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1. GENERALIDADES Y PROPIEDADES FARMACOLOGICAS DEL ALCOHOL ETILICO.

a) Cinética de Absorcion del Alcohol etilico.

El alcohol etilico es una molécula pequena y poco polar que atraviesa bien las
membranas bioldgicas, incluidas la hematoencefalica y placentaria. Por su caracter
anfifilico que le confiere propiedades de libre difusion se absorbe de forma simple en el
estomago y sobre todo en el intestino delgado y colon.’ ? Algunos factores que retrasan
el vaciamiento gastrico (comida, ejercicio, etc.) disminuyen la velocidad de absorcion y
consecuentemente la concentracion maxima que alcanza. *

En un estudio realizado por Roine et a/ (1991), se observo el efecto de la bebida
alcohdlica en la concentracion sanguinea. A una dosis de 0.3g/kg se observa que
disminuye la concentracion maxima (Cmax) y el area bajo la curva (ABC) cuando se
ingiere a concentraciones del 40% y 4% esto se debe a un incremento en la retencion
gastrica de alcohol etilico (4%<40%) y un mayor metabolismo de primer paso: 4%<40%
(4% =0.004+0.05; 40% =0.329+0.044g/kg).*

La enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) del tracto gastrointestinal es responsable
de un efecto de primer-paso con un valor tipico de 0.25, el cual disminuye con el
alcoholismo cronico. °

Se absorbe en el higado y posteriormente se distribuye en el agua total del
organismo. La concentracion sanguinea maxima de alcohol etilico se iguala rapidamente
con la de los 6rganos bien irrigados como el higado, rinones, bazo y cerebro. "’

El intestino delgado absorbe aproximadamente el 80% del alcohol ingerido y en
adultos sanos de entre el 80-90% de esta absorcion se alcanza dentro de los primeros
30-90 min. y se completa en 4-6 horas. > ®

En condiciones experimentales se alcanzan a los 30-60 minutos concentraciones
plasmaticas de 25-100 mg/dL ingiriendo bebidas alcohdlicas con 25% de alcohol etilico
y se ha observado que la velocidad de absorcion se incrementa con bebidas de
concentraciones moderadas de alcohol (10-15%).% % ?

La cinética del alcohol es compleja y no del todo bien conocida, existe una
primera fase que corresponde a la primera hora tras la ingesta, donde existe una fuerte
pendiente o caida de la concentracion (por la intervenciéon de isoenzimas vy el sistema
microsomal de oxidacion del alcohol), entre la 1? y 6° hora hay una caida mas lineal de
las concentraciones medias que es debido a la accion de la ADH y que se ajusta a la
ecuacion de Widmark. Figura 1

Existe una tercera fase trascurrida la 6° hora de una caida mas lenta para
concentraciones bajas (inferiores a 0.2-0.3 g/L) *
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~ Figura 1. Cinética del alcohol etilico.

Las concentraciones sanguineas de alcohol etilico varian segun diferentes factores
dietéticos, genéticos, hormonales y farmacoldgicos. En general aumentan la absorcion y
su nivel sanguineo:

El mayor flujo sanguineo esplacnico.

Las bebidas de moderada graduacion (vinos).
La motilidad intestinal aumentada.

El ayuno.

La ingestion de alimentos en pequena cantidad.
Los alimentos ricos en hidratos de carbono.

TAE TR

Por otro lado disminuyen la absorcion o los niveles de alcohol etilico:

Las bebidas de alta graduacion (inhiben la motilidad intestinal).

El aumento del pH gastrico.

La ingestion de grandes cantidades de comida.

Algunos aminoacidos (aspargina, alanina, fenilalanina, glutamina a etc).
El aumento de la diuresis.

$ & % ¢ ¢

También la actividad de la ADH disminuye después de ayunos prolongados, los
regimenes hipocaldricos o pobres en proteinas, carencias de zinc, la ingestion de
pirazolonas.
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El glucagon, la hipofisectomia y la tiroidectomia aumentan la actividad de la ADH.
El sistema microsomal de oxidacion del alcohol etilico es inducible por la ingestion
cronica de este y por la toma regular de ciertos inductores enzimaticos (fenobarbital,
fenitoina, rifampicina). La actividad de la deshidrogenasa de acetaldehido disminuye en
caso de enfermedad hepatica con el consiguiente aumento de la concentracion
sanguinea de acetaldehido. La oxidacion del alcohol etilico aumenta cuando se
incrementa la regeneracion del Nicotil Adenil Dinucledtido (NAD ") como sucede tras la
ingestion de glucosa o por el esfuerzo muscular.®

b) Distribuciéon del alcohol etilico en diferentes compartimentos.

Tras su ingestion se absorbe por la mucosa gastrica un 30% vy después por el
intestino delgado proximal el 70% restante. Se puede absorber por el colon y se han
descrito casos mortales por absorciéon pulmonar por alcohol vaporizado. '

La mayor parte del alcohol etilico se metaboliza en el higado por la ADH, enzima
citoplasmatica que requiere NAD™ como aceptor de hidrogeniones. Dada su alta afinidad
por el alcohol etilico (Km<2mM) se satura facilmente y presenta cinética de orden cero
(velocidad de eliminacion constante e independiente a la concentracion) y a un ritmo de
15 a 20 mg/dL/hora dependiendo del peso corporal y probablemente del peso del
higado.

La distribucion del alcohol etilico esta determinada por el efecto de primer-paso vy
por el contenido acuoso de todos y cada uno de los 6rganos y tejidos. Esta distribucion
depende de la velocidad de difusion y se presentan diferentes relaciones de distribucion
para cada fluido. ' ' Tabla 1

Organo o fluido biolégico Volumen de distribucion (L/kg)
Suero 1158
Orina 1.3
Saliva 1:8
LCR 1.385
Cerebro e higado 0.85a0.90
Rinon 0.83
Aire alveolar 0.0005 de la conc. sanguinea

Tabla 1. Concentracion relativa de alcohol en diversos liquidos
organicos,, tejidos y aire alveolar (la concentracion sanguinea es de
1.0)Tomado de Clark (1988)




DIAZ V. G., SANDOVAL C. C. L.

Las mujeres presentan un menor efecto de primer-paso y, por el mayor
componente graso, un menor volumen de distribucion (Vd). Esto determina qgue, a
igualdad de ingesta, se alcancen en ellas mayores alcoholemias que en los varones.'

El Vd aproximado es de 0.6 L/kg en adultos y 0.7 L/kg en ninos. Un consumo de
alcohol etilico de 45 g diarios por tres semanas incrementa él Vd entre 0.73-0.88 L/kg
en hombres, no asi en mujeres que puede mantenerse en 0.7 L/kg.

Una vez que el alcohol etilico alcanza el equilibrio, satura la sangre y se distribuye
a los tejidos de acuerdo a su contenido acuoso. Deprimira el cerebro gradual e
inespecificamente con el deterioro intelectual y motor respectivo para el ser humano.

La relacion de concentracion alcohdlica orina/sangre varia entre 1.4-1.7 cuando la
concentracion alcohdlica exceda 0.50 mg/dL y a medida que esta disminuye
(0.40mg/dL) la relacion orina / sangre se incrementa. Esta correlacion no depende de la
edad (20-60 anos)."?

Existe correlacion en la concentracion alcohdlica de sangre y saliva de 0.85-1.2
en un rango de 10-90 mg/dL (r=0.89). Esta relacion es constante en las fases de
absorcion, distribucion y eliminacion del metabolismo del alcohol etilico. '™ '* ™

c) Metabolismo y eliminacion.

El higado es el principal érgano responsable del metabolismo del alcohol etilico
(mas del 90%), por tres pasos principales: > '°

1.- Alcohol-ADH en la fraccion soluble de la célula.

2.- Sistema de oxidacion microsomal del alcohol etilico, localizada en el
reticulo 2andoplasmico.

3.- Sistema peroxidasa-catalasa, paso minoritario. Localizado en las
proximidades.

El alcohol etilico se oxida en presencia de la ADH, en acetaldehido que es muy
volatil y toxico, este a su vez es oxidado en acetato. Esto aumenta mucho la
concentracion de la forma reducida de NADH, a expensas de NAD . El acetato a su vez
se convierte en acetil CoA, pero esto entrana la conversion de adenosintrifosfato (ATP)
en adenosinmonofosfato (AMP). Figura 2

Muchos cambios consecutivos al consumo de alcohol etilico, como la mayor
produccion de lactato y acidos grasos, la probable disminucién del metabolismo del ciclo
del acido tricarboxilico hepéatico y la menor oxidacion de los acidos grasos, son
consecuencia directa de la mayor relacion NADH/NAD™ producida por la oxidacion del
alcohol etilico. La hiperuricemia causada por el consumo de alcohol etilico obedeceria al
recambio acelerado del AMP, parte del cual ingresa en la via para la degradacion de los
nucledtidos purinicos que forma aceti CoA y finalmente se metaboliza en los tejidos
periféricos como musculos en bioxido de carbono (CO2) y agua. % El 10% de acetato
ingresa a las vias sintéticas formando lipidos.?
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Figura 2. Vletabolismo del EtOH

El alcohol etilico también puede oxidarse a acetaldehido por las oxidasas
microsomicas de funcion mixta que estan en el reticulo endoplasmico liso del higado
(hasta un 10% del total en las grandes ingestiones) y por la via alterna del sistema
catalasa hepatico' '?

Generalmente el 2% del alcohol etilico ingerido escapa de la oxidacion y es
eliminado por aliento (0.7%), orina (0.3%), sudor (0.1%), entre otros.® > Estas pequenas
cantidades presentan un gran interés toxicoldgico, ya que permiten determinar
indirectamente el grado de alcoholemia. ' '°

En un estudio realizado por Charles L. Winek & Kathy L. Murphy indican que la
velocidad de eliminacién, en sujetos de peso corporal medio (70 kg), se describe como
un proceso de orden cero y que esta se incrementa con la experiencia bebedora (dosis
dependiente) de la siguiente manera®. Tabla 2

Velocidad de eliminacion Experiencia / consumo
12 + 4 mg/h No alcohélicos / < 187.5ml.EtOH/mes
15 + 4 mg/h Bebedor social / entre 187.5 y 937.5 0z.EtOH/mes
30 + 9 mg/h Alcoholico / >937.5ml.EtOH/mes

Tabla 2. Velocidad de eliminacion y experiencia de consumo alcohélico®
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Algunos autores consideran el metabolismo del alcohol etilico siguiendo la cinéetica
de Michaelis-Menten con una Km: 0.09-0.11 mg/ml, con niveles de alcohol etilico de
300mg/dL y una Vmax:0.22mg/ml/h. *

El proceso de eliminacion total se describe de acuerdo al modelo de Michaelis-
Menten para cinética enzimatica. La velocidad maxima de eliminacion es de 8.5g/h/70kg
lo cual equivale a una velocidad de desaparicion de 230mg/L/h. El aclaramiento en:
aliento es 0.16L/h, sudor es 0.02L/h y en rifidn 0.06L/h.°

Se estima que la velocidad de eliminacion es de 100-200 mg/kg/h a una dosis de
2g/kg peso corporal.?’ Algunas sustancias aumentan el ritmo de metabolismo tales
como la insulina, tiroxina, corticosteroides, vitamina B, Bs y C, asi como la fructosa.”

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

d) Efectos Farmacoldgicos.

El alcohol etilico es fundamentalmente un depresor de la transmision nerviosa a
nivel neuronal en el sistema nervioso central (SNC).'"? Sus efectos son una
consecuencia directa de su accién sobre las membranas celulares y sobre los
neurotransmisores. Puede modificar la estructura fisica de las membranas, asi como su
composicion gquimica de una forma reversible. En estudios recientes se ha comprobado
que el etanol actua en células del SNC de las siguientes formas:

-« Acentia el efecto de algunos neurotransmisores en sus receptores

postsinapticos,

Las respuestas sinapticas a menudo son mayores amplitud o duracion.

=+ Se aumenta la actividad de canales i6nicos por activacion de proteinas de
membrana.*® Fig.3

i &
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Fig 3. Activacion de proteinas de membranas por etanol.
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El sistema nervioso central es el 6rgano mas afectado por el alcohol que
cualquier otro sistema del organismo. La acetilcolina cerebral, asi como las aminas
biogenas (dopamina, noradrenalina, serotonina) aumentan inicialmente su liberacion lo
cual explicaria el efecto estimulante inicial sobre la actividad psicomotriz para pasar
después a una fase de depresion. El acido gamma-aminobutirico (GABA) es un potente
inhibidor del SNC y esta aumentado en casos de etilismo agudo. También el alcohol es
capaz de aumentar la afinidad del GABA por su receptor responsable del efecto
depresor. Puede ser que el alcohol también influya en el enlace entre los opiodides
endogenos (encefalinas y endorfinas) con sus receptores y sobre los aminoacidos
estimulantes (aspartato y glutamato). Los resultados finales en lineas generales serian
estimulacion inicial a pequefias dosis e inhibicion a grandes dosis™. Por ello el efecto
inicial se manifiesta como una aparente estimulacion, seguido de una conducta
espontanea y menos autocontrolada; el pensamiento y su expresion verbal puede
aparecer mas fluidos pero disminuye la habilidad motora mas fina. En general disminuye
la capacidad de entender y procesar la informacion sensorial por lo que resulta mas
lenta la respuesta inmediata.

Aungue los efectos centrales del alcohol etilico son proporcionales a su
concentracion sanguinea, también es cierta la aparicion de un fenomeno de tolerancia.

A medida que se incrementa la ingesta de alcohol etilico aumenta la alcoholemia,
generalizando la depresion central disminuyendo aun mas la capacidad ideativa vy
asociativa, torpeza, perdida de reflejos, estupor y sueno. Concentraciones mas elevadas
producen coma, depresion bulbar y muerte. La correlacion de ambos parametros se

indican en la siguiente tabla:'® '?
Whisky (ml) Conc. en sangre Efecto Parte de el SNC
(mg/100ml)/(% EtOH) deprimida
30-60 10 - 560/0.01 - 0.05 Ninguna o ligera euforia. Lébulo frontal
90-120 50 - 100 /0.05- 0.1 Influencia leve sobre la vision estereoscopica y la Lobulo frontal
adaptacion a la oscuridad.
120-180 100 / 0.1 Ligeramente intoxicado. Lébulo frontal

120-180 100 -150 /0.1 -0.5 Euforia: desaparicion de la inhibicion; mayor Lobulo parietal
tiempo de reaccion.

180-210 150 - 200 /0.15 - 0.2 Intoxicacidbn moderada; tiempo de reaccion muy
prolongado; pérdida de inhibicion, perturbacion
del equilibrio y coordinacion.

240-270 200 - 250 /0.2 - 0.25 Grado intenso de intoxicacion; perturbacion del Lobulo occipital,

equilibrio y coordinacion; retardo de procesos cerebelo v
quimicos y obnubilacion de la conciencia. diencefalo.
300-450 250 -400/0.25 - 0.4 Coma profundo y posiblemente fatal. Medula

Tabla 3. Correlacién entre la concentracion sanguinea de alcohol y sus efectos en el SNC.
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Por otro lado, los textos especializados mencionan la correspondencia entre la
concentracion del alcohol etilico en sangre y en orina con los efectos farmacolégicos
antes citados, especificamente pérdida de las habilidades motoras e intelectuales. Otros
investigadores reportan estudios en saliva, en donde determinan la concentracion de
alcohol etilico en este fluido y tratan de correlacionarla con la concentracion en
sangre.'’

El momento en que un individuo se califica como “ebrio”, se basa precisamente
en estos dos parametros: determinacion de la concentracion en sangre y la valoracion
clinica del efecto farmacologico manifestado y de acuerdo con la literatura
especializada, un valor de alcohol etilico en sangre mayor a 80 mg/dL se considera
estado de ebriedad.”

e) Efecto sobre otros 6rganos.

Sistema Cardiovascular.- A dosis moderadas provoca vasodilatacion de la piel y
vias digestivas, ya que deprime el centro vasomotor. Con la vasodilatacion periférica
aumenta la perdida de calor y disminuye la temperatura corporal a pesar del bochorno
cutaneo.

Aparato Digestivo.- Estimulacion de las secreciones salivales y gastricas a causa
de la liberacion de histamina y gastrina por el alcohol etilico a dosis bajas. Cuando estas
exceden una concentracion de 20% se inhibe la secrecion gastrica y a concentraciones
de mas de 40% se presenta una accion irritante a causa de la hipertermia e inflamacion
de la boca del estomago.

Rinon.- Al disminuir la secrecion de hormona antidiurética (vasopresina) por el
I6bulo posterior de la hipofisis (Sistema hipotalamo-hipofisis) disminuye la resorcion de
agua produciendo diuresis.

En médula o6sea.- Provoca anemia macrocitica y sobre el nervio optico puede
llegar a causar atrofia.

Nivel hepatico: Provoca inhibicion de glicogénesis, aumento de sintesis de
triglicéridos, disminucion de la actividad del ciclo de Krebs y reduccion de la oxidacion
de acidos grasos
Otras acciones, generalmente toxicas, son a nivel del aparato digestivo ya que produce
irritacion de las mucosas e interferencia con la absorcion de lipidos, minerales, acido
folico y algunas vitaminas (Bi2). En el muisculo, produce alteraciones estructurales de la
fibra muscular, que pueden llevar a miopatia.?

*Articulo 100. DEL REGLAMENTO DE TRANSITO DEL DF.- Ninguna persona puede conducir vehiculos por la via
publica; si tiene una cantidad de alcohol en la sangre superior a 0.8 gramos por litro o de alcohol en aire expirado
supernor a 0.4 miligramos por litro.
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2. SALIVA.

La saliva es un fluido bioldgico préactico para la determinacion de drogas de
abuso, farmacos, contaminantes ambientales y muchas sustancias endogenas, y a
causa de que el alcohol etilico tiene un bajo peso molecular, alta solubilidad en agua vy
no se enlaza a proteinas plasmaticas, asi como la alta irrigacion sanguinea a las
glandulas salivares, hacen de la saliva un fluido disponible para su analisis. **

La saliva se excreta en mayor proporcion por tres glandulas: parotida, sublingual y
submaxilar, contribuyendo con el 90% la parotida y submaxilar.

La composicion de la saliva en adultos normales se resume en la tabla 4 y esta
puede afectarse por numerosos factores tales como el dia, dieta, edad, sexo y cambios
en la velocidad de secrecion. Aproximadamente se producen 1200 ml de saliva al dia los
cuales contienen electrolitos y otras sustancias presentes en pequenas cantidades. El
pH de la saliva se encuentra entre 6.2 - 7.4, la concentracion de proteinas es 1/10 parte
de la plasmatica.*

Espécimen Saliva parotida Saliva submaxilar Plasma
(0.7 ml/min)a* (0.6 ml/min)a*

Potasio b 20.0 17.0 4
Sodio b 23.0 21.0 140
Cloruro b 23.0 20.0 105
Bicarbonato b 20.0 18.0 27
Calcio b 2:0 3.6 5
Magnesio b 0.2 0.3 2
Fosfato b 6.0 4.5 2
Urea ¢ 156:0 7.0 25
Amonio ¢ 0.3 0.2
Acido rico ¢ 3.0 2.0 4
Glucosa ¢ <1.0 <1.0 80
Lipidos totales ¢ 2.8 2.0 500
Colesterol ¢ <1.0 160
Acidos grasos ¢ 1.0 300
Amino acidos ¢ 1.5 50
Proteinas ¢ 250.0 150.0 6000
PH 6.8 -7.2 6.8-7.2 T35
“a Vel. Flujo en ml/min/gland
*b mEg/L
*c  mg/dL

Tabla 4. Valores medios de composicion salivar en adultos sanos comparados con plasma. =
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3.0RINA.

La orina se forma en el rindn el cual posee la notable propiedad de seleccionar vy
retener las sustancias esenciales, excretando al mismo tiempo los productos de desecho
del metabolismo y el exceso de lo ingerido en la dieta. En un adulto normal, el 25% del
gasto cardiaco (aproximadamente 1 litro de sangre), pasa por los dos rinones cada
minuto y un ultrafiltrado de plasma atraviesa cada ovillo glomerular en la capsula de
Bowman. La mayor parte de los solutos de la orina esta formada por urea y cloruro de
sodio, ademas de contener, acido Urico, creatinina asi como potasio, sulfatos, pequenas
cantidades de azucares, productos del metabolismo intermediario como acido oxalico,
acido citrico, piruvato, algunos aminodacidos, glucoproteinas, acidos grasos libres y
metales. Las cantidades presentes de cada uno de estos metabolitos esta determinada
por la ingesta de alimentos del individuo. Los valores de metabolitos mas importantes de
la orina se resumen en la Tabla 5.

Propiedades fisicas y quimicas Valores de referencia.

Volumen 1000 -1800 mlml / 24 hrs.

Color Amarillo paja a ambar aumenta con la
concentracion de solutos.

Aspecto Transparente

Densidad 1.005-1.030 g/dL

pH 4.6 - 8 (En funcién de clima y dieta.)

Proteinas No hay

Cuerpos cetonicos No hay

Bilirrubina No hay

Urobilinégeno 1-4 mg/ 24 hrs.

Glucosa No hay

Tabla 5. Valores de referencias de elementos en orina. (Adulto)
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4. UTILIDAD Y/O APLICACION DE LA DETERMINACION DE ALCOHOL ETILICO EN
SALIVA Y/O EN SANGRE.

El alcohol etilico es probablemente la droga mas antigua que se conoce. En la
Biblia, es referido el vino en los episodios de Noé y Lot. Una tablilla cuneiforme del
2.200 a.c, recomienda la cerveza como tonico para las mujeres en estado de lactancia.
Actualmente es un gran problema médico y social.

El abuso en el consumo de bebidas alcohdlicas (alcoholismo), representa uno de
los problemas de salud publica mas importantes actualmente. El alcohol etilico es una
sustancia capaz de afectar en mayor o en menor medida (dependiendo del consumo, y
la habitualidad), la casi totalidad de los sistemas del organismo, asi como también puede
alterar una gran cantidad de funciones metabdlicas. Entre los 6rganos capaces de ser
alterados estan: el higado (con patologias que van desde el higado graso alcohdlico,
pasando por la hepatitis alcohdlica, hasta la cirrosis en su grado mas severo), el
pancreas (en el que puede desarrollarse pancreatitis hasta insuficiencia pancreatica por
destruccion del parénguima), también pueden afectarse corazon, sistema nervioso
central, sistema enddcrino y sistema inmunolégico. Entre los procesos metabdlicos que
pueden alterarse, se mencionan el metabolismo de las vitaminas, minerales, lipidos,
proteinas e hidratos de carbono. Su deteccion puede realizarse en sangre o en orina. */

a) Aplicaciones Clinicas

Los efectos farmacologicos asi como los desordenes en la funcionalidad de
muchos organos se relacionan directamente con el grado de intoxicacion con alcohol
etilico, el grado de alcoholismo y la tolerancia que se presente en un individuo, asi como
las interacciones medicamentosas son un claro ejemplo de la necesidad de contar con
metodos practicos y especificos para la determinacion directa y/o indirecta de la
concentracion de alcohol etilico en sangre.

El alcohol etilico esta presente fisiologicamente en el organismo humano a niveles
de trazas en sangre y orina, sin que esto represente interferencias en la interpretacién
de los datos analiticos de intoxicacion.?
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b) Aplicaciones Forenses.

El analisis de alcohol cumple uno de los objetivos principales de la toxicologia
forense, en donde la deteccion y aislamiento de drogas en el organismo se correlacionan
con efectos en el comportamiento humano. Por ejemplo: el papel predominante del
automovil en actualidad demandan la imposicion de leyes que protejan al publico de
conductores ebrios, lo que en la practica lleva a procedimientos rapidos y especificos
para la determinacion del grado de autointoxicacion alcohdlica.”’ "' Figura 4

Limites de bebadas alcohdlicas para automowlistas
Lleohol acuralado en una persona de 70kg
%0 Alcohol
en sangre
0.7
i Limite fatal :52:
0.60 ¢ aproxumado
050 Completaments shno ‘
040 ¢
030 ¢
020 ¢
CEEEES bbddbd

1 1280ml Wiskey o & botellas cerveza

0.10
0 e 88
Blml de waskey o 2 hatellas cerveza

oook

Fig. 4 Concentracion de alcohol etilico
y capacidad para conducir. Tomado de Clark (1988)
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5. BEBIDAS ALCOHOLICAS.

Las bebidas alcohdlicas son el producto de la fermentacion por microorganismos
capaces de producir alcohol etilico y otros, a partir de carbohidratos. Existen diferentes
tipos de bebidas alcohdlicas que se diferencian en cuanto a la fuente de carbohidratos o
el contenido alcohdlico. Pero todos tienen en comun la presencia de alcohol etilico.

Existe evidencia documentada de que no se presenta ninguna relacion entre el
tipo de bebida y/o preparacion con la concentracion alcoholica maxima. La
concentracion de alcohol en sangre depende de la cantidad, la velocidad de ingestion, la
concentracion de alcohol en la bebida y la velocidad de metabolizacion del organismo
que se ve modificada con la experiencia bebedora del individuo. Una ingestion rapida
resulta en un efecto acumulativo en la velocidad de eliminaciéon y un incremento en las
concentraciones plasmaticas de alcohol etilico. Este se absorbe mas rapidamente
cuando las concentraciones en la bebida oscilan entre el 10 y 30%. Cuando la
concentracion es menor al 10% hay un menor gradiente de concentracion en el tracto
gastrointestinal y una lenta absorcion lo que retarda el vaciamiento gastrico. Por otra
parte en concentraciones altas (mayores al 30%) la irritacion de las membranas de la
mucosa, el tracto gastrointestinal y el esfinter pilérico causan incremento de secrecion vy
un retardo en el vaciamiento géastrico. *'

El porcentaje alcohdlico de algunas bebidas se resume en la tabla 6.

Bebida Contenido de alcohol (%)
Cerveza Ligera 3.2-4.0
Cerveza clara 4.5
Cerveza 6.0
Cerveza de Barril 6.0 -8.0
Licor 3.2-7.0
Sake 14.0 -16.0
Vino de madera 7.1 -14.0
Vino espumoso 8.0 -14.0
Vino tinto 14.0 - 24.0
Vino dulce 15.5 - 20.0
Brandy 40.0 - 43.0
Whisky 40.0 - 75.0
Vodka 40.0 - 50.0
Ginebra 40.0 - 48.5
Ron 40.0 - 95.0
Tequila e 45.0 - 50.5

Tabla 6. Contenido alcohdlico de algunas bebidas.
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6. METODOS PARA CUANTIFICAR ALCOHOL ETILICO.

Las reacciones de cuantificacion para alcohol etilico, se basan generalmente, en la
oxidacion del grupo funcional a su correspondiente aldehido. Esta oxidacion puede ser
quimica y/o enzimatica, la formacion del producto de oxidacion puede ser utilizada como
medida directa de la cantidad de alcohol etilico presente en la muestra. Aunque existe
una potencial interferencia de alcoholes de cadena corta (metanol e propanol), la
determinacion de alcohol etilico resulta siempre de gran utilidad clinica y forense.

A continuacion se describen algunas técnicas para la cuantificacion del alcohol
etilico.

a) Métodos Colorimétricos.

Estos métodos se basan en la oxidacién del alcohol presente en la muestra y la
determinacion se realiza indirectamente al cuantificar la cantidad del ion reducido que se
esta formando mediante la utilizacion de un espectrofotometro UV-Vis o bien un
colorimetro a la longitud de onda correspondiente al color formado. De manera general
existen tres reacciones que se pueden aplicar a la cuantificacion de alcohol etilico: et

1) Dicromato de potasio (K2Cr207) amarillo+ H2S0s4 — sulfato de cromio (Crz(S0a)s) verde
2) Permanganato de potasio (KMnOas) morado + H* —— ion magnesio (Mn'?) casi incoloro

3) Pentdxido de yodo (l204) incoloro —— Yodo (l) produce color azul con almidén.

14
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b) Métodos Enzimaticos
Estos métodos se basan en la reaccion especifica de la enzima ADH, con

alcoholes de cadena corta (metanol, etanol vy propanol). Esta reaccion es dependiente de
la coenzima NAD" vy la cuantificacion se realiza espectrofotométricamente. **

CHaCH20H + NAD*260 m¢22H 5 CH3CHO + NADH340 nm

c) Métodos Cromatograficos.

La cromatografia es un procedimiento utilizado principalmente para separar e

identificar sustancias quimicas en esta denominacién se agrupan el conjunto de
meétodos que tienen caracteristicas comunes.
El termino cromatografia se puede definir como un método de separacion fisica en el
cual los componentes que se van ha separar se distribuyen en dos fases: Una estara
constituida por un soporte estacionario de gran superficie y la otra por un liquido que es
fitrado ha través de la fase estacionaria, esta fase movil es el medio de transporte
mientras que la fase estacionaria es el agente de separacion. Estos métodos permiten la
cuantificacion especifica de la molécula. **

d) Otros métodos.

1) Fotométrico: Atenuacion de la energia de radiacion (REA) reaccion de copulacion
donde ADH cataliza la oxidacion del EtOH y el NAD "H se reoxida en presencia de una
diaforasa con la reduccion del iodonitrotetrazolio violeta (INT) a formazan-INT. Este
producto absorbe a 492 nm en un espectro de emision fluorescente.

2) Electroanalitico. (+ 0.8V vs. Ag/AgCl) determinacion electroquimica de la formacion
de NAD"H en la oxidacion por ADH. **

3) Determinacion de alcohol etilico por microdifusion (Método de Conway)

Este método se basa en que si una sustancia volatil y un solvente puro se
mantienen en compartimientos separados pero en contacto con la misma atmosfera, el
soluto volatil tendera a disolverse en el solvente puro. El soluto volatil pasara de la
solucion original hacia la atmodsfera para luego disolverse en el solvente originalmente
puro. Finalmente, esto implicara una difusion del soluto desde la solucion original al
solvente. Este proceso ocurrira hasta alcanzar el equilibrio pero, si en lugar del solvente
puro utilizamos una sustancia que convierta al soluto volatil en no volatil, la difusion
ocurrira hasta que la presion de vapor en la atmoésfera compartida tienda a cero.””
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7. VALIDACION.

Actualmente el empleo de una técnica de cuantificacion implica un riesgo si dicha
técnica no ha demostrado ser confiable por lo cual es necesario realizar la validacion de
la misma. Dentro del area de quimica legal existen problemas asociados con los analisis
y dictamenes de un laboratorio forense, en estos casos la muestra analizada es juzgada
y/o considerada como evidencia en casos de imparticion de justicia. La validacion de
técnicas analiticas en el laboratorio forense permite obtener una determinacion
verdadera y confiable?’- %8 293¢

La validacion 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
analiticas deseadas®® ?°

La validacion debe ser realizada tomando en cuenta una serie de consideraciones
tales como: meétodo de anélisis, sustancia a analizar, tipo de muestra, niveles de
concentracion, etc. Por lo cual, para seleccionar los puntos para validar de un método
de cuantificacion dependen de la aplicacion del método, de las necesidades particulares,
de los requerimientos oficiales y algunas veces del criterio de la persona que lo realiza.
Los parametros de evaluacion mas comunes para la evaluacion de métodos analiticos
son los siguientes:

1) Exactitud
2) Linealidad
a) Linealidad del método
b) Linealidad del sistema.
3) Precision
a) Repetibilidad
b) Reproducibilidad
4) Especificidad

Existen otros parametros menos comunes y se utilizaran segun lo requiera el
metodo y son: sensibilidad, tolerancia del sistema cantidad minima detectable, cantidad
minima cuantificable, estabilidad de la muestra, robustez, etc.
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a) DEFINICIONES.

I. Linealidad

La linealidad de un sistema o un meétodo analitico es su habilidad para asegurar
que los resultados analiticos, los cuales pueden ser obtenidos directamente o por medio
de una transformacion matematica bien definida, son proporcionales a la concentracion
de la sustancia dentro de un intervalo determinado.

Il. Exactitud.

La exactitud de un método analitico es la concordancia entre un valor obtenido
experimentalmente y el valor de referencia. Se expresa como el por ciento de recobro
obtenido del anélisis de muestras a las que se les han adicionado cantidades conocidas
de una sustancia.

I1l. Precision.

La precision de un método analitico es el grado de concordancia entre resultados
analiticos individuales cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes
muestreos. Usualmente se expresa en términos de desviacion estandar (D.E.) o del
coeficiente de wvariacion (C.V.). Es una medida del grado de reproducibilidad y/o
repetibilidad del méetodo analitico bajo las condiciones normales de operacion.

IV. Reproducibilidad.

Es la precision de un método analitico expresada como la concordancia obtenida
entre determinaciones independientes realizadas bajo condiciones diferentes (diferentes
analistas, dias y en el mismo o diferente laboratorio con el mismo o diferente equipo).

V. Repetibilidad.

Es la precision de un meétodo analitico expresada como la concordancia obtenida
entre varias determinaciones independientes realizadas bajo las mismas condiciones
(analista, tiempo, aparato, laboratorio, etc).

VI. Limite de deteccion.

Es la minima concentracion de una sustancia en una muestra la cual puede ser
detectada pero no necesariamente cuantificada bajo las condiciones de operacion
establecidas. Una relacion senal ruido de 3:1 6 2:1 se considera generalmente aceptable
para estimar el limite de deteccion.

VII. Limite de cuantificacion

Es la menor concentracion de analito que puede determinarse con precision y
exactitud en una muestra, bajo las condiciones experimentales establecidas. Puede
emplearse una aproximacion basada en la comparacion de las senales medidas con
muestras que contienen pequenas cantidades conocidas de analito con muestras blanco
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y determinando la relacion senal-ruido. Una relacion sefal ruido de 10:1 se considera
generalmente aceptable para estimar el limite de cuantificacion.

VIIl. Especificidad.

Es la habilidad de un meétodo analitico para obtener una respuesta debida
unicamente a la sustancia de interés y no a otros componentes de la muestra u otros
productos de degradacion.

8. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Aunqgue existen investigaciones reportadas en la literatura especializada para
determinar la correlacion entre la concentracion de alcohol etilico en sangre y efecto
farmacolégico manifestado que indique o apoye la valoracion clinica sobre el estado de
ebriedad de un individuo, estos se han realizado en poblaciones anglosajonas cuyas
caracteristicas fisioldgicas no corresponden con la nuestra. Adicionalmente también se
han realizado algunas investigaciones para determinar la concentracion de alcohol etilico
en saliva de individuos que han ingerido bebidas alcohdlicas para establecer su reiacion
con la concentracion de alcohol etilico en sangre en determinado momento y poder
establecer el grado de intoxicacion, con la finalidad de cuantificar en este fluido por ser
de mas féacil recoleccion y manejo,'*'*1%:22

A pesar de los avances en este sentido, de cuantificar alcohol etilico en saliva de
individuos intoxicados, no se ha establecido con exactitud la correlacion entre la
concentracion de alcohol etilico en sangre y saliva, por lo cual seria de gran utilidad
noder realizarlo utilizando una técnica o método accesible a la mayoria de los
laboratorios que tienen la necesidad de realizar este tipo de estudios, ya sea para fines
legales o forenses, O para cuestiones clinicas o de salud.

9. OBJETIVOS.

+ Implementar y estandarizar un método colorimétrico para cuantificar alcohol
etilico en fluidos biolégicos.

w Cuantificar y comparar la concentracion de alcohol etilico en sangre y saliva a
diferentes tiempos.

10. HIPOTESIS
Si consideramos que cierto porcentaje de alcohol etilico es eliminado sin
metabolizarse, es posible desarrollar un método colorimétrico sencillo y reproducible

para determinar y cuantificar alcohol etilico en fluidos biolégicos.
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11. DISENO DE INVESTIGACION.
El presente proyecto se desarrolld en dos partes:

Diseno, implementacion y estandarizacion, del método analitico (colorimétrico)
para la determinacion cuantitativa de alcohol etilico.

En base a este método se realizd un estudio longitudinal comparativo vy
experimental llevado a cabo en una poblaciéon de 3 voluntarios humanos sanos de 25 a
28 anos del sexo masculino y complexion mediana, a quienes se les sometido a una
ingesta controlada de una bebida alcohdlica. Posteriormente se recolectaron muestras
de sangre, saliva y orina a tiempos preestablecidos para determinar la concentracion de
alcohol etilico. A los resultados obtenidos se les realizé un Analisis de Regresion Lineal
para establecer la correlacion entre las concentraciones de ambos fluidos.

12. MATERIALES Y EQUIPO NECESARIO

20 tubos Vacutanier con EDTA

Matraz aforado de 10, 20, 50 y 100 ml
Pipetas Hamilton 25 mL

Pipetas graduadas 1, 5y 10 ml

Vaso de precipitado de 50ml

Camaras de Conway

Micropipeta 100 — 1000 ml.

Celdas de cuarzo para Espectrofotémetro UV
Ligadura

70 recipientes de plastico de boca ancha y tapén de cierre hermético o de rosca, de
capacidad de 20 ml.

Centrifuga clinica 3000-5000 rpm,
Espectrofotémetro

Estufa

Refrigerador 4 °C.

Cronometro, etiquetas y marcadores.
Gradilla
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13. SOLUCIONES NECESARIAS.

Solucion dicromato de potasio (K:Cr207): 4.262g + 500mL H2S04 conc. y aforar a 1L
con agua destilada.

Soluciones estandares de alcohol etilico:

50 mg/dL

100 mg/dL

150 mg/dL

200 mg/dL

Solucion saturada de carbonato de potasio.

14. PROCEDIMIENTO.
a) Estandarizacion y Optimizacion.

La solucion de dicromato de potasio en acido sulfurico, en presencia de alcohol
etilico origina la oxidacion de este ultimo en acido acético, y el cromo pasa a Cr*?,
cambiando su color de anaranjado a verde-azulado, por lo que se procedio a calcular el
maximo de absorbancia de este ion, realizando un barrido a la solucion resultante de
hacer reaccionar en un tubo de ensaye 2 ml de soluciéon de alcohol etilico (100mg/dl)
con 3ml de dicromato de potasio en solucién acida en un Espectrofotémetro Perkin-
Elmer Lambda 2 UV/VIS comenzando en la regiéon visible de 500nm a 700nm.

Se hicieron reaccionar en un tubo de ensaye 2 ml de soluciones estandar de
alcohol etilico a concentraciones (50, 100, 150, 200 mg/dl) con 3 ml de solucion acida
de dicromato de potasio respectivamente y se les realizo un barrido entre las longitudes
de onda visible 500nm a 700nm en un Espectrofotémetro Perkin-Elmer Lambda 2
UV/VIS, para observar el comportamiento de absorcion para cada concentracion, vy
verificar el maximo de absorbancia.
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Una vez verificado el maximo de absorbancia y en base a la técnica de
microdifusion de Conway descrita anteriormente se disenaron e implementaron camaras
de reaccion empleando cajas de petri de acuerdo al siguiente diseno:

CAMARA INTERNA
(DICROMATO)

CAMARA MEDIA
(MUESTRA ALCOHOLICA)

CAMARA EXTERNA
(SOLUCION SATURADA DE CARBONATO DE POTASIO)

DIMENSIONES:

Camara externa diametro externo 10 cm.
Camara media diametro externo 8 cm.
Camara central diametro externo 5cm.
Altura total 1:cm.
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Se colocaron para la reaccion de microdifusion, 4ml de solucion de dicromato de
potasio, en la camara interna, y 2 ml de soluciones estandar de alcohol etilico, (50, 100,
150, 200 mg/dL) en la camara media, asi como solucion saturada de carbonato de
potasio en la camara externa, esto ultimo para sellar y evitar la difusion en agua y
favorecer la saturacion y se observaba el cambio de color en la solucion de dicromato
de potasio.

Para optimizar los tiempos de incubacion, al principio largos (de mas de 5 horas),
se opto utilizar una estufa, a la que se le verificd la temperatura en 50°C a fin de
obtener un calentamiento uniforme.

Posteriormente se realizaron pruebas de temperatura y tiempos de incubacion a
muestras estandar, con el fin de favorecer la difusion dentro de las camaras disenadas,
para un mejor rendimiento.

En todos los ensayos para verificar la reaccion, se realizaban dos pruebas esto es
para cada estandar existian dos ensayos uno directo en tubo y otro en camaras de
difusion comparandose las lecturas de absorbancia de ambas reacciones hasta observar
variacion de 0.01 nm.

Una vez establecidos tiempos y temperaturas para la reaccion se procedieron a
realizar los ensayos de estandarizacion del método analitico.

1) Linealidad del sistema.

2) Precision del sistema.

3) Linealidad del método.

4) Exactitud y repetibilidad al 100%

5) Reproducibilidad

6) Limites de deteccion y cuantificacion.

Posteriormente se realizd el ensayo biolégico en sujetos, administrandoles una
dosis de 0.8g de alcohol etilico por kg de peso en una bebida alcohdlica preparada con
ron* y refresco de toronja en un lapso de 30 min. (Se cuido que la velocidad de ingesta
de alcohol, el consumo de alimentos y los movimientos corporales fueran similares en
todos los voluntarios). Una vez ingerido el primer trago se recolectaron, de manera
adecuada 10 ml de orina, 2 ml de saliva a los 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135y
150 minutos, y 3 ml de sangre a los 0, 30, 60, 90 y 120 min. Almacenandose en
refrigeracion a 4°C hasta su procesamiento y determinacion.

Nota: No se utilizé ningin conservador. Las muestras se recolectaron en
recipientes de plastico y vidrio; limpios y estériles con tapon de cierre hermético y de
capacidad adecuada.

*Se eligio ron por ser una bebida de consumo regular en reuniones sociales y de menor costo en comparacion con otras
bebidas. Adernas de que esta reportado que no existe variacion en la concentracion alcohdlica maxima por el tipo de bebida .
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15. METODO COLORIMETRICO PARA LA DETERMINACION DE ALCOHOL
ETILICO EN FLUIDOS BIOLOGICOS (METODO DE THIENES AND HALEY, 1972)"

1. Adicionar 4 ml de una solucion de K:Cr:07 en el centro de una camara de Conway.
2. Adicionar 2 ml de muestra en el compartimiento exterior de la camara.

3. Incubar 90 min. a 50°C.

4. Recuperar la solucion de dicromato del compartimiento interno.

5. Leer absorcion a 595nm y comparar

con curva estandar segun se indico
anteriormente.
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16. DIAGRAMA DE FLUJO.

VALIDACION
LINEALIDAD DEL SISTEMA|

|
W

PRECISION DEL SISTEMA | —
|

v

LINEALIDAD DEL METODO| -
|

W

EXACTITUD Y REPETIBILIDAD AL 100%>

v

PRECISION (REPRODUCIBILIDAD) —>

w

ESPECIFICIDAD  —

\

LIMITE DE DETECCION

v

LIMITE DE CUANTIFICACION -

Se prepararon estandares a las siguientes
concentraciones: 0, 50, 100, 150 y 200 mg/dL
de manera independiente y se determind su
absorbancia por triplicado. Se calculo el C.V. y
se evaludé el intercepto con estadigrafo de
contraste tsiudent.

Se prepararon 3 estandares de concentracion
100 mg/dL y se determin6é por triplicado la
absorbancia, se evalud el C.V., y se utilizo el
estadigrafo de contraste y°.

Se prepararon muestras adicionadas a
concentraciones de: 0, 50, 100, 150, y 200
mg/dL y se evalué el C.V. y el intercepto
utilizando el estadigrafo de contraste tsucen:.

Se realiz6 el procedimiento a una concentracion
de 100 mg/dL, evaluando el % de recobro
mediante el C.V., y el estadigrafo de contraste

Lstudent.

Se prepararon concentraciones de 100 mg/dL vy
se evaluaron en dos diferentes dias, por dos
diferentes analistas y se determiné el efecto de
cada variable con un Anélisis de varianza

Se adicionaron metabolitos y productos
intermediarios de la reacciéon, asi como otras
sustancias relacionadas y se demostro la
interferencia con la técnica.

Se prepararon diluciones con la minima
cantidad posible y evalud él Iimite de deteccion
como dos veces la senal minima de ruido.

Se prepararon diluciones con la minima
cantidad cuantificable evaluando el C.V., por
duplicado y por tres dias. Considerando un CV
menor a 3%.
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17. DETERMINACION DE ALCOHOL ETILICO EN FLUIDOS BIOLOGICOS

Seleccion,
Estandarizacion,
y validacion de la

técnica

Recoleccion,
almacenamiento vy
tratamiento de las

muestras

Cuantificacion
Del
Alcohol etilico

Analisis de
resultados

Redaccion de tesis

1.- Se administro por via oral
una dosis de alcohol etilico en un
lapso de 30 minutos.

2.- Se recolectaron muestras de
saliva, orina 0, 15, 30, 45, 60,
75, 90, 105, 120, 160min vy
sangre alos O, 30, 60, 90, 120
min. Posteriores a la ingesta.

3.- Se almacenaron las muestras
ad4°C

4.- Las muestras se trataron
utilizando la técnica validada.

TECNICA VALIDADA

1.- K2Cr207 + H2504, 4 ml en el
compartimiento interno de la
camara de Conway.

2.- Colocar 2 ml de muestra en la
camara media.

3.- Incubar 50°C 90min.

4.- Leer a 595 nm.
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18. DETERMINACIONES.

a) Mlaximo de absorbancia.

Se prepararon soluciones estandar de alcohol etilico a 0, 50, 100, 150 y 200 mg/dL.
Tomandose un alicuota 2 ml de solucion de alcohol etilico y otra con 3 ml de solucion
de dicromato de potasio se hicieron reaccionar en un tubo de ensaye. A las soluciones
obtenidas se les determind el maximo de absorbancia. Grafico. 1y 2

ABS
.............. e ST IETE IR
o N S S =S J
- -~ - P & =
- "p' (ST DR .. S5 ;
LONGITUD : !
DE ONDA (nm) . : )
(7. e
' 630 620 610 600 590 580 = 570 560 550

Grafico. 1 Curva que muestra el maximo de absorbancia a
595nm (haciendo reaccionar solucion estandar de alcohol
etilico 100mg/dl. con solucién dicromato de potasio)
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Grafico 2. Curvas que muestran el maximo de absorbancia (535nm), de
abajo hacia arriba (soluciones 50, 100, 150 y 200 mg/dL de alcohol etilico/
con dicromato de potasio)
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b) Correlacion concentracion vs absorbancia

Los datos obtenidos anteriormente se sometieron a regresion lineal y se determino su
linealidad a través de estadigrafo de contraste tswdent vy ANADEVA

CORRELACION DE LA CONCENTRACION-ABSORBANCIA

CONC ABS i y=mXx+ b+ Eij
(mag/mlL) pendiente M= 0.00147
50 0.067 58986.4 intercepto b= -0.00850
100 ©.134 584.4
150 0214 594.0 Inferencia estadistica.
200 0 285 594 .4
X= 5948
Ho:b =0
Estadigrafo de contraste : t s qam Ha:b=0
B o B
r e ———— e ep———
.r -
P
S n .
e 0s:) teatcs = -1.8482629
t = 2.
s _ Jtn-1)Ss2ly-m2s2x S Rk
= n - 3 S .y = 0.003755 ERROR TIPICO
Criterio de aceptacion. t cate < tramias
Intervalo de confianza. =
0.00939098 + b = 0.00089
0.00939098 * b = -0.01789
Intervalo de confianza : -0.01783 <b< 0.00089
A?Jsa CORRELACION CONCENTRACION-ABSORBANCIA
025
02
015
01
y = 0.0015x - 0.0085
0.05
R =0.999
0
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
.0.05 CONC (mg/dL)

Grafico 3 Correlacion concentracion vs Absorbancia.
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c) Verificacion de equipos-estufa.
ANADEVA PARA LA REGRESION

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

Ha= Fcalc > Ftabl (y si depende linealmente de x)

x yi yi (ying)?  |Gipy)?
50 0.067 0.06490 0.01166 0.01212
100 0.134 0.13830 0.00168 0.00135
150 0.214 0.21170 0.00152 0.00135 m= 0.00147
200 0.285 0.28510 0.01210 0.01212 b= -0.0085
y= 0.17500 SC,of 0.02697 0.02694 =5C,,
Siexg  0-00003
2 s
S? .5 000269378
s2 = 000003
INexp
Foa 9552411
F = 928

tab

Se realizo la verificacion de la temperatura interior de la estufa, colocando 10
termometros en el interior de esta, distribuidos en sus dos niveles cinco en la parte
superior apuntando con los bulbos uno hacia cada esquina y otro mas en el centro, al
igual que en el nivel inferior, unas vez obtenidas las lecturas sé graficaron obteniéndose
los siguientes resultados.
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g O O
i w

Temperatura (C‘;C)
o o

TIEMPO TEMPERATURA (°C)

(min) T 3 [ a5 ] e 7] 8] 9710
0 25 25 25 25 | 25 25 25 25 25 25
5 39 37 41 36 40 | 39 32 36 3 38
10 52 53 53 49 50 50 52 54 51 54
15 51 52 50 51 47 50 5l 56 52 53
20 52 52 53 50 49 50 53 55 51 54
25 50 52 49 48 | 46 50 52 53 51 52
30 50 54 54 54 49 5l 50 56 54 51
35 50 52 48 48 47 51 54 54 53 52
40 54 53 52 49 52 53 50 56 52 51
45 52 51 53 49 49 54 51 55 52 51
55 51 54 53 49 52 55 Bl 55 53 52
65 51 52 53 50 50 54 | 5l 57 54 52
75 49 54 54 54 | 50 | 53 | 5l 52 54 51

10

20

Verificacion de equipos
ESTUFA

30

40 50

Tiempo (min)

60

Grafico 4. Variacion de Temperatura en la estufa

70

80
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d) Validacion.

l. Linealidad del Sistema.

Se determind construyendo una curva de calibracion (concentracion vs. respuesta
medida) utilizando 4 diluciones preparadas a partir de una misma solucion patron y
haciendo anadlisis por triplicado para cada dilucion.

El intervalo entre las concentraciones a analizar dependi6é del propdsito del
método, por lo que se utilizé 100 mg/dL como el punto medio de la curva.

LINEALIDAD DEL SISTEMA

CONCENTRACION. ABSCRBANCIA y=mx+b+ Eij
{ mg/mL) A I A A pendiente M= 000175
50 oona i 0.083 0.083 intercepte D= $.00072
130 0.178 _: 0,182 G.184
150 G266 ! 0.266 6.270 Inferencia estadistica.
200 0.347 !  0.346 0.347
Ho:b=0
Estadigrafo de contraste 1 t s Ha:b=4
o 8
—2
. \,1' L7
= P, - .
fn ’(5 H ) teae = 0181384258
trasias = %642
S xy = 2.005343 ERROR
Criterio de aceptacion. t caL < trasLas

Intervalo de confianza. =

0.00771524 + b= 9.63844

0.00771524 - b= -3,60688

Intervalo de confianza : «3.00683 <b< 200844

ABE
(e LINEALIDAD DEL SISTEMA
0. A
y = 0.00175x + 0 00072
R-=099752
9] T T T T T T T T 1
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225

CONG. (maldl}
Grafico 6. Linealidad del sistema
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ANADEVA PARA LA REGRESION

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

=

yi yi iy iy
50 0.084 0.08829  0.01840 0.01725
50 0.083 0.08829  0.01858 0.01725
50 0.083 0.08829  0.01867 0.01725 m= 0.00175
100 0.178 0.1758  0.00173 0.00192 b= 0.000722222
100 0.182 0.17586  0.00144 0.00192
100 0.184 0.17586  0.00125 0.00192
150 0.265 0.26342  0.00209 0.00192
150! 0.266 0.263420  0.00215 0.00192
150 0.270 0.26342  0.00250 0.00192
200 0.347 0.35099  0.01631 0.01725
200 0.346 0.35099  0.01588 0.01725
200 0.347 0.35099  0.01631 0.01725
y= 0.21964 SCu= 0.11530 0.11502=8C,y,
Sinexp= 0.00029
S%xp= 0.011501882
S%exp= 0.00029
Feaic= 40.28576
Fapg= 928

Criterio de Aceptacion.
C.V. £1.50 %
r > 0.99
>0.98
fcale < ttab
Fcac > F tab
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Il. Precision del Sistema.
Se determino por el analisis por triplicado de tres diferentes soluciones estandar
correspondiente a la concentracion de interés en la linealidad del sistema (100 mg/dL).

Criterio de Aceptacion.
E:V: £1.50 %
t cale < t tab

PRECISION DEL SISTEMA

X i
Conc. (mg/mL)| Conc. Media y Desv.Est. y
100 101.415 101.2033 1.3133
1 100 101.224
100 99.321 C.M. CRITERIO
- 100 1.2877 CV.<25
Estanda | 2 100 101.415
100 102.176 n=_9
100 100,844 Intervalo de confianza
3 100 99.511 99.780574 - 102.6260581
100 101.224

Estadigrafo de contraste tg, ent

t=100-X towe. = = 2.7487602
s trap. = 2.04
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Ill. Linealidad del método.

Se determino a partir de muestras adicionadas de 4 diferentes concentraciones de
la sustancia de interés, cada uno de manera independiente, haciendo los analisis por

triplicado.
Las concentraciones de las muestras adicionadas fueron las adecuadas para que,

las concentraciones de las soluciones finales se localizaran dentro del intervalo de la
linealidad del sistema. El analisis se llevo a cabo por un mismo analista en las mismas

condiciones de operacion.

LINEALIDAD DEL METODO

Cencentracion|  Concentracion recuperada (mg/dL)
Adicionada 1 2 3 b= -0.5393
50 46,408 47.551 47.741 m=1.0025
oo 103699 | 101.224 | 103.508 r= 0.9991
LT 151853 | 150.901 | 149.378 = 0.9983
200 199.055 197.532 198.484 x= 125
y= 124.77735
Ho:m=1
Inferencia Estadistica para: pendiente (m) e intercepto (b). Ha:m=1
Ho:b=0
Estadigrafo de contraste t ..,qan Ha:b=0
P b -8B, . i m m
¢ 1 4y g | N2
(n IJ{?E) " (n 1 ){S 3 :'
S J‘"-”sn—’.’-._.m_s-x S vy =2.540927 ERROR TIPICO

teat m= 0.00020 teal b= -0.04296 CRITERIO DE ACEPTACION

ttab m= 2.0555 ttap b= 2.0555 tear < tan
C.R i o
Z5EC
|
1200 1
150 1
i
1100 |
y = 10025 - 0.5363
e | R= 0,983
50+
| ok i e 1 — PR ——
i o 50 100 150 260 250
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ANADEVA PARA LA REGRESION

Ho= Fealc < Flabl (y no depende linealmente de x)
Ha= Fcalc > Flabl (y si depende linealmenle de x)

x yi i (yi-7)2 wipn? |
50 46.4091 49,5876, 6141.6785 56535859
[ 50 475511 49 5876 5963.9902] 56535859
50 47.7414) 49,5876 59346290 5653.5859
100 1036988 99.7145 4443317  628.1762
100]  101.2245 99.7145 5547666  628.1762
100/ 1035084 99.7145 45239200  628.1762
150/  151.8526 149.8414 733.0345  628.1762
150]  150.9009 _149.8414 682.4087)  628.1762
150  149.3783 149.8414 605.17501  628.1762
200  199.0547 199.9683 5517.0343 5653.5859
200  197.5320 199.9683 5293.1579 5653.5859
200]  198.4837 199.9683 5432 5373 56535859
y= 12477795 SCiw= 37,755.13579 3769057268=SC.,,
Sinans 64.56311
Bl 3769.05727
S nexs® 64.56311
Feaie= 58.37788
Frap= 9.2%

Criterio de Aceptacion.

m= 1.00254
b= -0.539271666

Cantidad Adicionada vs Cantidad Recuperada:

1

b =0
2

r

f cale

> 0.98

< ttab

F cale > F tab
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IV. Exactitud y Repetibilidad al 100%.

Se determind con, 3 controles de muestras adicionadas de manera independiente
con la cantidad necesaria de la sustancia de interés para obtener la concentracion del
100%, utilizando e! método propuesto. El andlisis se realizo por triplicado, en las mismas
condiciones de operacion y por el mismo analista.

EXACTITUD
Cong. (mg/mL)| Conc. Rec. Media y Desv Esl. y
100 100.463 101.0976 1.0552
1 100 99,702
100 101.034 CV. CRITERIO
100 100.653 1.0566 CV.<25
Estandar| 2 100 103.318
100 100.653 n= 9
100 100.463 Intervalo de
3 100 101.986 95.9403261 - 102.2543258
100 101,605

Estadigrafo de contraste tsiden

t=100-X

ain 112

Criterio de Aceptacion.

teate, = - 2.08
tran = 2.04

El porcentaje recuperado y el C.V. deberan estar de acuerdo con

tabla:

la siguiente

METODO PROMEDIO DE RECOBRO 0.V
Cromatografico 98 -102 % £2%
Titrimétricos 98 - 102 % <2 %
Quimicos vy 98 - 103 % <3 %
Espectrofotométricos
Microbioldgicos 98 - 105 % <5 %

Criterio de aceptacion de coeficientes de variacion para diferentes métodos.
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V. Precision (reproducibilidad.)

Se determind con una muestra homogénea de producto igual 100mg/dL, realizada
por dos analistas en dos diferentes dias y por triplicado.

Criterio de aceptacion, el C.V. total debe cumplir con los siguientes criterios.

METODO C.M,
Cromatograficos 2 %
Quimicos y Espectrofotométricos 3 %
Microbioloégicos 5 %

Criterio de aceptacion de coeficientes de variaciéon para diferentes métodos.

F cale < F tab

PRECISION (REPRODUCIBILIDAD)

ANALISTA
Cone {mgimi) 1 2
102.747 101.034
1 101.605 101.034
DIA 99.511 98.369
101.986 99.131
2 | io04s3 | sem1
101.415 101.795
ANAdeVA
F. Variacion | g.l 8.8 M.C. F cate Fracias
Analista 1 41328 4.1328 2.1029 4.032
Dia 1 0.0060 0.0060 0.0031 4.032
Analista-Dia 1 0.0030 0.0030 0.0015 2.576
Error 8 15.7221 1.9653
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VI. Limite de Deteccion y Limite de cuantificacion.

Se determiné realizando corridas a O mg/dL de alcohol etilico, determinando el
doble la minima sefal de ruido detectable como el limite de deteccion.

Para el limite de cuantificacion se prepararon estandares diluidos 2:1, a partir de
la concentracion de 50mg/dL, tomando como criterio de aceptacion un C.V. menor al

3%.

LIMITE DE DETECCION

Conc Conc(maldl) recuperada

ma/dl Abs Deteccion | Cuantificacion
0 0.020 11.4199 - = 0.0180 10.8489
0 0.020 11.4199 - DE.= 0.00110 0.62549
0 0.018 10.2779 - CV.= 5.7655 5.7655
0 0.018 10.2779 -
0 0.020 11.4199 -
0 0.018 10.2779 -
25 0.045 - 25.2823 X= 0.0460 25.8533
25 0.046 - 258533 D.E. = 0.00126 0.72226
25 0.047 - 26.4243 CM. = 2.7498 2.7937
25 0.045 - 25.2823
25 0.048 - 26,9953
25 0.045 - 25.2823
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e,

19. DESARROLLO DEL METODO DE ANALISIS EN FLUIDOS BIOLOGICOS.

Antes de iniciar el estudio fue necesario contar con el método analitico validado
para poder cuantificar el alcohol etilico en sangre, orina y saliva.

Los materiales para el almacenamiento de las muestras y los que se utilizaron
durante el procedimiento de analisis fueron nuevos, limpios y se identificaron de
acuerdo a procedimientos de operacion previamente aprobados.

El método cumplio con los siguientes criterios:

. Linealidad

. Exactitud

. Precision

. Reproducibilidad

. Especificidad

. Limite de deteccion

. Limite de cuantificacion

~No o=

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

Se administré una dosis de alcohol etilico de 0.8g de alcohol etilico/kg peso de
una bebida alcohdlica preparada con ron como se muestra en el siguiente cuadro:

| B Sujeto 1 (E) [ Sujeto 2 (G) | Sujeto 3 (S)
Peso corporal 93.75 kg 75.00 kg 92.50 kg
Talla 1.74 m 122 m 1.85 m
Experiencia bebedora Bebedor Bebedor Bebedor social

social bajo social alto moderado
Dosis (alcohol etilico) 75 g 60 g 74 g
Volumen de Ron 260 mi 208 ml 256 mi \
7 tragos (ml ren/vaso) diluido a 30% i
v/v con refresco de toronja. 87.1 ml 21.7 ml 36.6 ml

La administracion se realizd dividiendo la dosis total de Ron en 7 tragos de los
volumenes antes mencionados, cada trago fue administrado en lapsos de 10 minutos
controlando asi la velocidad de ingesta.

A los intervalos mencionados en el procedimiento se tomaron muestras de orina,
saliva y sangre, obteniendo los siguientes resultados.
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s e

RESULTADOS DEL ANALISIS DE LAS
MUESTRAS DE SANGRE

SUTETO 1
. ERNESTO SUJETOZ: EDGAR SUJETO 3

TIEMPO SUJETO 1 SUJETO 2 SUJETO 3

min. CONCENTRACION (mg/dL)

0 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

SALVADOR

COMNCENTRACION ALCOHOLICA ER SARGRE
CONC ma/dL ‘
12000 + 100 mg/dl
100,00 _— -
000 4+
&0.00 -+
4000 + e e — — SUJETO1
g # _./" SUTETO 2
3 ? /J./" 1. 2
Zooo A , .,,-"‘ﬂ: - i - T SUJETO 3
,./"' ®
_.-'_‘.-:-"-’---
000 = + } ; :
0 3n 60 20 : R
{ Yiempa {mia)

Grafico 8. En el que se representa el seguimiento de la concentracion alcohdlica

sanguinea.
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RESULTADOS DEL ANALISIS DE LAS
MUESTRAS DE ORINA

TIEMPO CONCENTRACION (mg/dL)
Min. SUJETO 1 SUJETO 2 SUJETO 3

0 0.000 0.000 0.000
15 0.000 0.000 0.000
30 16.717 11.578 25.853
45 51.548 50.977 68.107
60 79.527 61.255 86.950
79 84.666 77.243 92.089
90 102.366 82.382 95.515
105 112.644 64.681 100.082
120 110.360 62.397 98.369
160 104.650 56.687 101.795

120.00 rif:f) CONCERNTRACION ALCOHOLICA EN ORIMA

moo ' o P d;/,’f’f_“\\

10 1 , l /_// \_\\h
a0 /{,// Mﬂ_ﬁ_—"““«..&‘_ﬂ
40,00 4 _f/
20.00 ,,—:// S— it:;gg 1
','/_/ix"/ -eeeees .'SLIJETD;
1. g
If. o i I"J 30 45 60 75 20 105 120 160
tiempo {min)

Grafico 9. En el que se representa el seguimiento de la concentracion alcohdlica en

orina,
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RESULTADOS DEL ANALISIS DE LAS
MUESTRAS DE SALIVA

TIEMPO CONCENTRACION (mg/dL)
min. SUJETO 1 SUJETO 2 SUJETO 3
0 0.000 0.000 0.000
15 266.813 47.551 178.880
30 177.167 112.644 105.792
45 179.451 41.841 84.666
60 156.611 40.699 131.487
75 88.092 18.430 138.339
90 117.212 16.717 64.110
105 89.805 16.146 38.415
120 66.965 11.007 65.823
135 52.690 8.724 39.55T
160 33.847 7.582 33.847
— ?0,:]? COMNCEMTRACION ALCOHOLICA EM SALIVA
PR \ — — SUJETO1 SUJETOZ  ==-m-e- SUTETO 3
zoo.oo 4 / ; ¢
.f T
]| 150,00 .I‘ -\“\ i
[ e ‘ 100 ma/dl
100.00 ‘rli ﬂ?:x_\‘_‘ N v/'/ o o,
PN Y ™
g 2 e
- L
L A . T D Y

Grafico 10. En el que se representa el seguimiento de la concentracion alcohdlica en

saliva.
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RESULTADOS DEL ANALISIS DE LAS MUESTRAS DE
LOS TRES FLUIDOS POR SUJETO

SUJETO 1: ERNESTO

CONC
(mg/dL)

200.00
180.00 +
160.00
140.00

120.00

TIEMPO FLUIDO
min. ORINA SALIVA SANGRE
0 0.000 0.000 0.000
30 16.717 177.167 49835
60| 79527  156.611 ~ 85.808
90| 102.366 117.212|  108.076
120] 110.360]  66.965|  96.657

CONCENTRACION ALCOHOLICA

SALIVA

| 100.00

80.00 -+
60.00 -
| 4000 -

20004

SANGRE |

0 20

40

60

80

100

120 140

tiempo (min)

Grafico 11. En el que se representa el seguimiento de la concentracion alcohdlica en los
diferentes fluidos sujeto 1.
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SUJETO 2: EDGAR

TIEMPO FLUIDO
min. ORINA | SALIVA | SANGRE

0 0.000 0.000 0.000

30 30992 112.644 28137

60| 85.808| 40699  57.829

90 70.391 16.717 73.817

120 62397  11.007 64.681

CONC CONCENTRACION ALCOHOLICA

(mg/dL)

------ ORINA SALIVA g ANGRE

120.00
W

100.00 4 /—\

80.00 +

60.00

40.00 A

20.00 A

0.00 T T T T T T !
0] 20 40 60 80 100 120 140

tiempo (min)

Gréfico 12. En el que se representa el seguimiento de la concentracion alcohdlica en los
diferentes fluidos sujeto 2
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SUJETO 3: SALVADOR

TIEMPO FLUIDO
min. ORINA | SALIVA | SANGRE

0 0.000 0.000 0.000

30 57258 105.792 49.264

60|  92.660 131.487| 67536

90| 151462 64110  85.808

120| 127.490|  65.823 193.802

CONCENTRACION ALCOHOLICA

...... ORINA SALIVA SANGRE

CONC
(mg/dL)

160.00 ~

140.00

120,00

100.00

80.00

60.00 -+

40.00 +

20.00 A

0.00

1

0 20 40 60 BO 100 120 140
tiempo (min) |

Gréafico 13. En el que se representa el seguimiento de la concentracién alcohdlica en los
diferentes fluidos sujeto 3.

45




e —

ﬁfﬁ DIAZ V. G, SANDOVAL C. C. L.

RESULTADOS DEL ESTUDIO DE CORRELACION,

SANGRE/ORINA.
CORRELACION SANGRE vs ORINA
TIEMPO SUJETO 1 SUJETO 2 SUJETO 3
min. ORINA | SANGRE | ORINA | SANGRE | ORINA | SANGRE
30| 16717]  49.835|  30992]  28137| 57.258] 49264
60| 79527| 85808]  85808] 57829  92660| 67536
90| 102336| 108076 70391  73817| 151462 85808
120| 110360 96657 62.397 64681  127.490|  93.802

CORRELACION SANGRE vs ORINA
©SUJETO 1,2, 3 B SUJETO1 SUJETO 2 < SUJETO 3
R*= 05981 R‘=0932 R‘= 05999 R*=0.8443

Grafico 14. En el que se representa la correlacion de etanol en los fluidos sangre/orina.
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RESULTADOS DEL ESTUDIO DE CORRELACION,

CORRELACION SANGRE vs SALIVA

SANGRE/SALIVA.

TIEMPO SUJETO 1 SUJETO 2 SUJETO 3
min. SALIVA | SANGRE SALIVA SANGRE | SALIVA | SANGRE
30| 177167 49 835 112 644 28137 105799 49 264
60| 156611 85808 40699 57.829 131.487 67536
90 117212  108.076| 16,717 73.817 64110 85,808
120 66.965|  96.657| 11.007 64.681 65.823 93.802
CORRELACION SANGRE vs SALIVA
®SUJETO 1,2, 3 # SUJETO 1 SUJETO 2 SUJETO 3
RI1=0.019 R‘=0528 R‘= 09436 R*= 05478
o

Grafico 15. En el que se representa la correlacion de etanol en los fluidos sangre/saliva.
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20. ANALISIS DE RESULTADOS.

De acuerdo con las graficas obtenidas en el barrido realizado se observo
respuesta en la region de 540 a 620 nm con un maximo a 595 nm tanto para la
solucion estandar de 100mg/dL, como para las para las demas soluciones 50, 150, 200
mg/dL de alcohol etilico/dicromato de potasio, quedando establecida esta lectura como
el punto maximo de absorbancia.

Una vez obtenido este punto, se demuestra la dependencia conc vs absorbancia
mediante la curva estandar realizada y el anélisis estadistico con el fin de verificar la
linealidad.

Los datos estadisticos y graficas realizadas, muestran una proporcionalidad entre
la concentracion vs absorbancia. El anélisis de varianza demuestra que la absorbancia
depende linealmente de la concentracion en el intervalo de 50 a 200 mg/dL el cual es el
intervalo de importancia para la finalidad del estudio en cuestion.

Una vez realizado el estudio estadistico se comenzd con las pruebas para el
ensayo de micro difusion de Conway, pues el objetivo consiste en determinar el
contenido de alcohol etilico en muestras biolégicas por lo que la prueba es imposible
realizarla en tubo de ensaye, asi que se comenzd por certificar los equipos que se
emplearian para el ensayo asi como el diseno de las camaras de difusion.

La calibracion del espectrofotometro Campsec M301 se realizé con una solucion
estandar de dicromato de potasio en solucién acuosa observando el pico de maxima
absorbancia en la region esperada.

Una vez disenadas las cajas se procedié a realizar el ensayo en ellas, empleando
la técnica descrita anteriormente, conjuntamente se montaban una prueba en tubo de
ensaye y otra en la camara empleando las mismas soluciones tanto de dicromato como
de alcohol etilico, se comparaban las absorbancias de ambas reacciones para verificar la
reaccion de difusion, encontrando mucha variaciéon entre ambas lecturas, por lo que se
decidio ha sellar la parte externa de la cdmara con agua para evitar fugas, pero seguia
existiendo variacion, como la técnica es por difusién se tomo en cuenta la difusién que
existia no solo hacia la solucién de dicromato de potasio sino también hacia el agua que
sellaba la camara, por lo que se empleo en su lugar solucién saturada de carbonato de
potasio, al mismo tiempo se planeo acortar los tiempos de incubacién de mas de 4
horas a temperatura ambiente, por lo que se decidid utilizar calor.

Se comenzé por certificar una estufa, colocando termdometros en diferentes

puntos en el interior del equipo, verificando que no existiesen puntos frios dentro de
esta o en su defecto en que regiones existe poca variacion en la temperatura.
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Se procedié con los ensayos, determinando la reaccion de estandares inicialmente
a 80°C durante una hora, obteniendo gran variacion en los resultados debido a que el
material de las camaras se deformaba, por lo que fue necesario disminuir la temperatura
y aumentar el tiempo de incubacion. Finalmente, se estandarizé una temperatura de
50°C durante 90 minutos, en estas condiciones la variacion de absorbancia entre la
prueba en tubo y la camara se considero en no mas 0.001nm.

De esta manera de procediéo a la validacion del método disenado, realizando
pruebas por triplicado para estandares de alcohol etilico desde 50 a 200 mg/dL,
encontrandose precision del sistema pues los estudios estadisticos muestran un
coeficiente de variacion menor a 1.5% (C.V.=1.2977%), asi como una teaic menor a trao
por lo que podemos decir que el sistema el preciso.

La linealidad del método demuestra que la pendiente y la ordenada al origen son
estadisticamente significativas a los valores de 1 y O respectivamente como lo
demuestra la inferencia estadistica realizada para cada una de ellas teac m<t 1w
(0.00020<2.0555) y teacb<twb (-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 exactitud y repetibilidad al 100% se observa que el C.V. es menor a 1.5%
(1.0566) y que la inferencia estadistica utilizando tswdenr muestra que el método es
exacto y repetible, teac<twb (3.08<2.04).

En la reproducibilidad se trabajo de la misnia manera, es decir pruebas por
triplicado, en ensayos alternados tanto en horario como en analista, asi como con
soluciones diferentes preparadas a diferentes tiempos tanto de dicromato como de
alcohol etilico, demostrando en los estudios estadisticos que no existe variacion por el
efecto del analista y el dia tal como se demuestra en el ANADEVA realizado: Fcac
anatista < Frap (2.0129<4.032), Feale da<Frap (0.0031<4.032) y el combinado analista-dia
Feate analista-dia < Frap (0.030<4.032)

El limite de deteccion se observa a 10.8489 mg/dL con un C.V.<6% (5.7655%)
y el limite de cuantificacion se encontré en los 25.8533 mg/dL con un C.V.<6%
(5.7655%).

Una vez estandarizada la técnica se procedié a realizar ensayos empleando
muestras de saliva sangre y orina, de personas que no habian ingerido bebidas
alcohodlicas esto con el fin de evaluar alguna interferencia con algun componente de
estos fluidos ya que la presencia de cualquier agente oxidante podria ocasionar falsos
positivos, observando que no hay interferencia alguna.
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Durante la evaluacion con fluidos bioldgicos positivos (muestras de saliva, sangre
y orina de personas que se les administro bebida alcohodlica) se realizaron las
determinaciones de la concentracion de alcohol etilico presente en las muestras
recolectadas, empleando la técnica ya descrita.

Los resultados obtenidos con la técnica implementada muestran que se alcanza
una concentracion maxima de alcohol etilico en sangre aproximadamente a los 90 min.
presentando posteriormente una disminucion 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 etilico eliminado por via renal llegando a un maximo y un
declinamiento gradual. En tanto que en saliva se observa una mayor variacion de las
concentraciones etilicas presentes en este fluido.

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

Referente a el andlisis de las gréaficas cuando se comparan los fluidos sangre vs.

saliva, se observa un comportamiento negativo para las pendientes por lo no es posible
ta correlacion entre estos fluidos.
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27. CONCLUSIONES:

Se logro implementar una técnica colorimétrica para la determinacion de alcohol
etilico en fluidos biolégicos utilizando material de uso comun en el laboratorio.

Se logré la validacion del método analitico propuesto. Observando linealidad y
precision.

Se determinaron las concentraciones minimas detectables y cuantificables.

En base a los resultados obtenidos practicamente en ensayos con fluidos
biolégicos y comparados con los resultados obtenidos en otros estudios y por
otras técnicas de cuantificacion, se observd una favorable similitud en estos
resultados

Se observa una similitud en los niveles maximos de alcohol etilico en los
diferentes fluidos entre 60 y 90 minutos.

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

La aplicacion de este método de andélisis en la determinacion del grado de
alcoholemia resulta econdmica en comparacion. Con otros métodos
instrumentales (HPLC y CG).

La aplicacion de este método de andlisis no requiere de la preparacion previa de la

muestra, ya que no interfieren ninguno de los componentes 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
variacion biologica asi como a la experiencia bebedora, por lo que podemos decir
que la aplicacion de la técnica analitica para este tipo de estudios es Util vy
conveniente.

10. Las graficas donde se observa la comparaciéon entre sangre vs orina muestran
una correlacion similar a la reportada en la bibliografia para cada uno de los
sujetos que se modifica por la experiencia bebedora.

11. Es posible aplicar esta técnica analitica a estudios de farmacologia donde se

utilice un mayor numero de individuos considerando la experiencia bebedora con el
fin de evaluar la correlacion entre diferentes fluidos.
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