar el 
contenido de alcohol etílico en muestras biológicas por lo que la prueba es imposible 
realizarla en tubo de ensaye, así que se comenzó por certificar los equipos que se 
emplearían para el ensayo así como el diseño de las cámaras de difusión. 

La calibración del espectrofotómetro Campsec M301 se realizó con una solución 
estándar de dicromato de potasio en solución acuosa observando el pico de máxima 
absorbancia en la región esperada. 

Una vez diseñadas las cajas se procedió a realizar el ensayo en ellas, empleando 
la técnica descrita anteriormente, conjuntamente se montaban una prueba en tubo de 
ensaye y otra en la cámara empleando las mismas soluciones tanto de dicromato como 
de alcohol etílico, se comparaban las absorbancias de ambas reacciones para verificar la 
reacción de difusión, encontrando mucha variación entre ambas lecturas, por lo que se 
decidió ha sellar la parte externa de la cámara con agua para evitar fugas, pero seguía 
existiendo variación, como la técnica es por difusión se tomo en cuenta la difusión que 
existía no solo hacia la solución de dicromato de potasio sino también hacia el agua que 
sellaba la cámara, por lo que se empleo en su lugar solución saturada de carbonato de 
potasio, al mismo tiempo se planeo acortar los tiempos de incubación de mas de 4 
horas a temperatura ambiente, por lo que se decidió utilizar calor. 

Se comenzó por certificar una estufa, colocando termómetros en diferentes 
puntos en el interior del equipo, verificando que no existiesen puntos fríos dentro de 
esta o en su defecto en que regiones existe poca variación en la temperatura. 
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Se procedió con los ensayos, determinando la reacción de estándares inicialmente 
a 80ºC durante una hora, obteniendo gran variación en los resultados debido a que el 
material de las cámaras se deformaba, por lo que fue necesario disminuir la temperatura 
y aumentar el tiempo de incubación. Finalmente, se estandarizó una temperatura de 
50ºC durante 90 minutos , en estas condiciones la variación de absorbancia entre la 
prueba en tubo y la cámara se considero en no más 0 .001 nm. 

De esta manera de procedió a la validación del método diseñado, realizando 
pruebas por triplicado para estándares de alcohol etílico desde 50 a 200 mg/dl, 
encontrándose precisión del sistema pues los estudios estadísticos muestran un 
coeficiente de variación menor a 1.5% (C .V.= 1.2977%), así como una t ca1c menor a tiab 
por lo que podemos decir que el sistema el preciso. 

La linealidad del método demuestra que la pendiente y la ordenada al origen son 
estadísticamente significativas a los valores de 1 y O respectivamente como lo 
demuestra la inferencia estadística realizada para cada una de ellas t ca1c m < t 1ab 
(0.00020 < 2.0555) y tca1c b < tiab (-0.0426 < 2.0555). De la misma manera se muestra que 
en el método existe una dependencia lineal entre la cantidad adicionada y la cantidad 
recuperada esto a través del ANADEVA realizado para este. 

En la exact itud y repetibilidad al 100% se observa que el C.V. es menor a 1.5% 
( 1 .0566) y que la inferencia estadística utilizando t s1uden1 muestra que el método es 
exacto y repetible, t ca lc < t1ab (3.08 < 2.04). 

En la reproducibilidad se trabajo de la misn 1a manera, es decir pruebas por 
triplicado, en ensayos alternados tanto en horario como en analista, así como con 
so lucion es diferentes preparadas a diferentes tiempos tanto de dicromato como de 
alcohol etílico, demostrando en los estudios estadísticos que no existe variación por el 
efecto del analista y el día tal como se demuestra en el ANADEVA realizado: Fca1c 
ana1ís1a< F1ab (2.0129 < 4 .032), Fca1c dia<F1ab (0.0031 < 4.032) y el combinado analista-día 
Fcalcanalista-día< Ftab (0.030 < 4.032) 

El límite de detección se observa a 10.8489 mg/dl con un C.V.<6 % (5 .7655 % ) 
y el límite de cuantificación se encontró en los 25.8533 mg/dl con un C.V .< 6% 
(5.7655%). 

Una vez estandarizada la técnica se procedió a realizar ensayos empleando 
muestras de saliva sangre y orina, de personas que no habían ingerido bebidas 
alcohólicas esto con el fin de evaluar alguna interferencia con algún componente de 
estos fl u idos ya que la presencia de cualquier agente oxidante podría ocasionar falsos 
positivos, observando que no hay interferencia alguna . 

EST. 
. lt 
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Durante la evaluación con fluidos biológicos pos1t1vos (muestras de saliva, sangre 
y orina de personas que se les administro bebida alcohólica) se realizaron las 
determinaciones de la concentración de alcohol etílico presente en las muestras 
recolectadas , empleando la técnica ya descrita. 

Los resultados obtenidos con la técnica implementada mu estran que se alcanza 
una concentración máxima de alcohol etílico en sangre aproximadamente a los 90 min . 
presenta ndo posteriormente una disminución gradual, este comportamiento se observa 
claramente en los tres individuos. De las misma manera en la grafica de las muestras de 
orina se observa un comportamiento similar en los 3 sujetos un gradual aumento de la 
presencia de alcohol etílico eliminado por vía renal llegando a un máximo y un 
declinamiento gradual. En tanto que en saliva se observa una mayor variación de las 
concentraciones etílicas presentes en este fluido. 

Como se puede observar en las gráficas, sangre vs. orina existe una mejor 
correlación entre estos dos fluidos para el individuo 1, no así con los individuos 2 y 3. 
Al realizar la gráfica empleando los datos de los 3 sujetos se observa una menor 
correlación que para sus graficas individuales. Estas diferencias se deben a la variación 
biológica de los sujetos así como a la experiencia bebedora que será discutida mas 
adelante. 

Re f erente a el análisis de las gráficas cuando se comparan los fluidos sangre vs. 
sa li va, se observa un comportamiento negativo para las pendientes por lo no es posible 
!a correlación entre estos fluidos. 
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21. CONCLUSIONES: 

1. Se logro implementar una técnica calorimétrica para la determinación de alcohol 
etílico en fluidos biológicos utilizando material de uso común en el laboratorio . 

2. Se logró la validación del método analítico propuesto. Observando linealidad y 
precisión . 

3. Se determinaron las concentraciones mínimas detectables y cuantificables. 

4. En base a los resultados obtenidos prácticamente en ensayos con fluidos 
biológicos y comparados con los resultados obtenidos en otros estudios y por 
otras técnicas de cuantificación, se observó una favorable similitud en estos 
resultados 

5. Se observa una similitud en los niveles máximos de alcohol etílico en los 
diferentes fluidos entre 60 y 90 minutos . 

6 . Se trató de verificar la existencia de correlación en el contenido alcohólico entre 
los diferentes fluidos (saliva-sangre y orina-sangre). Cabe mencionar qu e el 
estudio se realizo solo con 3 individuos, y que el coeficiente de correlación 
obtenido es muy bajo para los datos en conjunto, no así de manera individual, 
por lo que no existen elementos para afirmar que exista o no correlación real 
entre los fluidos. 

7. La aplicación de este método de análisis en la determinación del grado de 
alcoholemia resulta económica en comparación. Con otros métodos 
instrumentales (HPLC y CG). 

8. La aplicación de este método de análisis no requiere de la preparación previa de la 
muestra, ya que no interfieren ninguno de los compon entes de la misma por 
utilizar el alcohol que se escapa de la matriz. 
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9 . Se observa en las graficas de los diferentes fluidos para los individuos de estudio 
los comportamientos son muy similares y que las variaciones de atribuyen a la 
variación biológica así como a la experiencia bebedora, por lo que podemos decir 
que la aplicación de la técnica analítica para este tipo de estudios es útil y 
conveniente . 

1 O. Las gráficas donde se observa la comparación entre sangre vs orina muestran 
una correlación similar a la reportada en la bibliografía para cada uno de los 
sujetos que se modifica por la experiencia bebedora . 

11 . Es posible aplicar esta técnica analítica a estudios de farmacología donde se 
utilice un mayor número de individuos considerando la experiencia bebedora con el 
fin de evaluar la correlación entre diferentes fluidos. 
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