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RESUMEN

El presente trabajo consta de una investigacion teorica y experimental sobre la
validacion de la técnica analitica de identificacién y cuantificacion de etanol, metanol
y acetona en sangre de origen forense empleando el método de cuantificacién con
estandar interno de cromatografia de gases acoplado a inyeccién por espacio de
cabeza conocido por su nombre en inglés como “headspace”

El capitulo | establece una breve introduccion de la ciencia forense, los
antecedentes que la originaron, las evoluciones que ha tenido a lo largo del tiempo
hasta llegar a las disciplinas que la conforman hoy en dia, resaltando la toxicologia
forense que enfoca el area de interés de esta tesis.

En el capitulo Il se engloban las propiedades fisicas, quimicas, farmacologia y
estatus legal, del metanol, etanol y acetona; Introduce los métodos de analisis para la
determinacién de compuestos organicos volatiles (COV’s) en sangre resaltando la
cromatografia de gases usada actualmente por su confiabilidad en el area forense.

El capitulo 11l resalta los elementos mas importantes de la técnica analitica
“cromatografia de Gases”, los fundamentos, alcances, instrumentacion, accesorios y
métodos de cuantificacion, seleccionando para el presente trabajo como método de
cuantificacion el de estandar interno.

El Capitulo IV introduce las generalidades, parametros y conceptos de la
validacién, la importancia de entender, seleccionar y desarrollar correctamente los
puntos al validar dara un resultado exitoso dentro de este proceso.

El capitulo V presenta el procedimiento experimental cualitativo y cuantitativo,
realizado con muestra proporcionadas por el Servicio Médico Forense del D.F de los
cadaveres que ingresaron en el periodo comprendido entre 01 Enero — 31 Diciembre
del 2011, analizadas en un equipo de cromatografia de gases marca Agilent con
Headspace y detector de lonizacion de Flama, estableciendo un método validado
gue proporciona resultados verdaderos y con un alto grado de confianza para el uso
de los peritos quimicos del laboratorio de Quimica del SEMEFO — DF.
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INTRODUCCION.

La importancia de este trabajo radica en el gran niUmero de accidentes viales
gue origina el consumo excesivo de bebidas alcohdlicas, no sin dejar de lado los
abusos fisicos en el ambiente familiar y los delitos que han sido originados por esta
misma causa. Dichas bebida contienen un grado permisible de etanol, y el algunas
bebidas adulteradas metanol y acetona no permisibles por su dafio a la salud, la
ingesta de un alto contenido de bebida lleva al ser humano a un nivel de intoxicacion
gue origina un estado de inconsciencia y ausencia de movimientos y estimulos, por
lo cual el analisis de COV’s en sangre en importante dentro de un estudio
toxicoldgico en el area forense.

La seguridad analitica de trabajar con una técnica validada en el area forense
es de gran aplicacion debido al tipo de muestras que se trabajan, que ademas de ser
de origen bioldgico y algunas en estado de putrefaccion, las muestras nunca son
iguales, no se pueden volver a muestrear, el analisis debe de ser Unico y preciso por
la facil y rapida degradacion de la muestra, los resultados que son emitidos por los
peritos quimicos siempre son cuestionados por el area legal penal, el no tener
garantizado el correcto desempefio del método en, repetibilidad, reproducibilidad,
selectividad, limites de deteccién y cuantificacidn y las variantes que pueden afectar
un resultado cualitativo y cuantitativo en el método, ocasionan que el perito emita un
dictamen con un alto grado de incertidumbre en los resultados.

El estudio del contenido de metanol, etanol y acetona en sangre en el Servicio
Médico Forense es de gran responsabilidad ya que los resultados emitidos afectan
directamente situaciones legales criticas para los involucrados (seguros de vida,
homicidios imprudenciales, custodias, violaciones, etc.) por mencionar los mas
relevantes, sin dejar atras la responsabilidad legal penal que enfrenta el perito
guimico al emitir un resultado falso positivo o falso negativo.

Validar un método analitico aporta la confianza de que el resultado emitido es
verdadero, dando seguridad tanto a los interesados como al perito quimico en el
posible cuestionamiento de su dictamen por parte de las autoridades legales.

La validacién implementada en este trabajo de tesis asegura que el método de
volatiles en sangre de origen forense es selectivo, preciso, reproducible y sensible
cuantitativamente para el tipo de analitos, muestras, analistas, material y equipo, con
gue cuenta el Laboratorio de Quimica del Servicio Médico Forense del Distrito
Federal.

5 O SEMEFO
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Cx

La libertad, en todos sus aspectos, debe de estar basada en la verdad.
Solamente la libertad que se somete a la Verdad conduce
a la persona humana a su verdadero bien

CAPITULO 1

GENERALIDADES DE LAS CIENCIAS FORENSES

Las Ciencias Forense son el conjunto de disciplinas auxiliares de la criminalistica,
cuyo objetivo es identificar, explicar, y aportar pruebas de los delitos asi como la
verificacién de los autores y victimas del mismo, mediante un conjunto de técnicas y
procedimientos de investigacion

La palabra forense viene del adjetivo latino forensis, que significa "perteneciente o
relativo al foro" En la Antigua Roma, una imputacién por crimen suponia presentar el
caso ante un grupo de personas notables en el foro. Tanto la persona que se la
acusaba por haber cometido el crimen como el denunciante tenian que explicar su
version de los hechos. La argumentacion, las pruebas y el comportamiento de cada
persona determina el veredicto del caso. La definicion actual de ciencia forense es la
aplicacion de practicas cientificas dentro del proceso legal. Esencialmente esto se
traduce en investigaciones altamente especializada, que ubican evidencias que
proporcionan pruebas concluyentes al ser sometidas a pruebas en laboratorios con
técnicas y equipos especializados para su estudio.
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1.1. Historia

El origen de las ciencias forenses nace en China durante la dinastia Tang, en
el siglo XllI se publico un libro que explicaba como reconocer las sefales de ahogo o
estrangulamiento, o cémo las heridas podian revelar el tipo y tamafio del arma
empleada.

En 1590 es inventado el microscopio y usado por la ciencia forense, mas tarde
en el siglo XIX es disefiando el primer detector de mentiras que registraba los
cambios de presidn sanguinea asociados a la tensién emocional.

El cientifico Wilhelm His dio inicio a la antopologia forense, trabaj6 en la
reconstruccién del rostro a partir de la estructura 6sea, a finales del siglo XVIII Henrry
goddar consigui6 relacionar una bala con el arma utilizada para dispararla a través
de muescas.

En 1815 Mathieu Orfila se convierte en el padre de la toxicologia al publicar el
libro titulado "Traité des Poisons”, una clasificacion de los venenos mas comunes
usados por criminales. A partir de ese momento se hicieron muchos avances, James
Marsh detecto rastros de arsénico en ufias y pelo posmortem.

Desde los primeros pasos de Marsh, las pruebas para detectar venenos o
drogas se han hecho terriblemente sofisticadas, también se fue desarrollando otras
areas de las ciencias forenses, aplicando las bases de las Ciencias Naturales,
Quimica, Fisica y Biologia generando asi las disciplinas que actualmente existen.

El avance en el area quimica crece a la par que el desarrollo tecnolégico,
actualizando las técnicas de identificacién y cuantificaciéon con instrumentos que
proporcionan un analisis mas preciso y rapido, como espectroscopia infrarroja,
Absorcién atomica, cromatografia de gas, cromatografia liquida de alta presion,
espectrémetros de masa, electroforesis capilar entre otras mas. Actualmente gracias
a estas técnicas se pueden identificar un sin nimero de drogas y percusores
guimicos en cantidades y concentracion cada vez mas bajas.

1.2. Disciplinas

Existen dos clasificaciones dentro de la criminalista, dentro de las cuales se
pueden ubicar a la quimica forense como una de las disciplinas auxiliares. La
criminalistica general partio de tres ciencias basicas: Quimica, Fisica y Biologia
empleando las ramas de cada una de ellas (Figura 1.1)
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Quimica:
Quimica analitica,

organica e inorganica,
micro quimica,
fisicoquimica
(cromatografia de papel
y gases), electrolisis,
electroforesis,
polarografiay
conductometria

bioquimica, quimica <:|

Ciencias que
originaron la
Criminalistica y sus
ramas

Fisica:

|:> Espectroscopia,
fotografia, microscopia,
electricidad, rayos X,
luzultravioleta e
infrarroja, activacion

de neutrones y
absorcién atémica.

Biologia:
Antropologia, citologia, enzimologia,
serologia, histologia. Hematologia
forense, medicina forense

Figura 1.1 Ciencias que originaron la criminalistica.

Las ciencias originales fueron desarrollandose y formando una serie
disciplinas especializadas, en la actualidad en México se pueden tener consideradas
como parte de la criminalistica las disciplinas especificadas en la figura 1.2

CRIMINALISTICA DE CAMPO

DOCUMENTOSCOPIA

IDENTIFICACION

FOTOGRAFIA

Figura 1.2 Areas de la criminalistica
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La Quimica Forense asiste en la procuracién y administracion de justicia al
identificar y en su caso cuantificar los toxicos, quimicos u otra clase de substancias
encontradas en el cuerpo humano o en decomisos de substancias ilicitas, asi como
de manchas de fluidos bioldgicos encontradas en el lugar de los hechos o de
hallazgo. En el &rea de Quimica Forense se pueden desglosar las siguientes lineas
de estudio dentro de este laboratorio.

Estudios Toxicolbgicos

Pruebas en hechos relacionados con armas de fuego

Rastreo hemético

Analisis comparativo de pelo, fibras y residuos de pinturas.

Andlisis para la identificacién y clasificacion de drogas, y percusores
quimicos.

Analisis de residuos toxicos industriales.

Andlisis de muestras de incendio.

Analisis relacionados con delitos sexuales

FEFE O FEEEE

De todas las lineas de estudio del laboratorio de quimica se profundiza en Estudios
Toxicolégicos, debido al enfoque de esta tesis en el analisis de alcoholes.

1.3. Toxicologia Forense

Es la ciencia que estudia los toxicos y la relacién entre cantidad de sustancia
introducida al organismo y el efecto biolégico obtenido, incluyendo propiedades
guimicas, identificacion, cuantificacién y tratamiento.

La toxicologia se conoce desde la antigliedad, I6gicamente el hombre primitivo,
conocio el efecto venenoso de las sustancias a través de las mordeduras de
animales venenosos y a través de la ingesta de plantas que le producian graves
trastornos o la muerte. Se comenzaron a usar los alcaloides como la nicotina, la cual
una sola gota era capaz de matar, en el siglo XVIII Y XIX se descubrié la forma de
aislar el alcaloide.

Con la revolucién industrial, se observé gran cantidad de téxicos provenientes de la
industria que originaban enfermedades y muertes en los obreros, enlazando los
envenenamientos criminales con las intoxicaciones industriales.

La ciencia toxicolégica se desarrolla con el avance de la electronica y de medios
fisicos, los laboratorios de quimica analitica en el &rea forense han evolucionado de
tal modo que existen técnicas y diversos equipos especializados (se invento la
cromatografia de gases y gases masas, que detecta cantidades traza de sustancias
toxicas) dando lugar a la Toxicologia Analitica.

9 0 SEMEFO
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Dentro de los estudios toxicoldégicos mas empleados en los laboratorios de quimica
destacan

Andlisis de alcoholes (metanol, etanol, acetona)

Andlisis de inhalantes (benceno tolueno, xileno, CO)

Analisis de drogas de abuso

Analisis de medicamentos

Analisis de venenos

Andlisis de intoxicacién por insecticidas

Metales pesados

Sustancias corrosivas: acidos y alcalis (blanqueadores y detergentes)

O O O O O O O O

El laboratorio quimico de la unidad de servicios auxiliares del Servicio Médico
Forense del Distrito Federal colabora para establecer con certeza en el momento
mismo de la muerte, el estado real de intoxicacién ya sea por el consumo de alcohol
etilico, consumo de drogas de abuso o algun otro toxico que se encuentre presente
en el individuo.

Esta entidad esta comprometida con la mejora continua de las técnicas
internacionales establecidas en los diversos andlisis en materia de quimica forense.
Con lo cual la investigacion en esta &rea es fundamental, para ello cuenta con
tecnologia actual que obtiene resultados confiables en la identificacion y
cuantificacion en materia de toxicologia.

La intoxicacién de alcohol etilico es una de las principales causas de muerte tanto
directa como indirectamente, su identificacion y cuantificaciéon es de los analisis
rutinarios en investigaciones forenses, para el estudio de esta sustancia se cuenta
con un equipo de cromatografia de gases con inyeccion por headspace.

En el caso concreto de drogas de abuso, las normas internacionales marcan la
identificacion tanto de metabolitos asi como de los principios activos, para lo cual se
cuenta con equipos de orientacion (VIVATWIN) y confirmacién (Cromatografia de
Gases — Masas) para el estudio de estos compuestos.

El desarrollo de este trabajo es sobre el analisis de COV’s en muestras forenses
para la busqueda de sustancias relacionadas con el consumo de bebidas
embriagantes, el método se lleva a cabo principalmente en matriz de sangre, los
compuesto de interés dentro del método de rutina de sustancias volatiles son etanol,
metanol, y acetona.
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CAPITULO 11

COMPUESTOS ORGANICOS VOLATILES (COV's) EN SANGRE
(METANOL. ETANOL Y ACETONA).

Los andlisis toxicolégicos son de suma importancia para rastrear, identificar y
cuantificar un toxico presente en muestras biolégicas posmortem, su estudio es
rutinario dentro de un laboratorio de quimica forense.

El nimero de andlisis de sustancias organicas volatiles en casos asociados a
intoxicaciones es alto, el tipo de sustancias causales son variadas, van desde los
inhalantes (benceno, tolueno, Xileno y etilbenceno), cetonas (acetona, Butanona),
compuestos halogenados (diclorometano, cloroformo), pesticidas, organofosforados,
algunas drogas de volatilidad media, y de las mas importantes el andlisis de
alcoholes (metanol, etanol, propanol 6 butanol) por el consumo excesivo de bebidas
embriagantes.

La importancia del estudio de alcoholes en toxicologia es debido al gran
namero de casos asociados a intoxicaciones por el resto de las sustancias organicas
volétiles, drogas 6 farmacos es menor comparados con los relacionados con el
estudio especifico de alcohol etilico, como influencia en la cusa de muerte y no por
ello carecen de interés e importancia toxicoldgica.
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
@ ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

2.1. HISTORIA

La presencia de COV’s en sangre tiene varias fuentes, por ejemplo, el
consumo de inhalantes aporta contenido de tolueno, benceno y xilenos, la
intoxicacion en un incendio introduce cantidades de CO en la sangre, la exposicién
en actividades laborales a algun tipo COV's acumula cantidades de este compuesto
en el organismo, el mismo metabolismo y proceso de putrefaccién general algunos
COV’s como acetaldehido, por ejemplo dentro de cuerpo.

Una de las fuentes mas importantes es consumo de bebidas embriagantes, el
etanol no es el Uinico compuesto presente en las bebidas alcohdlicas, cientos de
guimicos diferentes han sido detectados con los equipos analiticos avanzados, los
compuestos pueden ser clasificados en acidos, basico, neutros, 6 designados como
volatiles, semi volatiles y muy volatiles, muchos de estos compuestos son
responsables de sabor y aroma de las bebidas ademas muchos de ellos pueden
tener efectos farmacoldgicos, los limites cuantitativos son muy bajos comparados
con la concentracion del etanol, su contenido en algunos de ellos es regulado por su
dafio toxicoldgico (figura 2.1)

La adulteracion de bebidas alcohdlicas se realiza mediante la adicion de
ciertos compuestos quimicos de bajo costo como son el alcohol metilico 6 acetona,
estas bebidas son vendidas a precios mas econémicos y su consecuencia a la salud
puede causar la muerte. Por ello el estudio de alcoholemias incluye la identificacion
y cuantificacion de Etanol (por el consumo de bebidas alcohdlicas), Metanol y
Acetona por el consumo de bebidas adulteradas.

o]

| Acetaldehido
| Formiato de etilo !
:
| butanol
| Acetato de Etilo

ol a2
| N-Propanol [ l i .

COMPUESTOS PRESENTES EN LAS BEBIDAS ALCOHOUCA

\

Mmetanol

Figura 2.1 Compuestos presentes en bebidas alcohdlicas
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

2.2. FARMACOLOGIA

La farmacologia es la ciencia que abarca el conocimiento de la historia, origen y uso
de los farmacos, asi como sus propiedades fisicas y quimicas, asociaciones, efectos
del farmaco sobre el organismo, y efectos del organismo sobre el farmaco
(absorcion, distribucion, biotransformacion y excrecién) y de los procesos que estos
sufren desde que se administran hasta que se eliminan. El farmaco es toda sustancia
gue introducida en el organismo interactta con él y da un beneficio (medicamento) o
un perjuicio (toxico).

La disposicién y destino del etanol en el cuerpo ha sido estudiada ampliamente
desde los afios 1930 seguido del trabajo pionero y de publicaciones de Erik M.P.
Widmark. La investigacion forense de alcohol se ha desarrollado junto a la
investigacion biomédica de alcohol, que esta estrechamente ligada a la disposicién
del alcohol en el cuerpo y el analisis de etanol en fluidos corporales.

En este capitulo se desglosan las propiedades fisicas, quimicas, toxicoldgicas del
etanol, metanol y acetona, principales componentes en las bebidas alcohdlicas y por
su interés en el estudio de alcoholemias

2.2.1. Propiedades Fisicas y Quimicas.

Las propiedades fisicas y quimicas del etanol, metanol y acetona, son desglosadas
en las siguientes tablas, La importancia del conocimiento de las propiedades son de
gran utilidad para el estudio de identificacion y cuantificacion.

Tabla 2.1. Propiedades fisicoquimicas del etanol

I? ETANOL
H | Peso molecular: 46.07 g/mol
Ho N O
\C G Densidad: 0.789 g/cm
v X H
H Punto de ebullicién: 78.0 °C

Sinénimos: Alcohol etilico Viscosidad: 1.074 mPa.s a 20°C

Formula semidesarrollada: C2HeO
Formula desarrollada: CHs-CH2-OH AH® = -277.6 KJ/mol
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Tabla 2.2. Propiedades fisicoquimicas del metanol

Sinénimos: Alcohol metilico
Formula semidesarrollada: CH40
Férmula desarrollada: CH3-OH

METANOL

Peso molecular: 32.04 g/mol
Densidad: 0.7918 g/cm ®
Punto de ebullicién: 65 °C

Viscosidad: 0.59 mPa.s a 20°C

AH°t=-238.4 KJ/mol

Tabla 2.3. Propiedades fisicoquimicas de la acetona

H
H\C/
5
g
“

Sinénimos: Dimetilcetona, B-cetopropano

Formula semidesarrollada: C3HsO

Férmula desarrollada: CHs-(CO)-CH3

H

ACETONA

Peso molecular: 58.04 g/mol

Densidad: 0.79 g/cm

Punto de ebullicién: 56°C

Viscosidad: 0.32 cP a 20°C

AH°t = ND

Tabla 2.4. Propiedades fisicoquimicas del isobutanol

» .

Sinonimos:Alcoholisobutilico,

isopropilcarbinol,2-metil-1-propanol,

alcohol 2- metilpropilico

Formula semidesarrollada: C4H100
Férmula desarrollada: (CH3)2-CH-CH2-OH

ISOBUTANOL

Peso molecular: 74.0 g/mol
3

Densidad: 0.8030 g/cm

Punto de ebullicién: 107.9°C

Viscosidad: ND a 20°C

AH° = ND
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

El alcohol etilico es una sustancia quimica, toxica que ingerida en exceso
provoca cambios inmediatos en la personalidad y va provocando un deterioro gradual
en algunos érganos del cuerpo como el higado, el cerebro, el pancreas y el corazén.

2.2.2. Toxicidad.

El etanol esta considerado una droga porgue altera una o0 mas de las

funciones del organismo. Su toxicidad varia de acuerdo a su origen. EI mas comun
es el alcohol etilico que se obtiene practicamente con cualquier fermentacion de
frutas, aunque también se consumen los alcoholes producidos por granos, tallos y

hojas.

Para que una droga ejerza efecto farmacol6gico debe entrar en el cuerpo en
cantidades suficientes para llegar al sitio de accion. En comparacion con la mayoria
de las drogas de abuso, el alcohol es un agente farmacolégico relativamente débil,
debe ser ingerido en cantidades grandes para causar la sensacién de euforia'y

embriaguez.

Todos los alcoholes y glicoles se metabolizan a través del alcohol-deshidrogenasa.

El etanol es téxico por afectacion directa del sistema nervioso central.

(Fig.2.2)

COMO SE ABSORBE COMO SE ELIMINA

El alcohol pasa ? El higado

por eltubo b metaboliza el

digestivo hasta O alcoholaun

llegar al o ritmo constante

estomago. Donde 9

se absorbe el120% Lostit

del slcohol osrinones

..;:r::)o 3 & recolectanlas
sustancias
resultantes que

9 F“C:uuon sonf'itradasv

1 luego enviadas a
Enel o las vejiga
intestino Higado I Estbmago 9
delgado se \ -

7 En la vejiga se
compl.eta o | o almacenala
SMONEN Ritones 0 orina, que ¢s mas

\ o i abundante que la
0 colgodo normal, luego
o , sera eliminada.

Lasangre, O

conalcohol, (3) :

circula porel I Vejga Una minima
cuerpoy L] parte se elimina
llegaal por exhalacion
cerebro

Figura 2.2 Efectos, Absorcion y Eliminacion del Alcohol
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La concentracion de alcohol en el cuerpo alcanzada después de beber,
depende no soélo de la concentracion de la dosis de etanol sino también de la
velocidad de consumo de este, y las tasas de absorcion, distribucion y metabolismo
en el cuerpo.

La figura 2.3 muestra la lista de muchos de los factores variables que
intervienen en la disposicidon de etanol en el cuerpo, lo que hace que sea facil de
apreciar la razén de las grandes variaciones inter e intra — individuales en los
estudios experimentales.

) ) o

* Edad

- Rako [ * Fumar

* Raza . Elmedio * Bebidas

* Cuerpo < Elindividuo amblente | * Comidas

* Masa T —‘”_—1," * Drogas

E‘ * Indice corporal
CONC : :
S ENTRACION DE 3 Velocn'.l'ad de
ETANOL EN EL CUERPO " bebida '

= r » Actividad de |a

* Estado de salud . : Genéticay enfermedad

* Higado Npovatolosia Gendmica Hepética |
* Rinon ' I/ * Lasenzimas

* Intestino * Polimorfismo

Figura 2.3 Multiples factores que influyen en la concentracion
de etanol en el cuerpo.

Metabolismo del Alcohol: La principal enzima involucrada en la oxidacion del etanol
es NAD+ dependiente del alcohol deshidrogenasa que esté localizado en el Citosol y
el acetaldehido deshidrogenasa localizado en la mitocondria. Esta enzima no es
especifica para la oxidacion de etanol porque otros alcoholes alifaticos tal como
metanol e isopropanol, asi como dioles (etilen glicol), reaccionan como sustrato al
igual que el etanol.

Se pensaba anteriormente que el etanol se oxid6 en cierta medida por la catalasa
gue es una enzima localizada en las peroxisomas. Sin embargo la falta de peréxido
de hidrégeno necesario para que proceda esta reaccion hace que esta via sea
menos probable.
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Aliento - . -
Sl?dn;r CHsCH20H : » Glucurénido
NAD" ~ 949
Alcohol Deshidrogenasa
(ADH)
H* + NADH v
CHsCHO '
EtOH |
NAD Aldehido Deshidrogenasa >0.08 g%
(ALDH)
H* + NADH v e
CHsCOOH
@ e
CO:z2« » H20

Figura 2.4 Metabolismo del etanol

Mucho tiempo se ha sabido que el higado (ADH) es mas selectivo para la oxidacion
de etanol que de metanol por lo que cuando ambos alcoholes estan presentes en la
sangre la oxidaciéon de metanol en metabolitos toxicos, formaldehido y acido férmico
se impide.

AkoholDeshidrogenasa Aldehido Deshidrogenasa
(ADH) (ALDH)

Metanol €= Formaldehido s AcidoFormico

£ £

NAD* NADH NAD* NADH

Nt

Etanol €= Acetaldehido ——————-> AcidoAcético

. Ami.' . ADH2*1
ADH2*1, ADH2*2, ADH2*3 ADH2*2
ADH3*1, ADH3*2

FIGURA 2.5. Metabolismo Etanol - Metanol

Toxicidad del Etanol: Puede ser dafiino por inhalacion, ingestion o absorcion a
través de la piel. El etanol es oxidado rapidamente en el cuerpo a acetaldehido,
después a acetato y finalmente a diéxido de carbono y agua, y lo que no se oxida se
excreta por la orina y el sudor.

e Inhalacién: No existen sintomas significativos de un dafio a la salud a
consecuencia de la inhalacion en los puestos de trabajo con buena circulacién
de aire. La inhalacién prolongada de altas concentraciones de vapor (mayor a
5000 ppm y generalmente en zonas de pobre ventilacion) puede irritar el tracto
respiratorio superior y producir nauseas, dolor de cabeza, vémito, excitacién o
depresion, efectos en el sistema nervioso central, adormecimiento y otros
efectos narcéticos.
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e Ingestion. La ingestion de pequefias cantidades (sobre 100 ml) puede causar
un temporal malestar gastrointestinal y depresion del sistema nervioso central.
Estos efectos son mas severos en personas con problemas previos de salud.
Dosis grandes provocan envenenamiento alcohdlico. También se sospecha
gue la ingestion de etanol aumenta la toxicidad de otros productos quimicos
presentes en las industrias y laboratorios, por inhibicion de su excrecion o de
su metabolismo.La ingestidn constante de grandes cantidades produce

dafios al cerebro, rifiones e higado que conducen a la muerte. La ingestiéon

de alcohol desnaturalizado aumenta los efectos toxicos, debido a la presencia
de los agentes desnaturalizantes, produciendo ceguera e incluso la muerte a
corto plazo.

 Riesgos reproductivos: Existen evidencias de toxicidad al feto y
teratogenicidad en experimentos con animales de laboratorio, tratados con
dosis grandes durante la gestacién. El etanol induce el aborto. En los seres
humanos el consumo excesivo de bebidas alcohdlicas durante el embarazo se
asocia con el Sindrome de Alcohol Fetal en los bebés, con reduccién del peso
al nacer y defectos fisicos y mentales. No existe evidencia de que tales
efectos puedan ser causados por otra via que no sea la ingestion directa de
bebidas alcohdlicas

Toxicidad del Metanol: El alcohol metilico se absorbe por todas las vias (oral,
dérmica y respiratoria), aunque la absorcién por piel dificilmente pueda dar lugar a
intoxicaciones agudas. Con frecuencia se plantea el problema bajo la forma de
intoxicacion cronica. Una vez absorbido se dirige al higado donde sufre procesos de
oxidacién a una velocidad 7 veces menor comparada con las del alcohol etilico o
etanol. La enzima responsable de su transformacién es la alcohol deshidrogenasa
gue lo oxida a formaldehido y éste a su vez es oxidado a acido férmico por la
aldehido deshidrogenasa. La eliminacion se realiza lentamente por via respiratoria a
través de los pulmones, pudiendo permanecer en el organismo hasta 4 dias después
de una dosis Unica. Alrededor de 3 a 5% se elimina sin metabolizar.

e Intoxicacion aguda: La via mas frecuente de absorcién en una intoxicacion
aguda es la digestiva. La dosis letal varia entre 20 y 100 ml aunque algunos
autores informan dosis letales de 240 ml. La muerte por metanol va siempre
precedida de ceguera. Se sabe que incluso 15 ml de metanol han causado
ceguera y el responsable de ello es el formaldehido. De acuerdo a la dosis
absorbida, las formas de presentacion son las siguientes:
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Eorma leve: Sensacidn nauseosa, molestias epigastricas y cefaleas. Si el tiempo
de absorcién es de algunas horas se presenta vision borrosa

Eorma moderada: Se producen vémitos. Hay taquicardia y depresion del sistema
nervioso central. Si se produce el cuadro de embriaguez, es poco intenso y corto

en su duracion. La piel esta fria y sudorosa, la vision es borrosa y hay taquipnea.

Eorma grave: el paciente estd en coma y presenta acidosis metabdlica. La
respiracion es superficial y rdpida. El color de la piel y las mucosas es
francamente ciandtico. Las dificultades para respirar pueden llegar al edema
agudo de pulmon. La orina y el aliento huelen a formaldehido. Se presenta
edema cerebral; coma y a veces convulsiones. Las intoxicaciones graves
presentan insuficiencia renal aguda.

e Intoxicacion cronica: La exposicion crénica al metanol, fundamentalmente por
via respiratoria, produce alteraciones mucosas en las vias respiratorias
superiores y en la conjuntiva. Se favorecen extraordinariamente los procesos
alérgicos respiratorios, que mejoran en cuanto se evita el contacto con la
sustancia. Si la cantidad absorbida es suficientemente alta, pueden producirse
trastornos de la vision que oscilan desde la pérdida de la agudeza visual hasta
la ceguera.

¢ Relacién entre la oxidacion de etanol y metanol : El metanol ocasiona menos
ebriedad que el etanol y de hecho, este signo no es importante en la
intoxicacidn por alcohol metilico, salvo que se consuma una cantidad muy
grande o se ingiera ademas etanol. Hay un periodo de latencia asintomético
de 8 a 36 hs. antes de que surjan los sintomas de la intoxicacion.

Si el sujeto bebi6 etanol simultdneamente en volimenes suficientes, puede
retrasarse en grado extraordinario y a veces, abortarse la aparicién de signos
y sintomas de intoxicacién por metanol. En tales casos, es notoria la
intoxicacidn por etanol y quizas no se sospeche que el sujeto ingirié metanol.

El alcohol etilico compite con el alcohol metilico por la enzima alcohol
deshidrogenasa, teniendo el primero mucha mayor afinidad por la enzima. De
esta manera, el metanol se desvia de su ruta metabdlica y no se
biotransforma a formaldehido y acido férmico, responsables de su toxicidad.

Por los motivos mencionados, se utiliza etanol (alcohol puro) diluido en agua o
en alguna bebida gaseosa para administracion oral o soluciones adecuadas
para administracion intravenosa como tratamiento en una intoxicacion con
metanol. Se realiza un tratamiento alcalino (bicarbonato) para combatir la
acidosis metabdlica.
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Toxicidad de la Acetona: La acetona se ha utilizado por muchos afios como
disolvente y se ha informado de muy pocos efectos téxicos, por lo que ha sido
considerado como un producto poco peligroso, en este sentido. Se ha observado que
la presencia de acetona, aumenta la toxicidad al higado de hidrocarburos clorados
usados como disolventes, entre ellos 1,1-dicloroetileno y 1, 1,2- tricloroetano. Se
excreta del organismo casi totalmente sin cambios, solo un poco se oxida a diéxido
de carbono, acetato o formiato. A concentraciones de 5000 mg/m3 el liquido y el
vapor pueden penetrar la piel. En concentraciones de aproximadamente 12000 ppm
afecta al sistema nervioso central.

En general, los principales sintomas de una intoxicacién por acetona son: cefalea,
irritacion ocular, vias aéreas superiores, incoordinacion, nausea, depresion del
sistema nervioso central, coma, falla cardiaca y respiratoria.

e Inhalacién: En forma de vapor, causa irritacion nasal y vias aéreas superiores,
cefalea, nausea, depresion del sistema nervioso central.

e Por ingestion accidental: Causa irritacion gastrica, dolor abdominal, nausea y
vOMIto.

2.2.3. Efectos en el organismo.

Los efectos causados en el organismo por la presencia del etanol, se especifican en
las figuras 2.6, 2.7 y 2.8.

Potibles Efactos por el consumo prolongado de
Rojo: Generalmente malo

Verde: Generalmente bueno ETANOL
] Bajo o moderado consumo
Largo Consumo
. Cerebro: Sistema
+ Incrementa sensibilidad a insuting
Deterioro Cerebral: o DN « Bojo ricsgo de diobetes.
+ Sindrome de Wenicke nn‘ca, 3 .
Korsahott * Cancer \\ S Cerebro
|+ Vision siterada Atk
* Ao Sangfe * Aeduce riesgo de Infartos silenclosos
* Memara detedorada y A"'!"’ + Reduce tiesgo de demencia
Corazon
+ Cardiomiopatia | -~ Sangre
Psicologico: + Alcohilica |
) * Decrece rombosis
« Irritabifidad Higado ﬁ.‘ * Reduce espasmos arterlales del stress
* Tendencias « Clrrosis N * Incrementa flujo d= ls sangre coronario
antisodales + Hepatitis ‘ * Incrementa HDL
* Depresion Z * Reduce firina
* Ansiegad Eﬁbm * Increments fibrinclisis
. Pinico * Gastritis erdniea
i Pdncreas — | Esqueleto
Alucinaciones * Pancreatitis J
« Desorden del 5 AP / Mejor densidad de minerales
= Tejido periférico /
sueha
* Incremento fiesgo !
de diabetes tipo 2 [ '
I \ < Huesos
Efectos del consumo a lo largo ‘ \\ Rduce ricaga e astiitis
Yauetu placo ‘ = Vesicula
| Rinones Reduce riesgode desarrollar caloulos biliarss
Reduce rlesgo de desarrollar piedras en los rillones
Figura 2.7. Posibles efectos del consumo prolongado de Etanol
20 SEMEFO

TSIDF



VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

Problemas del sistema
nervioso central
Perdida de memoria

Desdrdenes psicologicos

, O Problemas de piel

' Pérdida del apetito y
deficiencia vitaminica

o\
e AY
| ). Obesidad
Impotencia sexual O

Figura 2.6 Efectos adversos del alcohol

Cancer de labio, de
boca, de laringe, de
esofagoy de higado

Etapa de Influenda Alcohdlica segin la
cantidad de alcohol presente en Ia sangre

- ~

Signos y Sintomas Clinicos

Subclinica ‘ + Influsncia 6 efectos que no son evidentes u obvios
+ Comportamiento caso normal por observacion ordinaria.
J0_Snme/dl | * Alteracion Detectable porias pruebas especiales.
R 1 * Una leve euforia, sociabilidad, locuacidad, aumento de la confianzaensi mismo,
Euforia » disminucion de inhibiciones, disminucion de |a atencidn, el juicoy el control, algunas
30-120 mg/dl. I alteracionessensorial— motoras, procesamiznta lentode |z informacian, pérdida de la
aficienciaende laspruebas de rendimiznto.
= ‘\ + Inestabilidad emocional, pércidacritica deljuico, detzrioro da la pracepcion, la memoriay
Emocion lacomprension, somnolencia ytrastornosde equilibrio
90-250 lng/dl. [ * Disminucion da laraspuestasensorial, disminucion de la agudeza visual, visian perifarica,
falta de reflejosy coordinacion,
Confusion ; | * Descrientacion, confusién mental, mareos, aumentc del umbral del dolor,
» | + Estado emocional exagarado (mizdo, rahia, dolor, etc )

180-300 m‘l dl. | + Altaracionas de la vision |diplopia), |a percepcion dzl color, forma, movimientos,
dimensiones. Faltadea coordinacion muscularincremertada, marcha tambaleants, dificultad
parahablary apatia.

Estupor
250 -400 mg/dl. * Inercla general, pérdidaInminente de lasfunclones motoras, disminucion de respuests a
Estado de inconscizncia parcial con estimulos, falte de coordinecion muscular, incapacdidad pare permanecer de pie 0 ceminar,
. ausenciade movimientas y estimulos vamitos, incontinencie de orinay Heces, elteracion de la conciencia o estupor .
Coma ; [ Completa inconsciencia, anestesia, disminucion de losreflejos, t2mparatura por cebap de
losnormal, deterioro de lacirculaciony resplracion
350-500 mg/dl. | + Posible Muarte
ol ‘ Muerte por parorespiratorio
* |
>450 mg/dl. B
Figura 2.8. Influencia Alcohdlica, signos y sintomas.
Tomada de James C. Garriott. Medical — Legal Aspects of Alcohol. 4 Ed.
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2.3. COMPUESTOS VOLATILES EN MUESTRAS FORENSES

El trabajo en un laboratorio de toxicologia forense ha de dar respuesta a los
requerimientos judiciales en el andlisis de sustancias toxicas o potencialmente
toxicas en las muestras forenses de distinto tipo de matriz.

Las muestras son de naturaleza muy amplia, lo que recae directamente en los
métodos analiticos de tratamiento y extraccion, que se estableceran acordes con
cada tipo de muestra.

Cada tipo de muestra bioldgica puede aportar informacion acerca de la presencia de
algun téxico concreto o sus metabolitos en el organismo, teniendo en cuenta el
tiempo de vida media, de eliminacién, el volumen de distribucion, la afinidad del
toxico por los distintos tejidos, etc. La sangre, el suero o el plasma, son las muestras
de eleccién en general para las investigaciones, ya que la sangre es el fluido que se
encarga de distribuir las sustancias por todo el organismo. Esto no quiere decir que
sea la muestra més informativa ya que muchos toxicos desaparecen pronto de ella.

En las siguientes tablas se muestras algunas sustancias volatiles que pueden estar
presentes en muestra de sangre y sus tiempos de retencion teéricos

cromatograficos.
__Tabla 2.5 Compuestos volatiles presentes en sangre

Nombre | Férmula | PM_ | Tr Nombre Férmula | PM Tr
Acido sulfidrico | H 2S 13399 | 3.22 Eter etilico C4H100 | 74.04 10.17
Propeno . Cs3He | 4205 | 4.95 Pentano CsHi2 . 72.09 10.24
Propano | Cs3Hs | 44.06 | 5.17 n- propanol C3HsO | 60.06 10.88
Metanol | CH4O | 32.03 | 6.47 | Butanal CaHsO | 72.06 11.52
Acetalhedido | CoH4aO | 4403 | 6.74 Cloroformo CHCI3 L 11791 11.61
Isobutano | Cs4H1i0 | 58.08 | 7.42 Acetato de etilo C4HsO | 88.05 11.77
Butano . CaH1i0 | 58.08 | 7.94 Hexano CeH14 . 86.11 12.19
Etanol . Co2He | 46.04 | 8.60 Benceno CsHe . 78.05 12.55
Acetonitrilo . CeHsN | 41.03 | 8.79 n- butanol C4H100 | 74.04 12.79
Propanal . C3HeO | 58.04 | 9.35 Heptano C7Hz1e | 100.13 13.85
Sulfuro de carbono | CS2 | 7594 | 9.48 Propanoico C3HeO2 | 74.04 13.99
Diclorometano | CH2Cl2 | 8595 | 9.53 Tolueno C7Hs | 92.06 14.35
Acetona . C3HeO | 58.04 | 9.55 Xilenos CsH1o | 106.08 15.97
Isopropanol | CsHsO | 60.06 | 10.15 | Y- Butirolactona CaHsO2 |  86.04 16.55
Benzaldehido C7H60 106.0 17.26
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2.4. VALORACION MEDICO LEGAL.

En medicina legal es de suma importancia la valoracién de alcoholemia a nivel
judicial en la investigacion de la muerte de un individuo. La muerte por intoxicacion
alcohdlica es poco frecuente. Se analiza el alcohol en distintos fluidos, segun el
estado metabdlico en que pudiera encontrarse, las diferencias entre unas muestras y
otras en ocasiones son importantes por el resultado cuantitativo. La sangre venosa y
el humor vitreo son fluidos adecuados y con buena correlacién en los resultados. No
obstante hay fendmenos de difusién pasiva o produccién de alcohol endégeno por
putrefaccién que dificulta la interpretacion.

La valoracién postmortem de la alcoholemia puede permitir llegar a
conclusiones sobre el mecanismo y etiologia médico legal de la muerte (puede
investigarse muertes por homicidio, suicidio o accidentes donde el valor de la
alcoholemia permite calificar los hechos). En conclusion en medicina forense el
alcohol es el toxico cuya determinacion se solicita con mas frecuencia en el estudio
necrépsico y su investigacion como dato probatorio en procedimientos civiles y
penales estd ampliamente demostrado.

Durante el desarrollo del estudios de alcoholemia, se debe considerar la
correcta toma de muestra, debido a que de esta depende la certeza de los resultados
, ya que en materia forense las muestra son Unicas e inrrepetibles, no es posible
tomar nuevamente la muestra y en caso de ser tomada esta no emitiria un resultados
reproducible a la muestra anterior por la putrefaccién del cadaver.

Existen algunos casos en materia civil, penal y laboral en los cuales el influye de
manera importante un resultados de alcoholemia. (Figura 2.9.)

= Pago de seguros automovilistico, de
C TN s vida & de gastos médicos mayores

I V| = Dafios a terceros

* Guardia y custodia de un menor.

* Deslindar responsabilidades
= Ventade bebidas adulteradas

* Pago de indemnizacion por accidentes
laborales.

* Termino del contrata laboral

Laboral

Figura 2.9. Influencia legal de los resultados de alcoholemias.
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2.5. ESTADISTICA ACTUAL
FORENSE (SEMEFO)

EN EL SERVICIO

MEDICO

Dentro del servicio médico Forense los estudios Toxicolégicos son de suma
importancia, en especifico el estudio de alcohol se realiza en practicamente todas

las muestra que ingresan al laboratorio de quimica.

Durante el 2011 se concluyen mediante los siguientes graficos, la cantidad de
muestras, estudios de alcohol positivos, zonas de procedencia y edades de
cadaveres ingresados al Servicio médico Forense en este periodo.

ESTUDIOS TOXICOLOGICOS REALIZADOS EN EL 2011

67.80%

Laboratorio de
Quimica

ESTUDIOS POSITIVOS PARA ALCOHOL REALIZADOSEN EL 2011

Muestras

Positivas 25, 72%

Muestras Negativas

74,27%

17.44 %

Total de cadaveres ingresados
al SEMEFO en el 2011

4849

Muestras recibidas en el
laboratorio de Quimica para
estudios Toxicolégicos

3288

Muestras recibidas en el
laboratorio de quimica para
estudios toxicologicos

3288

Muestra positivas en el estudio
de alcohol

846

Figura 2.10 Muestras ingresadas en el laboratorio de quimica para estudios de alcohol
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PORCENTAJE DE MUESTRAS POSITIVAS PARA
ETANOL, METANOL Y ACETONA

|NoCADAVERES | %

@ ceranoL 810 95.74
@ METANOL 25 2.95
O AceTonA 1 1.30

ETANOL 95.74%
810 Cadaveres

Figura 2.11. Porcentaje de muestras positivas a etanol, metanol y acetona

MUESTRAS POSITIVAS PARA ALCOHOL POR EDADES

2.14%

76-90 Afos [N ¢

9.54%

s6- 65 Anor |GGG

13.35%
4555 Arcs | .,

EDADES

20.73%

Se-asanos fo= = - = - o = o = = FF - gy

26.22 %

2635 s | 22

23.72%

14-25 A% | 155
0 50 100 150 200 250
No DE CADAVERES
Figura 2.12. Porcentaje de muestras positivas en el estudio de alcohol por edades
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MUESTRAS POSITIVAS PARA ALCOHOL POR DELEGACION

5 | ze 2 IZTACALCO
§ _ 3 AAE - TRASNPORTECOLECTIVO METRO
AAE SE MIL - MILPALTA
E——— MC 3 MAGDALENA CONTRERAS
ML [ 14 AZ 3 AZCAPOTZALCO
™ - TLAHUAC
McC _ 18 XH = XOCHIMILCO
Az [ 15 C = CUAJIMALPA
= — A0 - ALVARO OBREGON
™ [ B 87 oo
S CY 3 COYOACAN
S xH I 29 GAM 9 GUSTAVO A. MADERO
B) - BENITOJUAREZ
S o [ TL 9 TLALPAN
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2 62
a VC 5 VENUSTUANO CARRANZA
o I 2 Zr 5 ZTAPALAPA
cr I 15

Gav I 103

100 120 140 160

o
8
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8

17.84% 1ZP

7.56% VC

5.91% MH

&
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Figura 2.13 Muestras positivas a alcohol por Delegaciones.
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2.6. METODOS DE ANALISIS

Actualmente en la literatura se puede encontrar diversos métodos que indican la
presencia de alcohol en sangre ya sea de forma cuantitativa o cualitativa, algunos de
ellos se han ido modificando, otros han quedado en desuso o bien han sido
suplantados por técnicas mas modernas, rapidas y confiables. Los métodos pueden
ser clinicos o bioquimicos:

* Pruebas del consumo reciente de alcohol

* Pruebas de la perdida de control de las
facultades

* Estados Patologicos capaces de simular
intoxicacion alcohdlica

*Métodos Incruentos

*Métodos Cruentos
v'Widmark
v'Truhaut—Boudéne
v'Newman
v'Haggardy Greenberg
v'Nicloux o del Dicromato
Y Enzimatico UV
¥irwing Sunshine
v'Cromatografia de Gases.

Figura 2.14 Métodos que indican la presencia del alcohol en sangre.

METODOS CLINICOS:

No existe ningln sintoma aislado que sea peculiar del alcohol. Por otra parte, la
resistencia individual frente al téxico es muy variable, por lo que el juicio en cada
caso concreto, debe ser prudente y nunca generalizador. Para establecer dicha
influencia, deben aplicarse pruebas clinicas que logren determinar lo siguiente:
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o Pruebas de consumo reciente de alcohol: La Unica prueba
practica es el olor a liquidos alcohdlicos en el aliento y el las
materias vomitadas en su caso.

1. El olor no depende del etanol, sino de los otros
componentes de las bebidas.

2. La intensidad del olor varia segun la naturaleza del
liquido, asi como el tiempo transcurrido desde su
ingestion.

3. Algunas sustancias pueden desfigurar, atenuar o
intensificar el olor.

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

Y todas en conjunto son pruebas subjetivas

Métod

oS

Clinico o

o Pruebas de la pérdida de control de las facultades: Una
S conclusién correcta sé6lo puede lograrse considerando una

combinacioén de varias pruebas y observaciones, tales como:

1. Lengua seca o alternativamente salivacién excesiva.

2. Insolencia, lenguaje injurioso, excitacién o indiferencia

3. Irritacién y sufusién conjuntival.

4. Las pupilas pueden variar desde la mas extrema dilatacion
a la maxima contraccion.

5. Pérdida o confusion de la memoria

6. Caracteres de la respiracién y, especialmente, presencia

de hipo.

e Estados patologicos capaces de simular una intoxicacion
Alcohdlica: El diagndstico debera hacerse a través de una
anamnesis minuciosa, la exploracion fisica completa de los
principales sistemas organicos, con las pruebas funcionales
pertinentes, y los examenes completos de laboratorio.

Figura 2.15 Métodos clinicos de identificacion de presencia de alcohol en sangre
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@ VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
3

METODOS BIOQUIMICOS:
Consista enla dosificacion de alcohol en la sangre o en los fluidos
organicos, da donde daducir la impragnacion alcohdlica del arganismo.
Estos métodos pueden dividirse enincruentosy cruentos,

¥ N v
METODOS CRUENTOS METODOS INCRUENTOS
El anélisis recae sobre la sangre. Segun |a cantidad necesaria de Tienen por objeto eliminar |as objeciones que se han planteado
ésta se distinguen macrométodos (10 ml), semi- a la extraccion de la muestra Estos métodos recaen en Ia orina,

micrométodos{2ml) y micrométodos [décimas de mililitro). En la saliva y el aire exhalado. La determinacion de alcohol en el |
cualquier caso, para la extraccion de sangre, la desinfeccion se i aire exhalado se bass en que a partir de 15 minutos despues de |
hard siempre con liquidos no alcohdlicos, ya que de lo contrario | haberingerido una bebida alcohdlica, la concentracion de

se contaminara gravemente la muestra hasta invalidar el alcohol en el aire exhalado refleja |a concentracidn alcohdlica de

resultado del analisis, Dentro de los antiguos métodos la sangre circulante a través de los pulmones.

bioquimicos se encuentran los de oxido reduccién tales como:

METODO DE WIDMARK: Este micrométodo desarrollauna técnica de destilacion y oxidacion simultinea con volatilizacion del analito (etanol) por
efectode temperatura, conuna mezdasulfocromica [dicromato de potasio con acido sulfirico). Posteriormente se procede alatitulacion
yodométrica de! dicromato de potasioen exceso.

METODO DE TRUHAUT-BOUDENE:Es un semi-micrométoda basado en lareduccidn de un reactivo nitrocromico por el alcohol destilado de la
sangre; la reduccion tiene lugar en frio, lo que permite que se desarrolle de manera uniforme.

METODO DE NEWMAN: Es un micrométodo rapido, no pracisa de ningtin aparato especialy se practica en 1 ml delliquido, el aloohol es destilado
enunerenmeyer, unalizgeracorriente de aire lleva los vapores etilicos 2 unamezcla suffocrdmica, la oxidacion deletanol esllevada hastasl estado
de cido acstico.

METODO DE HAGGARDY GREENBERG [pentoxido deyodo):E! alcohol mas un poco de agua de la muestra, esvaporizadoy hecho pasapor un tubo
que contiene pentéxido de yodo (120 s6kido calentado 2 150°C. el alcohol es oxidado y la reaccién forma unamezda de 15 y HI que son
determinados portitulacion contiosulfato seguido de unatitulacion con tiosulfato con un estindarbase.

METODO DE NICLOUX O DEL DICROMATO: E5 un macrométodo se basaen la dosificacion del alcohol sobre una aficuota del producto de la
destilacion poroxidacion con mezcla sulfocromica en caliente.

METODO POR CROMATOGRAFIA DE GASES: En la actualidad es el método mds aceptadoy se encuentra avalado por las publicacionescientificas
internacionales. Trabaja en la identificacion y cuantificacion de etanoly otros alcoholes o cetonas en muestrasde sangre, utiizandola tecnica del
espacio cabeza “head space” para separar los analitos de la matriz, previoa la inyeccion enel cromatografo.

METODO ENZIMATICO (alcohol deshidrogenasa)/ LiV: L2 enzima alcohol deshidrogenasa {ADH) actiia como catalizador en una reacrién de
transporte de H, durante |a cual el alcohol etifico se transforma por deshidrogenacion en acetaldehido, El acetaldehido formado puede ser
desplazado totalmente haciala derecha en condiciones alcalinas atrapando el acetaldehido formade, Elacetaldehido esoxidadoen presenciade
aldehido deshidrogenasa (Al DH) cuantitativamente aacido acético . Terminada la reaccion, se puede medirfotométricamente a340y 386 nm.

METODO PROPUESTO POR IRWING SUNSHINE: Es un método de destilacion directa, y cada porcion del destiladoes sometidoalectura enel
espectofotometro. Deben de tomarse en cuenta sustancias que interfieren en la lectura como el metanol, isopropanol, formaldehido y paraldehido.

Figura 2.16 Métodos Bioquimicos para identificacion de presencia de alcohol en sangre
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CAPITULO 111
CROMATOGRAFIA DE GASES.

Los inicios de la cromatografia se dieron con la separacion de colores, la
evolucion de esta técnica es desarrollada en la siguiente linea del tiempo (Figura 3.1)

=P Siglo XIX Cayo Plinio Cecilio Segundo
Separa coloranies sobre papira

1850 Fernando Friedrich Runge

9  Descubre los cationes organicos por
cromatografia en papel: Azul de anilina,
cafeina, alquilan da hulla

=P 1906 Botanico ruse Miguel Tswett
Separa pigmenlos vegetales en distintas
zonas coloreadas al ulilizar una
columna de vidrio

=9 1938 Taylor y Urey
En 1939 se logra sintetzar resinas de
intercambio idnico.

> 1948 Arne Wilhelm Kaurin Tiselius

Premic Nobel de Quimica por su trabajo
en la separacion de coloides mediante
electroforesis

-p- 1952 Archer John Porter Martin

=P 1967 Porath - |daa |a cromatografia de
afinidad

=P 1965 Nace |a moderna Cromatografia
Liquida de Alto desempena HPLC.

=P 1959 Se introduce el Espectrofotémetro de
masa ala Cromatografia de Gases

=P 1958 James Lovelock.- Presenia el
detector de captura de electrones

=P 1958 Fodin y Porath
Descubren que usando como fase
estacionarnia geles se consigue separar
polimeros sintéticos de alio peso
molecular.

=P 1956 Fgon Stah|

Estandariza la cromatografia de capa fina
origina por los trabajos de los rusos
lzmailov y Schraiberen.

Premio Nobel de Quimica, con Richard
L M. Synge, porlainvencion de la
cromatografia de |a particion

P 1954 J. Harley, Nel W, Pretorius V.
Describen el detector de lonizacidn de
flama

Figura 3.1. Linea del tiempo de cromatografia
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La etimologia de la palabra cromatografia deriva de dos vocablos griegos
khromatos, Color y graphos que quiere decir escritura. La cromatografia es un
poderoso método de separacion que tiene aplicacion en todas las ramas de la
ciencia, las cuales han aumentado de gran manera debido a las necesidades
crecientes de mejores métodos para separar compuestos estrechamente
relacionados en mezclas complejas.

La caracteristica que distingue a la cromatografia de la mayoria de los
métodos fisicos y quimicos de separacion, es que se pone en contacto dos fases
mutuamente inmiscible una estacionaria y otra mévil, la muestra se introduce en la
fase movil, es transportada a lo largo de la columna (colector) que contiene un fase
estacionaria distribuida, las especies de la muestra experimentan interacciones
repetidas (repartos) entre la fase movil y la fase estacionaria, cuando ambas fases se
han escogido en forma apropiada los componente se separan gradualmente en
bandas en la fase mdévil, al final del proceso los componentes, ya separados
emergen en orden creciente de interaccion con la fase estacionaria (figura 3.2)

REPARTO DE LOS COMPONENTES ENTRE LA FASE

ESTACIONARIA Y LA FASE MOVIL Inyecciondela
musstra Separacion deloscomponsntas
A
60, ®
. © ... % o Q..
é ".-, .':' .‘ ..
» @ @ o9 90 00 ‘ o
2 0 ¢ 0% "
® G0 " O ' ’
TR B ¢ ® ¥
09 \ ? +* o
v @5
Y
FASE ESTACIONARIA 0 1 1.5 2,0 min

Tiempo de retencion

Figura 3.2. Separacion Cromatografica.

La clasificacion de la cromatografia se resume en el esquema de la figura 3.3, se
puede ampliar que la cromatografia de liquidos es la que puede llevarse a cabo en
columnas 0 superficies planas, por otra parte la cromatografia de gases y la de
fluidos supercriticos esta restringida a los procedimientos en columna, de tal manera
gue las paredes de la columna contienen la fase estacionaria.
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La fase movil puede ser un gas 6 un liquido, mientras que la fase estacionaria solo
puede ser un liquido o un sélido soportado.

De todos los tipos de cromatografia esta trabajo se enfoca en la Cromatografia de
gases, los términos cromatografico son los especificados en anexo 3.

 CLASIFICACION DE LA '
: CROMATOGRAFIA |

FORMA DE CONTACTO ENTRE LA FASE
ESTACIONARIA Y MOVIL

—{_____CROMATOGRAFIAPLANA ]}
4 TIPO DE FASE MOVIL Y '
ESTACIONARIA.
—_ GAS - LiQUIDO )

= GAS -SOLIDO ;

LiQuiDo LiQuiDo O
REPARTO
LIQUIDO SOLIDO O
ADSORCION
——!  INTERCAMBIO IONICO )

_[ EXCLUSION POR TAMANO ]

CROMATOGRAFiA DE FLUIDOS
SUPERCRITICOS

Figura 3.3. Clasificacion de la Cromatografia.
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3.1. Fundamentos y Alcances

La cromatografia de gases es la técnica ideal para la separacién de una mezcla de
compuestos organicos e inorganicos térmicamente estables y volatiles, la elucion se
produce por un flujo de gas inerte (Fase mévil) que no interacciona con la molécula
del analito; su Unica funcion es transportar el componente a través de la columna,
como se observa en la figura 3.4, en la cromatografia de gases existen dos tipos:

Cromatografia de Gases I

: :
Gas - Solido Gas - Liquido

Fase movil: Gas inerte Fase movil: Gas inerte

Fase estacionaria: Sélido poroso Fase estacionaria: Liquido soportado
(tamices moleculares de silicio de sobre una superficie solida

alumnio y polimeros porosos. inerte.(Polimeros )

| :

Se produce la retencién de los analitos
en una fase estacionaria sélida como
consecuencia de la adsorcioén fisica.

Se basa en la distribucién del compuesto
entre una fase movil gaseosa y una fase
liquida soportada sobre la superficie de un

sélido inerte, particion.

Figura 3.4. Tipos de Cromatografia de Gases

La técnica de cromatografia Gas — Sélido en poco utilizada debido a falta de
linealidad de las isotermas de adsorcién, tiempos de retencion grandes y falta de
reproducibilidad debido a que los sélidos adsorbentes son mas dificiles de
estandarizar, su aplicacion se ha limitado a la separacion de ciertas especies
gaseosas de bajo peso molecular.

Cromatografia Gas — Liquido (GLC):

La particion en GLC es una interaccién entre la fase estacionaria liquida que esta
soportada sobre una superficie solida inerte, y el componente que es transportado
por la fase mévil, la retencion de los componentes se llevara a cabo mediante la
afinidad de la muestra con la fase estacionaria mediante una distribucion por
coeficientes de particion entre las dos fases, cada soluto se movera a su propia
velocidad a través de la columna formando una banda por cada soluto. Las bandas
se separan en un tamafo dependiente de las proporciones de particion de los solutos
y del grado de desplazamiento de las bandas; Los solutos eluyen sucesivamente en
orden creciente de sus proporciones de particién y entran a un detector conectado a
la salida de la columna. (Fig. 3.5).
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Fig. 3.5 Eluciéon de componentes dentro de la columna
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3.2. Instrumentacion

Un cromatégrafo de gases consta de 6 componentes (figura 3.6)

Gases

Detector
Inyector

e

\
e — Procesador
" ¢* “ Y ' Data handling
A
\ ¥

Horno

Figura 3.6 Partes del cromtatografo.

3.2.1. Gas de arrastre

La funcién del gas de arrastre o gas transportador es desplazar los componentes de
la muestra a través del sistema cromatografico, su eleccion se basa principalmente
en el tipo de detector, sus caracteristicas principales se muestra en la figura 3.7

35 SEMEFO
TSIDF



ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

@~ VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y

Caracteristicas de Gas Acarreador. I

Alta pureza (grado cromatografico) las impurezas
pueden causar ruido en el detector

Libre de humedad, la presencia de humedad en el gas
de arrastre puede dafar la comuna.

Quimicamente Inerte (que no reacciones con los
componentes de estudio)

Figura 3.7 Caracteristicas del gas acarreador.

Los gases de uso mas comun son:
e Helio (He)

o Nitrogeno (N2)

e Hidrégeno (H2)

o Argon (Ar)

El control adecuado del flujo se logra mediante valvulas reductoras, normales, de
diafragma y de dos pasos, la misma caida de presion en la columna nivela la
mayoria de las fluctuaciones. Se debe evitar variaciones bruscas en la presion de
entrada.

Las presiones recomendables son.

¢ Presion en el interior del tanque no menor al 500 psi.

¢ Presion regulada de la salida del tanque 100- 110 psi (esta presion puede
variar dependiendo de la distancia y localizaciéon de los tanques al
cromatégrafo

¢ Presion de entrada al cromatdgrafo 80 psi.

Figura 3.8

36

SEMEFO
TSIDF



VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

2. \Mamometro gue mide la presion
interna del tangue de gas

3.Manometro gue mide la presion
regulada del flujoenla linea gue
transporta &l 2as hacia &l cromatozrafo.

4. Valvula que regula el paso de flujo de
£3s atraves dela linea gue transporta el
gas hacia el cromatografo.

5.Manometro gue midela presion de
entrads al Equipo

6. Llave de paso para permitir o
bloguear el flujo de gas al sistema
cromatografico.

1. Valvula de pasoque libera el gas
del interior del tanque.

Figura 3.8. Mamometros de los gases.

Eligiendo el correcto gas de arrastre, y regulando las presiones de flujo, el gas llega
al inyector para ingresar al sistema cromatografico.

3.2.2. Inyector

La eficacia de inyeccién requiere que la muestra introducida no sea mayor de 5 pl
para columnas empacadas y de 2ul para columnas capilares, que sea introducida
rapidamente como un tapon de vapor; esto contribuye que las bandas cromatografia
sean estrechas y tengan buena resolucion.

El método mas comun de inyeccién implica el uso de una micro jeringa para
muestras liquidas o sélidas disueltas; y para muestra gaseosa los equipos cuentan
con valvulas especiales donde, con un simple acoplamiento, se introduce la muestra
de manera directa. La muestra se deposita en lo que se conoce como inyector. El
inyector es un inserto que consta de un diafragma o septum de goma de silicona, de
una cdmara en donde por calentamiento, en forma instantdnea la muestra pasa a
fase vapor, y de un liner que conduce la muestra vaporizada al interior de la columna,
(la temperatura normalmente esta unos 50°C por encima del punto de ebullicién del
componente menos volatil); y en caso de las muestra gaseosas basta con unos 20° o
30° de temperatura del inyector.
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Tipos de inyectores:

Split
® Split — Splitless programable
e Split — Splitless: Este tipo de inyector permite trabajar de dos maneras:

v Splitless: El volumen de muestra se inyecta en su totalidad al sistema
cromatografico. Esto para muestras muy diluidas.

v Split: El volumen de muestra se introduce dividido y sélo una parte de
ésta se inyecta a la columna; si se considera un Split de 20 la muestra
se divide en 20 partes y sélo una de ellas se inyecta al sistema
cromatogréfico. Esto para muestra muy concentradas. (Figura 3.9)

Purgade

Septum Punto de

~Split

l«—— Columna capilar

Figura 3.9. Inyector Split — Splitless.

3.2.3. Columnas

La columna es el corazén del sistema cromatogréfico, en ella se encuentra la
fase estacionaria con la que los componentes de la muestras interaccionan
para ser retenidos selectivamente por afinidad quimica mediante sus
coeficientes de particion.

Actualmente existen dos tipos de columnas de uso general, las empacadas de
relleno y las tubulares abiertas o capilares. Tabla 3.1
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Tabla 3.1 Clasificacion de columnas

COLUMNAS CAPILARES COLUMNAS
EMPACADAS

DIAMETRO Menor a 1 mm. De 1.6 2 9.5 mm.
INTERIOR

VOLUMEN Menores a 2 pL De2ab5pL.

DE
INYECCION

La fase estacionaria esta soportada en las paredes del capilar en una Empacada con un
ESTACIONARI micropelicula. soporte inerte de tierra
A diatoméacea, el
material del empaque
es un adsorbente
como gel de silice.

Elite-1 No polar Petroguimica, aromaticos,
100% dimetil gasolinas, aceites, mercaptanos
polisiloxano

Elite-Wax

Polietilen glicol acidos grasos), Alimento,

sabores, fragancias, alcoholes,
aromaticos.

Elite BAC

Elite-CLPesticides No-polar e?g;i:li(t::ilshi g[:ss élp A 504
SEERlpy e 608, 619, 8081, 8151 y CLP




VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

La columna se encuentra en el interior de un horno que posee un sistema de
calentamiento un termostato y un sistema de ventilacion, se encarga de proporcionar
a la columna el calor necesario para la separacion (temperatura de trabajo), el horno
puede trabajar en dos sistemas:

e Isotérmico: Temperatura constante a lo largo de toda la corrida cromatografia;
para muestras de afinidades semejantes como tipo series homologas

e Rampa de Temperatura: Programando cambios de temperatura a lo largo del
proceso cromatogréfico (En intervalos de trabajo en forma isotérmica y por
gradiente) figura 3.10

g 1-
L . Isotérmico final
1 -
é 100 E Gradiente
h 4
:i 30"_
E‘ 8 Isotérmico inicial
k :
m~— r T r [_ T r T (v l Ttk
] 2 9 i Time (min.)

Figura 3.10. Rampa de temperatura

3.2.4. Detectores.

El detector es un transductor de sefal, sensa la diferencia de sefial entre el gas de
arrastre sin muestra y con muestra. Se localiza a la salida de la columna, los
componentes separados por la columna llegan al detector provocando un cambio de
sefal en él, esta sefal es amplificada y enviada a un procesador de datos. Las
caracteristicas de un detector ideal se expresan en la figura 3.11

_//E\\
/m\ sensibilidad >
& jo nive k //

ruido
=S iy

Estabilidad y
Reproducibilidad

CARACTERISTICAS
DE UN DETECTOR

=0 \ = L Respue%
( Selectivo Lineal
—~ L=

B .o

I

L :
gii=am (¢ TR
espuesta Corto

Figura 3.11 Caracteristicas de un detector ideal.
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No existe un detector que cumpla con todas las caracteristicas, por lo que hay varios
tipos de detectores y diversas clasificaciones que se muestran en la figura 3.12

>

Desiructivosy No Destructivos J

) Segan elProcesode Deteccion

)

[ Dependiente del Flujo J

Masico
CLASIFICACION
DE LOS ') Segin suMado de Respuesta Dependientedela |
DETECTORES Concentracion
) Segin su Grado de Selectividad J
! -~ B P 1 ~
UNIVERSALES ‘ ’ SELECTIVOS
Gonors orl o gaimecincos Dsacinsosusances
cualquiersustancia eludida det. nad?) condeterminada propiedad
poseen determinads fisicoquimica
v olomonto ogrupo funcional
e ensus estructuras v
TCD Detectorde e\
Conductividad Térmica v TID Detector Termoiénico 6
Gasespermanentes, e ~ NPD de Nt::rsog;go Fosforo
hidrocarburos ligercs ’ ) Compuestos organicos que
Sensibilidad :e‘.-;ge ng §X0 Duipcion da contengan fésforoy nitrégeno
/ Fotomeatria da llama Sensibilidad : 1-10 pg
compuest_os con - v
FID Detectordelonizacionde ?:z;lf::uye‘s:g:;)ny
£ e .’.l'dr?cnrbum metales Sn, Cr, Se, Ge PID Detector de Fotoionizacion
Sensibilidad :0.1-10 ng D st 2 e R
Halégenos y nitrdgeno. | Compuestos ionizados por radiacion
Sensibilidad: UV, alifaticos aromaticos y aminas
10-100 pg (sulfur); $ensibilidad : 25-50 pg [aromatics)
K 1-10 pg [phospherous) 50-200 pg (olefins) J
Detector da Masas /
Compuestos organicos. v
Senaitiidad - 1200¢ [full seaul; ECD Detector de Capturade Electrones
1-10 pg (SIM) Compuestos Halogenados
Sensibilidad : 0.1-10 pg [compusstos halogenadoes );
1-100 pg [nitratos); 0.1-1 ng [carbonilos) /‘
ELCD Detector Conductividad Electrolitica (Hall)
Compuestos conhalégenos, azufre y nitrogeno
Sensibilidad :5-10 pg(halégenos); 10-20 pg (S); 10-20 pg (N)
Figura 3.12 Clasificacion de Detectores.
De todos los detectores el de mayor uso e interés para esta tesis es el Detector de
lonizacién de llama (FID)
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e Detector de lonizaciéon de Llama FID

Es uno de los detectores mas usado por ser selectivo a substancias que contengan
— CH - en su estructura quimica es decir practicamente toda los compuestos
organicos; no proporciona sefial para los carbonos totalmente oxidados tal como los
grupos carbonilo 6 carboxilo (y sus tioanalogos). La respuesta a los carbonos
enlazados a un grupo hidroxilo y amino es mas baja debido a que produce pocos
iones al ser quemados. Este detector es insensible a la humedad y a los gases
permanentes (CO, COz, CSz, SOz, NHs, N20, NO, NOz2, SiFs, y SiCls), Para analizar
CO y CO2puede convertirse a CHa por reducciéon con hidrégeno sobre un catalizador
de niquel y medirse después con el detector FID.

El FID es un detector destructivo, que genera una llama de aire — hidrégeno la cual
requiere un flujo en proporcién de Aire/Hidrogeno de (400/40 6 450/45 ul/min). Es
recomendable trabajar temperaturas arriba de 50°C de la temperatura de trabajo. En
la figura 3.13 se presentan las partes y funcionamiento del detector.

Colector
extraible

1. El hidrégeno (combustible) se
Soporte introduce en la base del

del colector cuerpo del quemador, a la
salida se mezcla con aire y
Aislante se enciende con la chispa de
una bujia.

2. La llama produce una
-12

f
-Anedo corriente de iones (10 A)
entre ambos electrodos.

3. El gas de arrastre
proveniente de la salida de la
columna llega al quemador,
la tension que produce el
paso éste, sin muestra,

&_Catodo ajusta la linea base.

Llama Hg - Aire —

4. Cuando entra un compuesto
proveniente del eluyente de
la columna, diferente al gas
de arrastre, se quemay
produce iones que hacen
varia el valor de la diferencia
de potencial de referencia;
esto origina una sefial en el
detector partiendo de la linea
base (pico cromatografico).

Pared Interior del Horno

E

Extremo de salida
de Iz columna

¥._ Gas de

arrastre

Figura No 3.13 Detector de lonizaciéon de Flama FID y su funcionamiento
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3.2.5 Sistema de procesamiento de Datos.

El sistema de procesamiento lo constituyen una computadora y uno o varios
programas (softwares) que permiten (Figura 3.14):

® El control del instrumento mediante la configuracién de los parametros de un
método (anexol)

e La adquisicion de datos (sefiales cromatograficas)

o Operaciones matematicas (integracién de picos y calibracién anexo 2)

o Edicion de los resultados (Reportes).

T algin

& B ] e 23 iy [ =] | e iy [0 S =]

B [ - peresmap—y—"

CEECTIY T 2

WO Tony

Yeewreben

-
-
.
-

O Carmarene )
fame [ 0 s

e e

Figura 3.14. Pantalla Principal de Software

3.2.6 Accesorios.

Existe varios accesorios que pueden ser adaptados a un sistema cromatogréafico, sin
embargo sélo se menciona el funcionamiento del headspace, por ser el que se uso
en este trabajo.

¢ Headspace: Llamado asi por su nombre en inglés “espacio de cabeza”,
permiten la extraccion de los compuestos volétiles desprendiéndolos de su
matriz sin el uso de compuestos extractantes, con un ahorro de tiempo
considerable y poca manipulacion de la muestra; su uso es aplicable a
muestras de dificil aislamiento, en las que una extraccién convencional implica
una pérdida significativa o total de los compuestos volatiles, conduciendo asi
a la falta de repetibilidad en los resultados que es el caso de este trabajo, 6 en
aquellas situaciones en donde, por normatividad se estipula el uso de este
accesorio.
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El sistema de trabajo, modelo y tipos de headspace que existen varian
dependiendo de la marca, mas sin embargo el proposito es el mismo.

El sistema del espacio de cabeza (headspace) consta de las siguientes partes

(S9N

Figura 3.15. Headspace.

1. Viales para headspace: En este vial se coloca la muestra y proporciona el
espacio libre que seran ocupados por los compuestos volatiles

2. Septum y arandelas de aluminio: Sellan perfectamente el vial para evitar
perder los compuestos volatilizados en el vial

3. Sistema del Headspace: Consta principalmente de un horno que calienta el
vial, una aguja que toma la muestra (su temperatura debe ser por lo menos
10°C mayor a la del horno) y un sistema neumético que lleva la muestra
hasta el inyector del sistema cromatogréfico.

4. Loop: Es un volumen fijo totalmente ocupado por la muestra volatil, es la
cantidad inyectada totalmente al cromatografo (su temperatura debe ser
por lo menos 10°C mayor a la aguja)

5. Linea de transferencia: Es la conexion que permite que la muestra sea
llevada del headspace al cromatégrafo (su temperatura debe ser por lo
menos 10°C mayor a la del loop)
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Headspace
]
Headspace
Headspace

Muestra
(_J_\

Muestra

Figura 3.16. Extraccion en el Headspace

l. La muestra es colocada en el vial y sellada perfectamente

Il. El vial es introducido al headspace y calentado en el horno, la temperatura
comenzara a liberar los compuestos volatiles de la matriz en el espacio libre
del vial, a ello se debe el nombre de este sistema Headspace (espacio de
cabeza)

lll. La aguja es introducida al vial y presurizada en el interior con gas de arrastre,
gue se mezcla con los compuestos volatiles en el interior del vial.

El sistema neumatico mediante diferencias de presion se encarga de
presurizar el vial y después liberar los compuestos volatilizados de la muestra
pasando por la jeringa, el loop, linea de transferencia hasta llegar al inyector.
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3.2.7 Métodos de Identificaciéon y Cuantificacién

En cuanto los compuestos que eluyen de la columna se evidencian en un
CROMATOGRAMA que proporciona picos de forma Gausiana, con los que se
obtiene informacion CUALITATIVA, por el tiempo de retencion e informacion
CUANTITATIVA, por el area bajo la curva de cada pico

Métodos de Identificacion
* Identificaciébn cromatogréfica por datos de retencion o por serie homologa.

* |dentificacion cromatografica (analisis clasicos, identificacién por adicion de
estandar)

® |dentificacion con técnicas auxiliares: U.V (Espectrometria de Ultravioleta), I.R
(Espectrometria de Infrarrojo), RMN (Resonancia magnética nuclear),
acoplamientos con MS (Espectrometria de Masas)

Para la identificacion de los compuestos de esta tesis fue utilizada la identificacion
cromatografica por datos de retencion.

Métodos de Cuantificacion

La cantidad de determinada sustancia es directamente proporcional a el area del
pico obtenido en el cromatograma.

Existen varios métodos, siendo los mas comunes:
e Normalizacion.
e Estandarizacion externa.

e Estandarizacion interna.

EL método de cuantificacion utilizado fue el método de estandar interno que se
describe a continuacion:

e Estandarizacién interna: Para cuantificar por este método se necesita elegir un
estandar interno cuyas caracteristicas se presentan en la figura 3.17

¢ La preparacion de los estdndares de la curva de calibracion por este método
se lleva a cabo segun los paso 1 al 6
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Debe ser un compuesto
diferente a los que se van a
cuantificar

No estar presente
en la matriz de
muestra

De concentracion fija
en todos los
estandares

Caracteristicas del
Estandar Interno

Ser de volatilidad cercana y
estructura semejante a los

compuestos a que se desean
cuantificar

Figura 3.17 Caracteristicas del estandar interno

Paso 1.- Preparar la solucién madre del estandar interno.
Paso 2.- Preparar la solucion madre de los compuestos a cuantificar.

Paso 5.- Aforar los matraces

Paso 4.- Colocar cantidades
crecientes de volumen de la
soluciéon madre de los compuestos
a cuantificar.

q - Paso 3.- Colocar el mismo
q volumen en todos los matraces de
10 » 10 " 10 4 G - la solucion madre del estandar

interno.
Figura 3.18. Estandares de curva de calibracién

Paso 6.- Los picos cromatografico obtenidos se integran para obtener el area cada
pico y la curva de calibracion se elabora con las relaciones de las areas y
concentracion, como se observa e indica en la figura 3.19 y tabla 3.2

47 O SEMEFO
TSIDF



PA

200 -

150

100

50

VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

g.lain-g @y PRI R S S W T PR S S Y

al

Compuesto 1

® Area Estandarl
® Area Estandar2

® Area Estandar3

Compuesto 2

Estandar
Interno

Areadel
Estandar
Interno

Figura 3.19. Cromatograma de curva de calibracion con estandar interno

Tabla 3.2 Ejemplo Curva de Calibracion (Experimentales)

No Concentracion Area Relacion de area Relacion de concentracion
Estandar
mg/dl AreaEstand ar Concentrac ionEstanda r
AreaEstand arlnterno Concentrac ionEstanda rinterno

1 45 110.3 (110.3/ 455.6) =0.2421 (45 /75) =0.600
e i (159.6 / 455.6) =0.3504 (75 /75) =1.000
et j 2 74 159.6 : 6) =0. -1,

3 100 200.0 (200.0 / 455.6) =0.4387 (100 / 75) =1.333

4 125 2429 (142.9 / 455.6) =0.5331 (125 / 75) =1.666

5 150 285.2 (285.2 / 455.6) =0.6260 (150 / 75) =2.000
Estandar interno 75 455.6

1 2 24.2 (24.0/ 455.6) =0.05511 (2.0/75) =0.026
Companent - -
e2 2 3 25.8 (25.8/ 455.6) =0.05659 (3.0/ 75) =0.040

3 5 20.3 (29.3 / 455.6) =0.06431 (5.0 / 75) =0.066

4 8 34.6 (34.6 / 455.6) =0.07607 (8.0/75) =0.106

5 10 38.2 (38.2/ 455.6) =0.08384 (10.0/75) =0.133
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Figura 3.20 Curvas de calibracion método de estandar interno

Es método de estandar interno ayuda a eliminar las variaciones de sefial en area,
causadas por variaciones de voltaje en el detector y las variaciones que implica de
preparacion de cada tipo de analista
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CAPITULO 1V.

VALIDACION

Hoy en dia, los laboratorios deben demostrar que sus métodos analiticos
proporcionan resultados fiables y adecuados para su finalidad o propésito
perseguido, ya que muchas de las decisiones que se toman estan basadas en la
informacién que estos resultados proporcionan. La validacién de las metodologias,
junto a otras actividades englobadas en el control del aseguramiento de la calidad,
permite demostrar a los laboratorios que sus métodos analiticos proporcionan
resultados verdaderos

Validar un método analitico consiste en verificar y documentar su validez,
adecuacion, requisitos, y parametros previamente establecidos por el usuario, para
poder resolver un problema analitico particular. Estos requisitos son los que definen
los parametros o criterio de calidad que debe poseer el método a utilizar.

Los laboratorios deben de validar todos los métodos que se utilicen tanto los
desarrollados por ellos mismos, como los procedentes de fuentes bibliograficas o
desarrolladas por otros laboratorios. Ademas también es necesario que el laboratorio
valide los métodos de referencia, aunque en este caso no es necesario que el
laboratorio realice una validacion completa, también debe de validad todo el
procedimiento analitico teniendo en cuenta el intervalo de concentraciones y de
matrices de las muestras.
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4.1 Definicion de validacion

Existen muchas definiciones aceptables sobre validacion en base a diferentes
autores o instituciones, pero todas con el mismo contexto de interés, algunas
provenientes de Normas Mexicanas NMX, Normas Oficiales Mexicanas NOM,
Organizacién Internacional de Estandarizacién 1SO, Instituto Argentino de
Normalizacién y Certificacion IRAM, UIPACC, las cuales son plasmas en la figura 4.1

NMX- EC- 17025- IMNC- 2006
La validacion es la confirmacion por
examen y la provision de evidencia
objetiva de que se cumplen los
requisitos particulares para un uso
especifico propuesto

NOM-059-STPS-1998

Es la evidencia documentada que
proporciona un alto grado de
confianza de que un proceso
especifico, método o sistema
produce consistentemente un
resultado que cumpla con el

criterio de aceptacion
predeterminado

IUPAC
Capacidad de un método para
cuantificar exactamente un
analito en presencia de
interferencias

VALIDACION

1SO 9000:2000
La validacion es la
confirmacién y provisién de
evidencia objetiva de que se
cumplen los requisitos para
un uso o aplicacioén prevista.

IRAM 32
Validacion es la confirmacion
mediante el suministro de
evidencia objetiva de que se han
cumplido los requisitos para una
utilizacion o aplicacion especifica
prevista

EURACHEM 1998
La validacion es el proceso de
establecer las caracteristicas de
desempefio y las limitaciones de un
método y la identificacion de las
influencias que pueden cambiar esas
caracteristicas, y en qué medida

Figura 4.1 Definicion de validacion
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4.2 Importancia de la validacion en mediciones analiticas

En el mundo se realizan diversas mediciones analiticas con diferentes propdsitos en
distintas areas, pero cada aspecto de la sociedad estd apoyada de algiin modo por
mediciones analiticas, el costo de estas mediciones es elevado y surgen costos
adicionales por las decisiones tomadas en base a los resultados obtenidos como
demandas, pago de seguros, custodia de menores, multas, encarcelamiento,
compensaciones e inclusive hasta ejecuciones.

Si la prueba no es confiable entonces tiene poco valor y la prueba no debié haberse
realizado con ese nivel de incertidumbre, es importante determinar que el resultado
es correcto y ser capaz de demostrar que lo es.

La validacion del método permite a los quimicos demostrar que el método es
“adecuado para su propdsito”, que el resultado analitico concuerda con el propésito
requerido, y que es lo suficientemente confiable para que cualquier decision basada
en éste se tome con confianza, la importancia de validad puede sustentarse por:

/: Demostrar que el valor emitido es verdadero.

¢ Evaluar caracteristicas de desempefio del método

e Demostrar que el método desarrollado por un laboratorio es
atil para la aplicacion

e Demostrar que las modificaciones realizadas a un métodos
no afecta su desempefio, obteniendo resultados confiables

e Demostrar que un método es equivalente a otro

¢ Por ética del analista

IMPORTANCIA ¢ Por la confianza con que el cliente necesita tomar decisiones
DE VALIDAR en base a los resultados analiticos

¢ Por costos adicionales en los laboratorios por pruebas
realizadas con incertidumbre del resultado de parte del
guimico analista (falsos positivos y falsos negativos)

¢ Por la repercusion social que origina un resultado erréneo en
la toma de decisiones.
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4.3 Cuando y como debe validarse

Un método debe validarse cuando sea necesario verificar que sus parametros de
desempefio son adecuados para el uso en un problema analitico especifico,
aunque todos los método deberian ser validados sin importar que caiga dentro de
lo puntos establecidos en la figura 4.2, debido a que todo método debe arrojar un
resultado confiable verdadero.

\
B

¢CUANDO DEBE VALIDARSE?

®  Cuando es desarrollado un nuevo método para un problema
especifico

®  Cuando un método normalizado es revisado para incorporar
mejoras o extenderlo a un nuevo problema, por ejemplo cambio de
matriz

®  Cuando el control de calidad indica que un método ya establecido
esta cambiando con el tiempo.

> Cuando un método es usado en un laboratorio diferente, con
instrumentacion y analistas diferentes

® Para demostrar la equivalencia entre dos métodos

® Cuando cambia alguna de sus condiciones, por ejemplo: cambio en
la técnica de extraccion, cambio de equipo, cambio de disolvente.

Figura 4.2 Motivos para realizar validacién

Si el método cae dentro de algunas de los motivos de validacion, entonces procede
el saber qué parametros debemos evaluar, segln las exigencias y necesidades del
método que se pretende validar.
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¢ Qué debo validar? I

Validacion Parcial

Métodos Normalizados:
(ASTM, EPA, SM,
AOAC, NMX, NOM, FDA, etc.)

Parametros de Validacion

J

Recuperacion.

Limites de deteccion.
Limite de cuantificacion.
Intervalo lineal de trabajo.
Reproducibilidad.
Repetibilidad.

Sesgo.

Incertidumbre.

Validacion Total

l

(Métodos desarrollados por el laboratorio,
modificados, de revistas cientificas, etc.)

Métodos no Normalizados:

l

Parametros de Validacién

g

Selectividad
Repetibilidad
Reproducibilidad

Limite de deteccion
Limite de cuantificacion
Intervalo lineal y de trabajo
Sensibilidad

Robustez
Recuperacion
Incertidumbre.

Sesgo

Figura 4.3 Parametros de validacion

4.4 Parametros de Validacion

Segun el tipo de método ya sea normalizado o no normalizado seran los parametros
a considerar para el desarrollo de la validacion segun la figura 4.3 en el caso de los
métodos normalizados cuando se presenta alguna modificacion como tipo de matriz,
extensién del rango o sistemas de deteccion, se considerara como método no
normalizados para la validacién, debié a que al modificar alguno de estos parametros
en el método normalizado se pueden modificar la selectividad, limites de deteccion y
cuantificacion, linealidad, precision, y selectividad por lo que es necesario validar

todos los pardmetros.
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4.1 Selectividad:

Es la aptitud de un método para determinar exacta y especificamente el analito de
interés en presencia de otros componentes que se sospecha que puedan estar
presentes (impurezas, degradantes, matriz, etc)

En la selectividad la presencia de substancias interferentes afecta de forma directa a
la exactitud y la falta de selectividad provoca errores sistematicos.

sefal medida

2 M\nterferencia

b

Figura 4.4 Interferencia

Se puede conseguir mayor selectividad mediante:

o Eliminacién directa de la interferencia

o Quimica: Usando agentes enmascarantes (sustancia que reacciona
con el interferente para formar una especie que no produce la misma
sefal del analito). Se consigue mediante un ajuste de pH , un cambio
en el estado de oxidacién, formacién de complejos)

o Fisica: Separandolas previamente a la determinacion. mediante
precipitacion, extraccion , cromatografias o destilacion, volatilizacién

* Optimizacion de las condiciones en el método.

* Andlisis multicomponentes 6 uso de calibracién multivariante.
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4.2 Precision.

Normalmente, la “precisién” se determina para circunstancias especificas las cuales
en la practica pueden ser muy variadas. Las medidas de precisibn mas comunes son
la “repetibilidad” y la “reproducibilidad”. Estas representan las dos medidas extremas
de precision que pueden obtenerse.

Repetibilidad: Es la precision mas pequefia esperada dara una idea de la
clase de variabilidad esperada cuando un método se ejecuta por un solo
analista, con un equipo en un periodo corto de tiempo, es decir, es la clase
de variabilidad que se espera entre resultados cuando una muestra se
analiza por duplicado.

Reroducibilidad: Es la medida de precisién mas significativa, se representa
cuando la muestra se analiza por varios laboratorios para fines
comparativos (ésta es la medida de precision mas grande normalmente
encontrada, a pesar de que formalmente se excluye la variacién con
respecto del tiempo).

Para algunos casos particulares es mas Util una medida intermedia de la
precision, por ejemplo la reproducibilidad medida entre diferentes analistas,
en periodos de tiempo prolongados. dentro de un solo laboratorio. Esto
algunas veces se conoce como “precision intermedia”, pero las condiciones
exactas deberan ser especificadas. La precision se determina por lo
general en términos de la desviacién estandar o la desviacién estandar
relativa. Tanto la reproducibilidad como la repetibilidad dependen
generalmente de la concentracion del analito y deben determinarse a
varias concentraciones y de ser pertinente, debera establecerse la relacion
entre la precision y la concentracion del analito.

Para obtener la desviacién estandar del estudio de precisién, se considera la
siguiente ecuacion.

n Donde:
o= 21 Ci _ C omedio) 2 o=Esla desvia_ci()n estandar
- Ci= Concentracion de cada muestra
n —1 Cpromedio = Promedio de las concentraciones

de cada muestra
n = NUmero de muestras

Cpromedio S€ calcula de con la siguiente ecuacién

n
21 Ci
C promedio =
n
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4.3 Intervalo lineal y de trabajo.

Para cualquier método cuantitativo es necesario determinar el intervalo de
concentraciones del analito en el cual se obtengan resultados proporcionales a la
concentracion. En el extremo inferior del intervalo de concentracion, los factores
limitantes son los valores del limite de deteccidn y/o cuantificacidn. En el extremo
superior del intervalo de concentracion, las limitaciones seran impuestas por varios
efectos que dependen del sistema de respuesta del instrumento.

Dentro del intervalo de trabajo debe existir un intervalo de respuesta lineal, la sefial
de respuesta tendrd un comportamiento lineal con la concentracién del analito, por lo
cual la ecuacion de la curva de calibracion se obtendrd mediante una regresion
lineal.

ETANOL
4
y=0.274x +0.006
R?= 0.999 S 2
35
4 '.
©
| =4 y.
-4 2‘5 ¢
=
2 -
] 2 7
o< &
1.5 &
»
1 ’,..'
»
0.5 -
»
P
o & ,
0 2 4 5} 8 10 12 14
Ratio de Concentracion

Figura 4.5 Curva de calibracién
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4.4. Limite de deteccion LOD.

Es la sefial minima detectable, se puede establecer presencia del analito pero no se
puede predecir cantidad, es decir s6lo podemos decir que hay analito pero no cuanto
hay.

Cuando se realizan mediciones a niveles de concentracion bajos, como en el andlisis
de trazas, es importante saber cual es la concentracion mas baja del analito que
puede detectarse confiablemente por el método.

Los problemas han sido investigados estadisticamente con detalle y se ha propuesto
una gama de criterios de decisidn. Surgen confusiones adicionales debido a que no
existe actualmente un acuerdo universal sobre la terminologia aplicada.

El término “limite de deteccion” no es aceptado ampliamente aunque se usa en
varios documentos sectoriales. La ISO utiliza como un término general “valor minimo
detectable de la variable de estado definida” el cual en quimica se traduce como la
“concentracion neta minima detectable”. La IUPAC es cautelosa en el uso de “limite
de deteccion” prefiriendo “valor (verdadero) minimo detectable”.

El método para determinar el limite de deteccion segin la US EPA establece el
célculo mediante la siguiente ecuacion:

Donde:
3 D S yvix LOD: limite de deteccion
LOD = - Syix: Desviacion estandar del blanco.
m: Pendiente de la curva de calibracion obtenida por
m regresion lineal.

4.5 Limite de cuantificacion LOQ.

El “limite de cuantificacion“(LOQ) estrictamente es la concentracion mas baja del
analito que puede ser determinada con un nivel aceptable de precision de
repetibilidad y veracidad. También se define por diversas convenciones como la
concentracion del analito correspondiente al valor del blanco de muestramas 5, 6 6
10 veces la desviacion estandar de la media del blanco.

Para cromatografia el limite de cuantificacion segun el método US EPA, se obtiene
mediante.

10 X Sy/x Donde:

LO _ LOQ: Limite de Cuantificacion
Q - === Syix: Desviacion estandar del blanco.
m m: Pendiente de la curva de calibracion.
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La pendiente se obtiene de la regresion lineal de la curva de calibracion.

ETANOL
4
<
s y=0.274x + 0.006
R?=0.999
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©
£ 25 &
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Qo 2 4 6 8 10 12 14
Ratio de Concentracion

Figura 4.6 Regresion de la curva de calibracion

La desviacion estandar del blanco se obtiene de siguiente ecuacion:

7 . Donde:
Z(Y i—Y lcalulada) 2 Syix : Desviacién estandar del blanco
Sy/x — ad Yi : Relacion de areas obtenido experimental

\ Yicalculada: Ratio areas calculado con la ecuacion de la curva.
n—2 n : Nimero de estandares

El limite de cuantificacién, se comprueba de la siguiente manera:

¢ Obteniendo el LOQ se prepara un estandar de esa concentracion

¢ Se leen varias réplicas del estandar y se obtiene la desviacién estandar

e Si la desviacion estandar multiplicada por 10 da la concentracién obtenida
como LOQ llegamos al limite de cuantificacion.

¢ De no obtener la misma concentracién, con la nueva concentracion obtenida
de la desviacion estdndar se preparar un nuevo estandar y se repite esta
secuencia hasta llegar al mismo valor.
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4.6 Sensibilidad

Es la pendiente de la curva de calibracion, es decir, el cambio en la respuesta del
instrumento que corresponde a un cambio en la concentracion del analito. Cuando se
ha establecido que la respuesta es lineal con respecto a la concentracion (o sea,
dentro del intervalo lineal del método) y se ha determinado la intercepcidon de la curva
de respuesta, la sensibilidad es un parametro (til para calcular y usar en férmulas de
cuantificacion. La sensibilidad algunas veces se usa para referirse al limite de
deteccién pero este uso no se acepta generalmente.
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UNIDAD DE
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Ratiode Area

ETANOL

3 \
i
05 - el )
]
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0 P 4 <] 8 10 12
Ratiode Concentracion

14

Figura 4.2 Sensibilidad
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4.7 Robustez.

Una medida de la efectividad del método analitico es qué tan buen desempefio
mantiene aun sin una implementacion perfecta. En cualquier método habré ciertas
etapas las cuales, si no se llevan a cabo con suficiente cuidado, tendran un efecto
severo sobre el desempefio del método y pueden dar como resultado que
definitivamente, el método no funcione. Estas etapas deben identificarse como parte
del desarrollo del método y si es posible, debe evaluarse su influencia sobre el
desempefio del mismo por medio de “pruebas de robustez”. Esto incluye aplicar
variaciones deliberadas al método y estudiar el efecto resultante en el desempefio.

De esta manera es posible identificar las variables que tiene el efecto mas
significativo y en base a ello, controlarlas cuidadosamente cuando se aplica el
método. Cuando se requiere mejorar el método, las mejoras se pueden realizar sobre
aquellas partes que se sabe, son criticas. La robustez por lo general se evalla
durante el desarrollo del método, cominmente por el laboratorio que lo ha propuesto
y antes de la colaboracién con otros laboratorios.

4.8 Recuperacion.

Debido a que usualmente no se conoce la cantidad de un analito en particular que
esta presente en una porcidn de prueba, es dificil estar seguros de que tan exitoso
ha sido el método para extraer el analito de la matriz. Una forma de determinar la
eficiencia de extraccion es agregar a una matriz porciones prueba con el analito a
varias concentraciones , después se extraen las porciones prueba con el analito a
varias concentraciones .

Un problema inherente a este proceso es que el analito introducido de este modo no
estard tan fuertemente ligado como aquel que se encuentra en la porcién de prueba
de la matriz.

(CF-CU)
%R =x 100
CA

Donde:

CF= Concentracién del analito en la muestra fortificada
CU= Concentracioén del analito en la muestra sin fortificada
CA= Concentracion del analito adicionando.
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4.9 Exactitud:

La “exactitud” expresa la cercania de un resultado al valor verdadero (La definicién
en ISO 3534-1 se ha adoptado en esta guia). La validacion de un método busca
cuantificar la exactitud probable de los resultados evaluando tanto los efectos
sistematicos como los aleatorios sobre los resultados. Normalmente la exactitud se
estudia en dos componentes: la “veracidad” y la “precision”:

¢ Veracidad (de un método) es una expresion de que tan cercana se encuentra
la media de un conjunto de resultados (producidos por el método) respecto
del valor real. Normalmente, la veracidad se expresa en términos de sesgo.

¢ Precision es una medida de que tan cercanos estan los resultados unos con
respecto a los otros y por lo general se expresa mediante medidas tal como la
desviacion estandar la cual describe la dispersién de los resultados.
Adicionalmente, una expresiéon cada ves mas comun de exactitud es la
“incertidumbre de medicidn”, la cual proporciona una figura Unica de
expresion de la exactitud.
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CAPITULO V.

EXPERIMENTACION.

La determinacion de alcohol etilico y sustancias volatiles es una de las
pruebas mas importantes realizadas en el SEMEFO del D.F., ademas de realizarse
de manera rutinaria el presente procedimiento aplica como prueba confirmativa para
alcoholemias mediante cromatografia de gases con inyeccién por Headspace.

Titulo: Validacion del Método para determinacién de Etanol, Metanol y Acetona en
Sangre de Muestras Forenses por Cromatografia de Gases.

Alcance. El procedimiento es aplicable para el analisis de metanol, etanol y acetona
a todo tipo de muestras de sangre de origen forense

Fundamentos. En el analisis de alcoholes por cromatografia de gases con

inyeccion por headspace identifica y cuantifica los mg/dl de etanol, metanol y acetona
en sangre de origen forense, mediante la separacion por afinidad de polaridad con la
fase estacionaria de la columna, la inyeccion por Headspace o “espacio de cabeza”,
permite inyecciones mas limpias, rapidas y reproducibles, realizando la extraccién de
los compuestos organicos volatiles mediante calentamiento directo de la muestra.

Objetivo generales. Validar un método para cuantificar etanol, metanol y acetona en
muestras de origen forense por cromatografia de gases, método de estandar interno
con accesorio “headspace”.
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Objetivos especificos.

¢ Obtener los cromatogramas con buena selectividad y resolucion de los
compuestos principales (metanol etanol, acetona e isobutanol)

o Determinar repetibilidad del método en la cuantificacion de metanol, etanol y
acetona usando como estandar interno isobutanol en la matriz de sangre
forense.

¢ Obtener experimentalmente de los limites de deteccion LOD, de cuantificacion
LOQ, y el intervalo de lineal de trabajo del metanol, etanol y acetona.

¢ Obtener la reproducibilidad del método, entre dias, analistas y tipos de matriz
(sangre de diferente densidad, orina, agua)

e Obtener los parametros de influencia significativa en el desempefio del método
mediante los estudios de robustez.

o Establecer el método validado, como Unico método de trabajo dentro del
laboratorio de quimica del Servicio Médico Forense del D.F, que garantice el
correcto desempefio y resultados confiables.

5.1 METODOLOGIA DE ANALISIS

5.1.1 MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS.

Material
O Matraz aforado de 50, 25, 100 mly 1 Lt.
O Tubos de plastico para quimica sanguinea con tapa de rosca de ml
© Micropipeta de embolo de volumen variable de (100/1000) yL
© Micropipeta de embolo de volumen variable de (10/100)uL
© Puntas de desplazamiento directo de 1.25y 5 ml
© Guantes de latex
O Pipetas de plastico de 5 ml
© Jeringas de 15 ml
© Gradillas
© Marcador indeleble
© Pizeta
O

Columna capilar para CG DB-624 de 30 metros de largo por 0.32 mm de
diametro externo y ancho de pelicula de 1.8 micras.

Viales vidrio para head space de 20 ml N.P 5182-0837 marca agilent
Septas de 20mm para vial de 20 ml

O

o Arandelas de aluminio para vial de 20ml.

o Engargoladora manual

O
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Equipo

o Cromatografo de gases agilent 6890N con detector FID
Inyector por Headspace
o Software Chem station

o

Reactivos

o Sangre humana (libre de alcohol y sustancias volatiles) para control negativo.
Isobutanol R.A.

Metanol, Etanol, Acetona, Benceno, Tolueno, Cloroformo, Isopropanol, Eter
etilico, Propanol, Butanol, Hexano, grado analitico

Agua destilada

Cilindro de aire MET extra seco

Cilindro de nitrégeno MET grado cromatografico

Cilindro de hidrogeno MET grado cromatografico

O O

O O O O

5.1.2 CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Configurar de manera correcta los parametros cromatograficos dentro del método de
volatiles en el software chemstation, generara el método base de trabajo para la
identificacion y cuantificacion de metanol, etanol y acetona, principalmente, aunque
se pueden identificar mediante las condiciones de este método la presencia de
algunos otros analitos cuyos tiempo de retencién son especificados en la tabla 6.1,
las condiciones del método son especificadas en las tablas de la5.1 ala 5.11

Tabla 5.1 Presion de gases

PRESION SALIDA PRESION TANQUE

Nitrogeno > 80 psi > 500 psi
Hidrogeno > 60 psi > 500 psi
Aire > 80 psi > 500 psi
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Tabla 5.2 Condiciones del Headsp

PARAMETRO TEMPERATURA (°C) TIEMPO (MINUTOS) P
Vial 60 10 (calentamiento)
0.5 (Presurizacion) 5
Rizo 120 0.05 (equilibrio)
0.15 (llenado)
Linea de 130 1.0 (Inyeccién)
transferencia
Ciclo GC 8.2 minutos
Gas acarreador - - 14
Tabla 5.3 Condiciones del Puerto de Inyeccién
Modo Split
Temperatura 200 °C
Presidn 8.32 psi
Radio Split 10:1
Flujo del Split 16.8 mi/minuto
Flujo Total 20.8 ml/minuto
Gas saber Off
Gas type Nitrogeno

Tabla 5.4 Condiciones de la Columna

COLUMNA
Temperatura maxima: 260°C
Longitud Nominal: 30.0 m.
Diametro nominal: 320 ym
Nominal Film thickness: 1.80 um
Mode: Flow constant
Initial Flow : 1.7 mL/min
Nominal Init Pressure: 8.33 psi
Average velocity: 31 cm/seq.
Intel : Back intel
Outlet: front detector
Outlet pressure: Ambient
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Temperatura Inicial

Tabla 5.5 Condiciones del Horno

60 °C

Tiempo Inicial

4.00 minutos

Rampa 30 °C/minuto
Temperatura Final 120 °C
Tiempo Final 3 minutos
Tiempo equilibrio 0 minuto
Post temp: 50°C
Post time 0.00 min.
Corrida 9.00 minutos
Temperatura maxima 250°C
=, -
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Figura 5.1. Rampa de Temperatura
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Tabla 5.6 Condiciones del Detector FID

DETETOR
Temperatura 250 °C
Flujo Hidrogeno 40 ml/minuto
Flujo de aire 400 ml/minuto
Mode Constant makeup flor
Makeup flow 25 ml/min.
Makeup gas type Nitrégeno
Flama On
Electrometer On
Lit Offset 2

5.1.3 PREPARACION DE SOLUCIONES

Solucion stock | (estandar de metanol, etanol y acetona)

Colocar en un matraz volumétrico de 50ml, 25 ml de agua, y las cantidades
correspondientes que indican la tabla 5.7 aforando con agua destilada, tapar con
parafilm y refrigerar a 4°C.

Tabla 5.7 Preparacion de solucion stock metanol, etanol y acetona

Compuesto Densidad uL Volumen Concentracion
del compuesto
mg/dl mg/dL.
Etanol 81000 796 1256.088
|
| Metanol 78600 390 617.604
Acetona 78800 160 252.800
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~Ixvilar)
\dl')
VAFORo(dl)

Solucion stock Il (estandar interno de Isobutanol para curva de calibracion)

Agregar 580 ul de isobutanol a un matraz de 50 ml, aforar con agua destilada, Tapar
con parafilm y guardar a 4°C.

p sosuranor = 0.802 g
cm 3
mg

C 1sosutanor XV 1sosuranor 80200 x 0.00580dL
C STOCKSTDINTERNO=

= mg

V aroro dL=930.32
0.5dLdL

Solucion stock lll (Estandar interno para muestras)

En un matraz aforado de 1 L agregar 233 L de isobutanol y aforar con agua

mg
C 1soBuranor X V. isosuranor 80200 % 0.00233dL
C STOCKSTDINTERNO == mg
V aroro dL=18.68
10dLdL

Soluciones Stock IV (Curva de calibracion segun la tabla 5.2)

La curva de calibracion se prepara con la soluciones stock | y Il tomando en cuenta
las cantidad de cada stock indicadas en la tabla 5.8
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Tabla 5.8 Preparacion de la curva de calibracion

Soluciones stock IV

pL de solucion Stock | 10 25 50 100 150 250
HL de solucion stock |1 500 500 500 500 500 500
Aforo con agua destilada (ml) 25 25 25 25 25 25
Compuesto Concentracion de de las soluciones Stock IV en mg/dL.
Acetona 0.081 0.202 0.404 0.809 1.213 2.022
Metanol 0.201 0.502 1.003 2.007 3.010 5.017
Etanol 0.400 1.001 2.002 4.004 6.006 10.011
Isobutanol 15.00 15.00 15.00 15.00

Soluciones stock IV

HL de solucion Stock | 500 750 | 1000 | 1250 | 1500 | 2000
HL de solucion stock |1 500 | 500 500 | 500 | 500 | 500
Aforo con agua destilada (ml) 25 25 25 25 25 25
Compuesto Concentracion de de las soluciones Stock IV en mg/dL.
Acetona 4.045 6.067 8.090 10.112 12.134 16.179
Metanol 10.034 15.051 20.067 25.084 30.101 40.135
Etanol 20.022 30.032 40.043 50.054 60.065 80.087
Isobutanol 15.00 15.00 15.00 15.00 15.00 15.00
0 one 0 o de matrs

STD13 STD14 STD15 STD16 STD17

HL de solucion Stock | 2500 3000 3500 4000 5000
ML de solucién stock 1 500 500 500 500 500
Aforo con agua destilada (ml) 25 25 25 25 25
Compuesto Concentracion de de las soluciones Stock IV en mg/dL.

Acetona 20.224 24.269 28.314 32.358 40.448
Metanol 50.168 60.202 70.236 80.270 100.337
Etanol 100.108 120.130 140.152 160.173 200.217

Isobutanol 15.00 15.00 15.00 15.00 15.00
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Soluciones Stock V (estandares para selectividad)

La preparacion de las soluciones de cada compuesto fueron calculadas con la
siguiente ecuacion.
(‘mg)

cl |x viut)
\dl)
Ve -
((mg)
Tabla 5.9 Preparacion Qé solyciones para selectividad
COMPUESTO DENSIDAD pldléE/ AFORO CONCENTRACION
(mg/dl) COMPUESTO (mg/dl)

Isopropanol 78600 13.0 100 10
Cloroformo 148300 17.0 100 10
Isobutanol 80200 12.0 100 10
Eter etilico 71340 14.0 100 10
Butanol 80980 12.0 100 10
Hexano 65500 15.0 100 10
Acetona 78800 13.0 100 10
Benceno 87200 11.0 100 10
Tolueno 87200 11.0 100 10
Metanol 78600 13.0 100 10
Etanol 81000 12.0 100 10

Soluciones Stock IX (estandares para repetibilidad)

Para repetibilidad se preparan los estandares utilizando las siguientes soluciones
stock VI, VIl 'y VIII en las cantidades especificadas en la tabla 5.10.

Solucién Stock VI colocar en un matraz de 50 ml. 160 uL de Acetona, 396 de
Metanol, 1590 de Etanol.

Solucién Stock VII colocar en un matraz de 50 ml. 240 uL de Acetona, 554 uL de
Metanol, 1348 uL de Etanol.

Soluciéon Stock VIl colocar en un matraz de 25 ml. 240 uL de Acetona, 592 de
Metanol, 1268 de Etanol.
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Tabla 5.10. Soluciones estandar para repetibilidad.

COMPUESTO ul ul AFORO Csmo
(mg/dl)
_STOCKVI  STOCKIl  ml
METANOL 25
STD -R1
ETANOL 500 500 50 100
ACETONA 10
ISOBUTANOL | | 75
COMPUESTO V]| 1]] AFORO Csto
(mg/dl)
STOCK VII STOCKIII ml.
METANOL 70
STD-R2
ETANOL 1000 500 50 170
ACETONA 30
ISOBUTANOL [ | 75
COMPUESTO V]| 1]] AFORO Csto
(mg/dl)
STOCK Vi STOCKII ml.
METANOL 150
STD-R3
ETANOL 1500 500 50 320
ACETONA 60
ISOBUTANOL 75

5.1.3 PREPARACION DE LA CURVA DE CALIBRACION.

Preparacion de estandares para la curva de calibracién, se toman las 17 soluciones
Stock IV. La concentracion final de los estandares esta indicada en la tabla 5.5

a. Preparar 17 viales para headspace etiquetando previamente de 1 al 17
b. Colocar 0.4 ml de sangre, orina 6 agua (segun la curva a preparar) libre de

alcohol, en cada vial
c. Colocar 1.6 ml de la solucién stock IV de manera correspondiente, nimero de

estandar al numero del vial.
d. Colocar la septum y arandela de aluminio y sellar perfectamente con

engargoladora.
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Tabla 5.11 Concentracién final de estandares en la matriz

Soluciones stock IV

ml de cada estandar 1.6 1.6 1.6 1.6 1.6 1.6
ml de matriz (sangre u orina) 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4
Acetona 0.40 1 2.0 4.0 6.0 10.0
Concentracion final de Metanol 1.0 2.5 5.0 10.0 15.0 25.0
cada estandar en
mg/dL. Etanol 2.0 5.0 10.0 20.0 30.0 50.0
Isobutanol 75.00 75.00 75.00 75.00 75.00 75.00
Soluciones stock IV STD7 STD8 STD9 STD10 STD11 STD12
ml de cada estandar 1.6 1.6 1.6 1.6 1.6 1.6
ml de matriz (sangre u orina) 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4
Acetona 20.0 30 40 50 60 80
Concentracion final de Metanol 50.0 75 100 125 150 200
cada estandar en
mg/dL. Etanol 100.0 150 200 250 300 400
Isobutanol 75.00 75.00 75.00 75.00 75.00 75.00
0 one 0 STD12 STD14 STD15 STD16 STD17
ml de cada estandar 1.6 1.6 1.6 1.6 1.6
ml de matriz (sangre u orina) 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4
Acetona 100 120 140 160 200
Concentracion final de Metanol 250 300 350 400 500
cada estandar en
mg/dL. Etanol 500 600 700 800 1000
Isobutanol 75.00 75.00 75.00 75.00 75.00
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5.2 DESARROLLO DE LA VALIDACION

La validacién de un método es un requisito importante en la practica del analisis
guimico, el analista debe proporcionar su resultado, este debe contener un alto nivel
de confianza, que sera causa del correcto estudio de los pardmetros de validacion en
el método analitico, los parametros de validacidén en el método analitico indican el
procedimiento experimental que se lleva a cabo para el estudio de validacién

SELECTIVIDAD

Dentro de las interferencias de matriz que pueden afectar la selectividad de los

componentes etanol, metanol, acetona e isobutanol, se toman en consideracion lo

siguiente:

¢ Debido a la putrefaccion de las muestra forenses, puede haber presencia de
propanol butanol y hexano

¢ Por el consumo de bebidas adulteradas la existencia de metanol y acetona
debe considerarse dentro de la matriz.

¢ El consumo de inhalantes benceno, tolueno, éter etilico

e Presencia de isopropanol y acetona en diabéticos

¢ Anestésicos como, cloroformo, propofol, sevofluoranos, halotano, fluorano,
isofluorano, 6xido de nitrégeno, cloruro de etilo, enfluorano. Poca probabilidad.

e Presencia de alquil nitritos debido a antidoto en tratamiento por intoxicaciéon de
cianuro ( Nitrito de amilo) y como droga conocida como poopers nitrito de
butilo.

e Carboxihemoglobina por intoxicacion de CO.

Para la selectividad se usaron las soluciones Stock V preparadas segun la tabla 5.3

a) Colocar 2 ml de solucion de cada solucién estandar en un vial para headspace
b) Sellar perfectamente engargolando con septum plastico y arandela de
alumnio.

c) Colocar en el headspace y analizar los estandares con el método de Volatiles

d) Verificar los tiempos de retencion de cada componente.
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REPETIBILIDAD

Para establecer la repetibilidad del método se consideran las soluciones stock No IX
marcadas en la tabla 5.4
a) Tomar 25 viales para headspace y colocar 400 uL de sangre negativa en c/u
b) Adicionar 1600 uL de solucion STD-R1 de la tabla 5.4 en c/u
¢) Tomar 6 viales para headspace y colocar 400 uL de sangre negativa en c/u
d) Adicionar 1600 uL de solucién STD-R2 de la tabla 5.4 c/u
e) Tomar 6 viales para headspace y colocar 400 ul de sangre negativa c/u
f) Adicionar 1600 uL de solucion STD-R3 de la tabla 5.4 c/u
g) Sellar perfectamente los 37 viales engargolando con septum plastica y
arandelas de aluminio.
e) Colocar los viales en el headspace y analizar los estandares con el método de
Volatiles.
f) Obtener las deviaciones estandar de las réplicas.

REPRODUCIBILIDAD

Para el estudio de reproducibilidad se consider6 la curva de calibracién como indica
el apartado 5.1.3, considerando sélo los estandares STD4 al STD12
a) Preparar la curva de calibracion en diferentes dias
b) Preparar la curva de calibracion con diferentes analistas
¢) Preparar muestras con diferentes analistas tomando 400 uL de sangre y
1600 uL de solucién stock Il
d) Programara la corrida de las muestras con el método de volatiles y
calibrar los estandares como se indica en el anexo 1

LINEALIDAD (RANGO DE TRABAJO), LIMITE DE DETECCION (LOD) Y
CUANTIFICACION (LOQ), SENSIBILIDAD

Para el estudio de linealidad, LOD, LOQ y sensibilidad del método se considera la
preparacion de la curva de calibracién indica el apartado 5.1.3

Programara la corrida de las muestras y calibrar los estandares como se indica en el
anexo 1
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ROBUSTEZ

Las variaciones consideradas en el estudio de robustez son las siguientes:

¢ Tipo de Matriz: Preparar 3 curvas de calibracion como indica el apartado
5.1.3, considerando solo los estandares del STD4 al STD12, usar como matriz
400 uL de (sangre, orina y agua) respectivamente en cada curva de
calibracion, programar en el método de volatiles y calibrar como se indica en
el anexo 1.

¢ Volumen de muestra: En 9 viales para headspace colocar:

o Alos 3 primeros 400 uL de sangre y 1600 uL de solucién stock Il

A 3 mas 200 uL de sangre y 800 uL de solucion stock Il

A los 3 restantes 500 uL de sangre y 2000 uL de solucion stock 1l
Cerrar perfectamente engargolando con septum y arandela de aluminio.

O
O
O
o Programar en el método de volatiles los 9 viales preparados.

e Tiempo de Presurizacion en el headspace: Tomar 8 viales para headspace
y colocar 400 uL de sangre y 1600 uL de un estandar del apartado 5.1.3.
o Variar el tiempo de presurizacion del vial en el headspace a 0.1, 0.3, 0.5
y 1.0 min
o Programar la inyeccion de 2 viales para cada variacion de tiempo.

¢ Agitacion de los viales en el headspace: Tomar 9 viales para headspace y
colocar en cada vial 400 uL de sangre y 1600 uL un estandar intermedio del
apartado 5.1.3.
o Programar en las condiciones del headspace (3 viales sin agitacion, 3

con agitacion baja, y 3 con agitacion alta)

e Temperatura de calentamiento del vial: Tomar 18 viales para headspace y
colocar en cada vial 400 uL de sangre y 1600 uL un estandar interno del
apartado 5.1.3.

o Programar las condiciones del headspace

temperatura de calentamiento de 40 °C a 6 muestras a una
o Programar las condiciones del headspace
temperatura de calentamiento de 60°C a 3 muestras a una

o Programar las condiciones del headspace
temperatura de calentamiento de 70°C

o Programar las condiciones del headspace
temperatura de calentamiento de 90°C

a 3 muestras a una

a 6 muestras a una
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¢ Inyectar varias veces con el mismo septum: Tomar 4 viales para
headspace y colocar en cada vial 400 uL de sangre y 1600 uL cada uno de 4
estandares de diferente concentracion del apartado 5.1.3.
o El primer estandar programar la inyeccioén del mismo vial 5 veces.
o Los tres 3 estandares restantes programar la inyeccién 3 veces del

mismo vial para cada uno de ellos.

¢ Tiempo de calentamiento del vial: Tomar 12 viales para headspace y

colocar en cada vial 400 uL de sangre y 1600 uL un estandar intermedio del

apartado 5.1.3.

o Modificar el tiempo de calentamiento del vial en el headspace a5, 10y
15 minutos.

o A cada tiempo modificado, programar la inyeccién de 4 de los viales ya
preparados.

¢ Estudio de degradacién de la muestra refrigerada (ya preparado con

estandar interno en el vial): En 21 viales para headspace colocar 400 uL de

sangre y adicionar 1600 uL de un estandar del apartado 5.1.3 a cada uno

o Sellar perfectamente los viales engargolando con septum y arandela de
aluminio.

o Programar los primeros 3 viales en el método de volatiles y obtener las
concentraciones del dia cero.

o Refrigerar el resto de los viales a 4°C, tomando solo los necesarios
cada dia especificado.

o Programar la inyeccién de 3 viales por dia, en los dia 2, 3,4,5,6,7.

e Tiempo de degradacion de un estandar en refrigeracion: Preparar sangre

libre de alcohol, un estandar del apartado 5.1.3 y refrigerar ambos a 4°C

o En el dia cero tomar 3 viales y adicionar 400 uL de sangre y 1600 uL de
la solucion estandar y programar en el método de volatiles.

o Refrigerar nuevamente tanto el estdndar como la sangre.

o Preparar del dia 2 al 7, 3 viales del mismo modo y con la misma sangre
y estandar de refrigeracion que los utilizados en dia cero. (preparando
solo los 3 viales y refrigerando nuevamente sangre y estandar)

o Programar los primeros 3 viales en el método de volatiles y obtener las
concentraciones del dia cero.
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¢ Estudio de degradaciéon de la muestra refrigerada. Elegir 3 muestras

positivas a etanol

o Colocar 400 uL de sangre en un vial para headspace, de cada una de
las muestras por duplicado.

o Adicionar 1600 uL de la solucién stock III.

Sella perfectamente con septum y arandela de alumnio.

o Programar los primeros 6 viales en el método de volatiles y obtener las
concentraciones del dia cero.

o Refrigerar tanto las 3 muestras positivas como la solucion stock Il

o Enlos dias 1,2,4,5,6,8,9, preparar del mismo modo las tres muestra por
duplicado, refrigerando las muestras y el sotck al terminar de preparar
las 6 muestra diarias.

o

RECUPERACION.
¢ Para el estudio de recuperacion preparar un estandar de etanol de 100 mg/dl.

e Tomar 2 muestra positivas a etanol por duplicado
e Leer en el cromatdgrafo la concentracion de etanol de la muestras

¢ Adicionar el estandar de 100 mg/dl de etanol a las muestras, previamente
leidas, por duplicado.

e Obtener el % de recuperacion

5.3. Analisis de muestras

Dentro del Tribunal Superior de Justicia del DF (Servicio Médico Forense) el médico
Forense se apoya de diferentes estudios para dictaminar la causa de muerte de un
cadaver dentro de tres &reas principales:

5.3.1 Muestreo

Durante la toma de muestra es necesario el uso de guantes de latex, el material para
la recoleccién de la muestra debe estar perfectamente limpio y secos (tubos de
plastico libre de anticoagulante de 15 ml, botes de plastico, jeringas y pipetas)
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Se debe cumplir la siguiente metodologia por cuestiones de cadena de custodia y
veracidad de la muestra.

¢ Debe de rotularse cada tubo con el nimero de expediente, antes de colocar
cada muestra.
¢ Registrar en la hoja de cadena de custodia siguientes datos de cada muestra:

TIPO DE ANALISIS
NOMBRE . EDAD | MUESTRA EXPEDIENTE REQUERIDOS
Desconocido | 25 afios | Sangre 10001 QTyOH

¢ Se llena una tarjeta por cada muestra tomada, con los datos expresados para
cada uno de los estudios solicitados en su respectiva tarjeta.

Nombre

No Averiguacion previa: No Expediente:

Tipo de muestras: S O H Analisis requerido: OH QT
Sexo: M F Fecha: Edad

Médico Forense

Una vez cumplidos los requisitos anteriores se procede a la toma de muestra.
Toma de muestra de sangre:

1. Tomar aproximadamente 15 ml de muestra de sangre del cerebro y depositar
en los tubos para quimica sanguinea cuidadosamente para evitar posible
contaminacién de la muestra.

2. Desechar la pipeta en el contenedor de desechos biolégicos.

3. Colocar en botes de plastico ambos tubos con su respectiva tarjeta.

5.3.2 Preparacion de la muestra

Las muestras son recibidas con la cadena de custodia por el laboratorio de
guimica verificando el expediente y tipo de muestra que se esta recibiendo, firmando
original y copia, la original se archiva en la carpeta del laboratorio de quimicay la
copia se regresa al antiteatro para archivo de perito médico.

Los tubos que contienen las muestras son retirados de los botes de plastico
con sus respectivas tarjetas y ordenadas en gradillas de acuerdo al nimero de
expediente y colocandose en el refrigerador de muestras.
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El laboratorio cuenta con dos libretas de registro una para alcoholes y una
para Quimica Toxicologica (QT), en la cual se tiene que descargar la informacion de
las tarjetas de cada muestra recibida.

Después de realizar el registro en las libretas correspondientes se procede a la
preparacion de las muestras para determinacién de alcoholes.

1. Sacar de refrigeracion las muestras que se trabajaran y seguir para cada una la
siguiente metodologia.

2. Identificar en la gradilla
la muestra que se va
trabajar

3. Tomar 400 pl de sangre y colocarlos en un vial
para headspce
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5 Color 1600 pl del 6 Sellar perfectamente el vial

4. Depositar la sangre en estandar interno

un vial para headspace

N
S

N

7 Colocar en headspace _ _
y programar la muestra. 8. Analizar por el método de volatiles en el software
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5.3. Analisis Cualitativo y Cuantitativo.

Cargar el método de alcoholes en el cromatdgrafo de gases marca Agilent,

Esperar que alcance las condiciones establecidas en el método tanto el headspace
como en el equipo cromatografico.

Programar el nimero de muestras a correr identificando cada una con el nimero de
expediente

Colocar en el headspaces las muestras verificando que correspondan al vial en que
se programo en el método.

Seleccionar en el headspace el numero de viales a utilizar (arrancar el headspace y
el método)

Esperar los resultados cualitativos y cuantitativos.

El estudio cualitativo se llevara a cabo por la respuesta de pico en los tiempos de
retencion establecida para:

e Etanol
e Metanol

e Acetona

El estudio cuantitativo se realizara de acuerdo a la calibracion previa en el método
mediante calibracién por estandar interno.

En este método se obtiene las &reas de los picos del estandar interno que es el
isobutanol y de los picos de etanol, metanol y acetona, el método

82

O

SEMEFO
TSIDF



ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

[/\\ VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y

CAPITULO VI.

RESULTADOS.

El desarrollo experimental se llevo a cabo en un Cromatégrafo de gases marca
agilent 6890N con detector de lonizacién de Flama (FID), Inyector por Headspace,

Software Chem station.

Las muestras biolégicas tomadas para el desarrollo experimental fueron las
ingresadas al SEMEFO-DF en el periodo comprendido del 01 de Enero del 2011 al
31 de Diciembre del 2011.

La experimentacion se llevo a cabo mediante los parametros previamente
establecido en el capitulo V, los resultados obtenidos son desglosados en este

capitulo segun el érden del proceso de validacion desarrollado
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

¢ Selectividad

Dentro las interferencias de matriz que pueden afectar la selectividad del método
(consideradas en el apartado 5.2) y de los cuales no fue posible inyectar al método
todos los compuestos mencionados por no tener acceso a los compuestos,
obteniendo sélo aquellos expresados en la figura 6.1 y tabla 6.1y 6.2

FIC1A, (FDEST405 1\*DES 2011-05-14 17-39-09%TA000005.D)
pA
] Q 3
N
@ @@ \3@&
. ks )
qfé? {9’5' %.\'9
N':]' o ) ":*‘
150 1
5
N
100 &
ff.u
504
1 T 1 T L-l il L T X l_' 1 T 1 T
S, Jir e | I S i - [ . | e | . i S v )
2 3 4 5 f 7 4
Figura 6.1. Tiempos de Retencion compuestos principales
Tabla 6.1. Tiempos de Retencion
COMPONENTE CONCENTRACION TIEMPO DE RETENCION (minutos)
(mg/dl)
Metanol 10 2.405
Etanol 10 2.885
Eter Etilico 10 3.029
Acetona 10 3.256
Isopropanol 10 3.302
Hexano 10 4.241
Cloroformo 10 5.144
Isobutanol 10 5.446
Benceno 10 5.629
Tolueno 10 7.184
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Mediante los tiempos de retencion y el ancho de los picos, se puede calcular la
resolucion de cada analito, que nos indica si la separacién de los compuestos es

VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

Optima, el calculo se realiza con la siguiente ecuacion y los resultados estan
expresados en la tabla 6.2.

(tr2—tr1)
R=

( wiwz)

2

Donde:
tr: tiempo de retencion cada compuestos
w :Ancho del pico de cada compuesto
R: Resolucién

Tabla 6.2. Resoluci_ones de cada componente.

COMPONENTE Tiempo de Ancho de pico Resolucion
Retencion (min.) il |
Metanol 2.405 | 0.0400 12.12
Etanol 2.885 | 0.0392 3.75
_Eter Etilico 3.029 1l 0.0375 1 5.91
Acetona 3.256 ; 0.0392 l 1.15
Isopropanol 3.302 0.0408 22.54
_Hexano 4.241 o 0.0425 24.08
Cloroformo 5.144 0.0325 9.40
Isobutanol 5.446 0.0317 6.00
Benceno 5.629 0.0292 11.322
Butanol 5.950 | 0.0275 40.86
Tolueno 7.184 0.0329 40.86
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

 Precision (Repetibilidad)

Tabla 6.3. Repetibilidad STD-R1

COMPONENTE ETANOL METANOL ACETONA
mg/dl mg/dl mg/dl

Réplicas

1 112.08 27.443 10.98
2 111.82 28.062 10.96
3 108.99 27.492 10.98
4 1U5.65 2/.455 10.91
5 113.07 28.108 10.82
6 107.99 26.977 10.87
7 111.43 28.096 10.82
8 106.03 26.580 10.76
9 107.83 26.757 10.89
10 106.78 26.763 10.82
11 109:15 27.834 10.71
12 109.22 28.139 10.94
13 106.98 27.366 10.92
14 108.08 27.654 10.87
15 108.82 27.123 10.91
16 106.47 27.409 10.85
17 10857 27914 10.92
18 109.79 27-799 10.83
19 109.55 27.987 10.86
20 107.86 27.809 10.92
21 109.58 427.909 10.76
22 108.85 27.9894 10.82
23 1U5.55 20.4724 10.86
24 110.09 27511 10.75
25 108.66 28.645 10.84

C promedio. 109.08 27.645 10.8628
o 1.7347 0.5153 0.07196
41 1.590% 1.86 % 0.6624%
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y

ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

REPETIBILIDAD DEL ETANOL
118
115 -
Cmax=113.07
........ =
§12 P ~
E ES e
3 Cproem=10%.08
109 ===== .—t —————————— &-0--—-,--—.—-—’--—'- . SUASGOCL AALTL occs SRR
* < » &
& * Cmin=106.03
108 - dee oo SR T
103
100 T
0 s 10 15 20 25 30 35
Numerode replicas,
Figura 6.2. Repetibilidad del etanol
REPETIBILIDAD DEL METANOL
295
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Cmax=28.48 g i
285 +— S -_ - —_— e ——————-
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28 L > - »
- P - <+
- - <
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275 'y >z = < -
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27 = 3
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_ e B o o - .
265
26 ’
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No de Replicas

Figura 6.3. Repetibilidad del metanol
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

i REPETIBILIDAD DE LA ACETONA
11 2 Gy ._ __________________________ Cmax=10.98 _ _ _
P . * o ¢ ¢
__________ €W SRTONEI0082
510.8 * ¢ < <
=) ¢ ¢ @
B  rrspessmsear il A S S S S S e S R e A T e
Cmin=10.710
10.6
10.4 T
0 5 10 15 20 25 30 35
Numero de replicas
Figura 6.4. Repetibilidad de la acetona
Tabla 6.4 Repetibilidad Estandar 2y 3
REPLICAS COMPUESTOS DEL ESTANDAR 2 COMPUESTOS DEL ESTANDAR 3
ETANOL METANOL ACETONA ETANOL METANOL ACETONA
1 174.44 71.53 31.47 320.67 150.45 62.62
2 177.38 76.69 31.26 327.34 155.39 60.98
3 174.08 70.73 31.19 322.87 153.67 61.89
4 17496 71.68 31.06 32123 150:53 61.82
6 174.23 71.27 30.86 325.18 152.7 61.51
Cprom 174.51 72.598 31.071 323.66167 152.3 61.705
1.7412 2.4402 0.3100 2.5441 1.9838 0.5541
Desviacion
STD
Variacion 0.9977% 3.361% 1.00% 0.786% 1.302% 0.8979%
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
@ ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

« PRECISION (REPRODUCIBILIDAD)
El estudio practico de reproducibilidad intermedia que se llevo a cabo fue
considerando los factores de:
a) Diferentes dias de analisis (Tabla 6.5-6.17)

b) Diferentes analistas:
¢ Preparacion de la curva de calibracién (Tabla 6.17-6.24)
¢ Preparacion de muestras (Tabla 6.25)

a) Curvas de calibracion preparadas en diferentes dias de analisis.

Tabla 6.5. Curva Etanol 1

STD Relacion de Relacion CURVADE ETANOL
mg/dL | Concentracién de Area 14
2 0.026 0.0527 v .
5 0.066 0.0642 y» 0.2906x + 0.047 A
10 0.133 0.0839 ol R?=0.9999 &
20 0.266 0.1308 ;
30 0.400 0.1606 8 o3 | &
50 0:600 0:2421 2 e
100 1.333 0.4387 2 i ] A
150 2.000 0.6260 © A
200 2.666 0.8206 s | > 3
250 3.333 1.0154
300 4.000 1.2102 P e
.'
»
n
0 0s 1 15 2 25 3 is 4 15
Ratio Concentracion

Tabla 6.6. Curva Etanol 2

STD Relacion de :}e"‘;‘\cm“ CURVA DE ETANOL
mg/dL Concentracion e Area 14
2 0.026 0.05272 12 y=0.28825+ 0.0485
5 0.066 0.06426 i
10 0.133 0.08394 1 &
20 0.266 0.13088 ~ P
30 0.400 0.16065 T »
50 0:600 0:24218 '; e
100 1.333 0.43877 = 4 s
150 2.000 0.62605 [ P
200 2.666 082536 o o,
250 3.333 1.0012
300 4.000 1.1992 o p
¥
4
[}
1] 0s 1 15 2 15 i 15 4 45
Ratio Concentracion
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

Tabla 6.7 Curva Etanol 3

Relacion

STD Relacion de < 13 CURVADE ETANOL
mg/DI Concentracién de Area
V4
= 0.026 0.01713 1 .
10 0.066 0.02091 UG o
20 0:133 0:03824 | S P
an 0.266 0.07477 ""
30 >
=5 0.400 0.11306 2., ,
100 0.600 0.18878 2" o
150 1.333 036783 g 4
200 2.000 0.56051 et -~
250 2.666 0.72811
300 3.333 0.94715 a2 4 - 4
4.UUU 1.1ZUL7[ P ¥
¢ 0s 1 15 2 25 ] 5 (]
Ratio Concentracion
Tabla 6.8 Curva Etanol 4
STD Relacion de Relacion o CURVADE ETANOL
mg/dL Concentracion de Area :
V4
5 0.026 0.04464 12:7 -
¥+ 0.3003x+ 0.0347
20 0:133 0:07319 ! "
an 0.266 0.1199 n ’
30 LT -
50 0.400 0.1548 £ _
100 0.600 0.2383 s, | &
150 1333 0.4325 2 "
onh 2.000 0.6210
200 0" - W, |
250 2.666 0.8521 5P
300 3.333 1.0237 i A
4.000 1.2423 _.I’
?
* 0s 1 15 2 LS 3 15 45 |
Ratio Concentracion
Tabla 6.9 Curva Etanol 5
STD Relacion de Relacion CURVA DE ETANOL
mg/dL Concentracién de Area 14
2 0.026 0.04566 12
5 0.066 0.05399 ¥ 03045¢+ 0.0346
10 0.133 0.07261 ; LRy A
20 0.266 0.12192 ,
30 0.400 0.16039 f— ¥
50 0:600 0:24136 4
100 1.333 0.4340 o P
150 2.000 0.61637 = e
200 2.666 0:86920 = e
250 3.333 1.0399 M 7
300 4.000 1.26035 . ’,»f""'
pod
*
] ’
0 e 1 15 2 25 ¥ 18 15
Ratio Concentracion
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

14

CURVAS DE ETANOL PREPARADAS EN DIFERENTES DIAS

05

1 15 2 15 3
Ratio Concentracion

Figura 6.5. Curvas de etanol preparadas en dias diferentes.

Tabla 6.10 Curva Metanol 1

35 4

45

STD Relacion de Relacion CURVA DE METANOL
mg/dL Concentracion de Area e S
RY= 35982
5.0 0.0666 0.003514 1 ’
10 0.1333 0.008944
15 0:2000 0.01732 g“” A
25 0.3333 0.03062 '; 3
50 0.6666 0.06686 ;‘; o 4
75 1.0000 0.10470
100 1.3333 0.14361 s 2
125 1.6666 0.18850 >
150 2.000 0.23193 .
0L
1] L& 1 15 PAY
Ratio Concentracicn
Tabla 6.11 Curva Metanol 2
STD Relacion de Relacion CURVADE METANOL
mg/dL | Concentracién de Area =
y= 0.115%- 00062
=039
5.0 0.0666 0.003935 | A
10 0.1333 0.01104 3
15 0.2000 0.01717 2" o
25 0.3333 0.03064 §
50 0.6666 0.06899 o A
75 1.0000 0.10821
100 1.3333 014817 .
125 1.6666 0.18507 ot
150 2.000 0.22890 - 4
' "'
0 0 1 1. )
Ratio Concestracion
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

Tabla 6.12 Curva Metanol 3

STD Relacion de Relacion CURVADE METANGL
mg/dL Concentracion de Area 2
5
5.0 0.0666 0.00397
10 0.1333 0.00917 n
19 U.ZUUU U.Ul/o1 -
25 0.3333 0.03440 [ 45 .
50 0.6666 0.07016 |3
75 1.0000 0.10895 i P
100 13333 0:15619 5
125, 1.6666 0.19518 . ad
150 2.000 0.24259 7
. ..'..
’ LA 1 15 P43
Rato Conceraracon
Tabla 6.13 Curva Metanol 4
STD Relacion de Relacion - CURVADE METANOL
mg/dL Concentracion de Area -
o
5.0 0.0666 0.00397 Y1000
10 0.1333 0.01415 & g »
15 02000 0.0218 g
25 0.3333 0.03621 : ;
50 0.6666 0.07494 Fu *
75 1.0000 0.12056 P,
100 13333 015835 2 P
125 1.6666 0.19779 »
150 2.000 0.2385 =
X
. " ] 15
fatio Concentracion
Tabla 6.14 Curva Metanol 5
STD Relacién de Relacion CURVADE METANOL
mg/dL Concentracion de Area =
s
5.0 0.0666 0.00655 ¥ Jﬂ-";‘) ;'W‘J
10 0.1333 0.01415 a2 —
19 U.ZUUU U.UZ1o »
25 0.3333 0.03621 E a8 »
50 0.6666 0.07494 § o
75 1.0000 0.12056 45
T00 1.50000 U.100659 ‘."
125 1.6666 0.19779 e
150 2.000 0.2385 V'
'..
0 *
. s 1 s 25
Ratwo Concentradon
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

CURVAS DE METANOL PREPARADA EN DIFERENTES DIAS.
01

Ratio Area

3

+05

Ratio Concentracion

Figura 6.6. Curvas de metanol preparadas en dias diferentes.

Tabla 6.15 Curva Acetona 1

STD Relacion de Relacion CURYA DE ACETONA
mg/dL Concentracioén de Area 12

10 0.00533 0.01634 . P
2.0 0.01333 0.02686 ¢=12380¢- 94142 /
4.0 U.UZ0060 v.v4aol1l4 X2 _7,/’

6.0 0.05333 0.08495 03 7 /,.--’

10 0.0800 0.1185 g o

20 0.1333 0.1910 20

30 U.Z0600 U.50659 g /"‘

40 0.4000 0.5244. 204 o e

50 0.5333 0.7120 P

60 0.6666 0.8630 02—

U.cuUuvu 1.U4484 'l
o &
® (3] 0 13 X} ¢S (U 07 8 ne
Ratio Concentracion

Tabla 6.16 Curva Acetona 2

STD Relacion de Relacién CURVADE ACETONA
mg/dL Concentracion de Area ]

v.4a L f 3
1.0 0.00533 0.020793 y=12879x+ 00166 e
2.0 0.01333 0.028034 " R 095 o
4.0 0:02666 0:045748 a7 " 3

6.0 0.05333 0.088269 i oY

10 0.0800 0.12398 s /_.i”

20 0.1333 0.191326 <

30 0:2666 0:370025 p U '

40 0.4000 0.53944 § 03 o

50 0.5333 0.68100 i .,../"

60 0.6666 0.88371 % I

0:8000 10441t AL
¥

' 1" 0l 3 " a5 ab L

Ratio Concentrackin
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

Tabla 6.17 Curva Acetona 3

STD Relacion de Relacion CURVADE ACETONA '

mg/dL Concentracion e Area 12
)

10 0.00533 0.01681 1 P
2.0 0.01333 0.02847 y=13048+0.0134 <
4.0 U.UZ000 U.U402 Rtz 0599 /--'

6 G 0.05333 0.08636 9 - /--’

10 0.0800 0.11976 g Pl

20 0.1333 0.19094 fu ~

¥

30 0.2666 0.36427 2 >

40 0.4000. 0.53167 TR o

50 0.5333 0.70934 > /

60 0.6666 0.8833 P I

0:8000 10572 ""'
R d

0 M2 03 & 03 M B 98 09
Ratio Concentracion |

Tabla 6.18 Curva Acetona 4

STD Relacion de Relacion CURVADE ACETONA
mg/dL Concentracioén de Area 1

04

1.0 0.00533 0.01634 i N
2.0 0.01333 0.02686 y=12952x+0.0132 e
4.0 0.02666 0.04514 R+ 0990 pad

6.6 0.05333 0.08495 b s

10 0.0800 0.11851 2 M

20 0.1333 0.19108 L -

P

30 0-2666 0-36559 P 5

40 0.4000 0.52448 Y 7

50 0.5333 0.70397 &

60 0.6666 0.87666 " 2

08000 10493 'r'
0 e 01 03 44 5 85 w7 08 09
Ratie Concentracion

Tabla 6.19 CURVA ACETONA 5

STD Relacion de Relacion CURVA DE ACETONA
mg/dL | Concentracidn de Area 1
04 »
1.0 0.00533 0.01629 11 -
2.0 0.01333 0.02736 y= 13138400133 e
4.0 0:02666 0:04596 3 R*=0.9996 A
P 0.05333 0.08647 > <
0.V 5
10 0.0800 0.11962 7 W«
20 0.1333 0.19466 < ol .../ ‘
30 0.2666 0.36844 ] e
e 0.4000 0.53316 EXIR L
40 « "
50 0.5333 0.71399 e
60 0.6666 0.88916 6 _,-/'
08000 106434 ‘.J"J
0 L} ] L 3] (X} 04 0ns 113 0y ([} L]
Ratio Concentradion
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

12

Ratio Area

02

CURVAS DE ACETONA PREPARADA EN DIFERENTES DIAS

o 0 0o L ox s

Ratio Concentracion

Figura 6.7. Curvas de Acetona preparadas en dias diferentes.

b) Curvas de calibracién preparadas por varios analistas

Tabla 6.20. Curva Metanol Analista 1.

STD Relacion deRelacion CUNRVA DE METANOL
mg/dL Concentracionde Area as0q v = D.1765% 0.0071
L Q995 -
IU 0.aso
e 0.133 0.010 oot
25 0.200 0.015 ga | Z
50 0.333 0.067
75 0.667 0.125 @ oS >
100 1.000 0.165 & 0% p:
125 1.333 0.219 ~ 0.200
150 1667 0.294 0.150 -~
200 2000 0.341 . -
2.667 0.465 iy
0000 ’
) ;(.llur Cu.u:wtl- acion )
Tabla 6.21. Curva Metanol Analista 2.
STD Relacién deRelacion ) METANOL
mg/dL Concentracionde Area oane
10 02400 ¥ \"-“1»»:::.-.:1‘,9::.‘:
15 0.133 0.009 Py -
25 0.200 0.015 ,
50 0333 0.028 P10 -
75 0.667 0.119 £ o250 o
100 1.000 0.152 s
125 1.333 0.216
150 1.667 0.264 %180 4
200 2.000 0.288 0100 >
2.667 0.370
0000 -~ =
O 00D 0500 1 (I.('Q 1.%00 2 41):)(! 200 2,000
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

Tabla 6.22. Curva Metanol Analista 3.

STD Relacion deRelacion CURVADE METANOL
oncentracionde Area
mg/dL c traciénde A o ¥= 01533x + 0,011
.J 4"' > e
10 0.4000 - 09059 -
15 0.133 0.0119 A
25 0.200 0.0481 i
50 U.550 U.Uors -% 03004
-'.5 0.667 0.1171 .30)‘.()0 ¥
100 1.000 0.1713 " SR P
125 1.333 0.2186 _ -
150 1.667 0.2700 Ao '
200 2 000 0.3203 0.1000 5.4
2.667 0.4124 0.0800 »
0 0000 ®
0.000 0,500 1.000 1500 2.000 2500 1000
Ratio Concentracion
CURVA DE METANOL
0500 -
0450 .
P
y=0.1765x-0.0071 /"
0400 R2=0.9956
0350 - y=0.I533%7 D015
R*=0.9959
0.300 -
a A y=0.148x- 0.0022
£ R?=0.9819
o 0250
I
o
0.200 -
0.150
0.100 - %
/.
0.050 - s
@
0.000 ¢
0.000 0.500 1.000 1.500 2.000 2.500 3.000
Ratio Concentracion
Figura 6.8. Curva de metanol diferentes analistas
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

Tabla 3.23. Curva Etanol Analista 1.

STD Relacién deReIacibn EHRX CURVADE ETANOL
mgldL Concentraciénde Area '
20 1.600 ¥+ 0293354 00513 *
20 0.267 0.147 1.400
50 0.400 0.178 g, <
100 07667 0:220
150 1.333 0.439 3 100 -
200 2.000 0.624 3 om0 -
250 2.667 0.832 I P
300 3.333 1.023
400 4.000 1.200 0.490 =d
5.333 1.644 0200 | o
= "1":' D00 1000 2.000 . 000 4 000 5000 6.000
Ratio COnCentracion
Tabla 3.24 Curva Etanol Analista 2.
STD Relacion deReIacibn ey CURVA DE ETANOL
mg/dL Concentracionde Area
20 1,600 v O;;?JLX.;O%YOZIA >
30 0.267 0.147 1400 |
50 0.400 0.178 N <
100 0667 0:240
156 1.333 0.439. T 1000 -
200 2.000 0.624 2 om0 #*
250 2.667 0.832 = Zoss =
300 37333 1023 et
460 4.000. 1.200 0400 | =
5.333 1.644 0560 |- g™
2 I'JIL‘ OO 1 000 2 000 ERUE) 4 Do 5000 b0 \
Ratio Concontracion ;
Tabla 3.25 Curva Etanol Analista 3.
STD Relacion deRelacion _ CURVADE ETANOL
mg/dL Concentraciénde Area LH00
20 0.26 0.0 ol V= 0.2769% 1 0.0032
= 0400 ox5E e ——
. 5 P~ »
100 0667 0:189 X 1000 =
150 1.333 0.368 8
< 0800 >
200 2.000 0.561 P
250 2.667 0.728 0600 &
3.333 0.947
?‘.gg 4.000 1.120 e #
5.333 1.467 0.200 -
‘O
Q000
0.000 1000 21.000 3 000 4.000 5000 6.000
Ratio Concentracion
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

¢

Ratio Area

CURVA DE ETANOL

1.800
=
1.600 =7
4
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R*=0.999 -
1.200 -
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Figura 6.9. Curva de etanol diferentes analistas

Tabla 6.26 Curva Acetona Analista 1.

Relacion deRelacion

STD - 1850 CURVA DE ACETONA
mg/dL Concentracionde Area
4 s v+ 138324+ 00914
6 0.053 0.184 1400 RE < 0.9965
10 0.080 0.215 .
20 0:133 0:283 e *
30 0.267 0.436 g 100 S
40 0.400 0.626 o Aeno %
50 0.533 0.776 2 K
60 07667 1.061 e ios0 3
80 0.800 1.208 0.400 .
1.185 1.567 a0 .,,‘
Q000
0.000 0.200 0.400 0.600 0.800 1000 1.200
Rato Concentracion
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

Tabla 6.27 Curva Acetona Analista 2.
STD Relacién deRelacion CURVA DE ACETONA

mgldL Concentraciénde Area e
=& 74 y*1.3299x-0002) 2
6 0.053 0.01634 . )« 03977
10 0.080 0.1185 F
20 07133 0:1910 1 :
an 0.267 0.3655 e -
VU ‘E" os
40 0.400 0.5244 '; >
50 0533 0.71206 3os >
60 0.667 0.86302 - ;
80 0.800 1.0444 4
1.185 1.4200 03 T——ps
PR
0.000 0,200 040D 0000 0800 1000 1.200
Ratio Concentracion

Tabla 6.28. Curva Acetona Analista 3.

STD Relacion deRelacion CURVA DE ACETONA
mg/dL Concentraciénde Area 1400

i 0.053 0.067 o - 1433251 00157 2

10 0.080 0.104 g 1000 | ke

20 0133 0.165 2 -

30 0.267 0.321 2 0800 | »

40 0.400 0.480 P | o

50 0.533 0.620 R )

60 U.00/ U.7ol 0400

80 0.800 0.918 *

1.185 L2 p— .
‘.
0.000 T
0.000 0.200 G.Aa00 0.600 0.800 1.000 1200

Ratio Concentracion

i CURVA DE ACETONA
1.6
v=13832x+0.0914 A
R? = 0.9965
1.4 A
12 —— .
v*1.1332x+ 00157 ~ 4
R:P-poga7 47 N
T | e -
LY 25
- .
2 -
= 08 - v =13289% 00071
o e R? = 0.9977
0.6
,/J
0.4 .j_'
02 g
o (= : '
0.000 0.200 0.400 0.600 0.800 1.000 1.200
Ratio Concentracion
Figura 6.10. Curva de acetona diferentes analistas
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

Muestras preparadas por varios analistas.

Tabla 6.29 Concentracién de Etanol mg/dL.

No Analista MUESTRA 179 MUESTRA 180 MUESTRA 181
1 110.593 141.53831 102.74149
2 121.7993 143.56935 103.18975
3 107.15648 131.0058 95.25341
4 125.1425 137.729 103.291
Valor maximo 125.1425 143.56935 103.291
Promedio 116.17282 138.4602 101.1190
Valor minimo 107.15648 131.0058 95.25341
o 8.6514 5.5281 3.9177

COMPARATIVO DE PREPARACION DE MUESTRAS POR VARIOS ANALISTAS
160
150
146 Muestra 180, A
-
130 + a
u
_
A -~
120 ¢ - \ -
Muestra 179 // =t /
2 110 4 -— W
E Muestra 181 & * o
100 4— ——— — - Ek\_\if;g{
————
90
8o |
70 1
80 -
] 0.8 1 15 2 2.5 3 3s 4 45
No ANALISTA
Figura 6.11. Comparativo de muestras por varios analistas.
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- VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
@ ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES
1 |

LIMITE DE DETECCION LOD, LiMITE DE CUANTIFICACION LOQ

E INTERVALO TRABAJO.

v ETANOL:

o Curva De Calibracion

o Limite De Deteccion y Limite De Cuantificacion
o Rango De Trabajo
Tabla 6.30 Curvas de Calibracién de Etanol
ESTANDAR RELACION DE AREA (Yi)
No RELACION . REPLICA REPLICA REPLICA Yi
CONCENTRACION Xi 123 promedio
1 0.02666 0.04464 0.04566 | 0.05272 0.049404
2 0.06666 | 0.05229 0.05399 = 0.06426 0.057698
3 0.13333 0.07319 0.07261 0.08394 0.076208
4 0.26666 | 0.11992 » 0.12192 0.13088 0.124262
5 0.4 0.15485 0.16039 0.16065 0.160864
6 0.66666 0.23832 0.24136 0.24218 0.241582
7 1.33333 0.43255 0.434 | 0.43877 0.435826
8 2 0.62102 0.61637 | 0.62605 0.621828

Z(Yl replical + Yl replica2 + Yl
Yi promedio =

replica3 )

n

Donde:

Yi promedio= promedio de las replicas de cada estandar
Yi= relacion de area de cada estandar dondeivade 1 a8
n = namero de replicas
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

0.7

ETANOL

y=0.2922x+0.0414
R2=0.9996 A

0 0.5 1 3 2
RATIOCONCENTRACION

2.5

Figura 6.12. Curva de calibraciéon del etanol

De la regresion lineal de la curva de calibraciéon Y=mx + b

Pendiente m= 0.2922
Ordenada al origen b=0.0414
Coeficiente de correlaciéon R=0.9996
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

Tabla 6.31 Varianza Etanol

No Desviacién Varianza Yi ((j:élculo de la desviacion estandar
estandar estandar Yi e

1 0.00440 9.22989 [ Z(C i— C promedio) 2

p4 0.0064/ 11.39232 Sx/Y:

2 OD-0062A2 ) n —]

- V. UULvoO0 8.33186

- A 469793

6 |1 H0:00203 0.84515 Célculo de la varianza.

7 0.00325 074793 S

3 000484 077940 CV = i

YPr omedio

Tabla 6.32 Calculos Etanol

No estandar RELACION DE Xi2 (Xi- (Xi-

N CONCENTRACION Xi Xpromedio) Xpromedio)2
1 0.02666 0.00071 -0.58500 0.34222

2 0.06666 0.00444 -0.54500 0.29702

3 0.13333 0.01777 0.47833 0.22880

a4 0.26666 0:07110 -0.34500 0.11902

5 0.4000 016000 -0.21166 0.04480

6 0.6666 0.44443 0.05499 0.00302

7 13333 177776 0.72166 0.05499

8 2.600 200000 1:38833 192748

Xipromedio=0.611662 S- 6.47624 >—3.48319— |

2Xi
)(i promedio —
n

Donde:

Xi promedio= promedio de los Xi (Relacién de concentracion)
Xi= Relacién de concentraciéon de cada estandar donde ivade 1 a 8

n = ndmero de estandares
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

Tabla 6.33 Calculos Etanol

Yi absoluta (Yi promedio - Yi absoluta):
No RELACION DE
estandar | AREA Yi promedio
: 0.(:’)\4?1(')’4‘1"" 0.049190 2.300 E-0s
- 0057636 0.060878 1.6252 E-05
3 0.076208 0-080359 1.4281 E.cs
4 0.124262 0.11931 2.4225 E-o05
5| 0.160864 | o0.1s5828 1.2250 E-05
6 0-241582 073619 1:9553 =05
7 0.435826 0.43099 1.6872 E.os
8 0.621828 0.62580 2.1653 E-0s
>=0.0001152

Con la ecuacion de la regresion lineal de la curva de calibracion:

Yiabsoa = mXi + b = 02922 Xi+ 00414

Donde:
Yiabsoluta= Relacion de area de cada estandar calculado con la ecuacion de la curva
Xi = Relacién concentracién de cada estandar
m= pendiente de la curva
b= ordenada a la origen

Célculo de la desviacién estandar del blanco.

f N .
| E(Yl promedio — Yi absoluta) 2
|

Syix= i
n—2
6-0004152—
Svix= | =0.00438295
".,K 8_2

o Limite de deteccion LOD del Etanol.

Para el calculo de limite de deteccion se considera la ecuacion de la regresion lineal
y la sefial de la desviacién estandar del blanco Sxv ( 3Sxy)

Para el limite de detecciéon LOD

Yi=mXi+b.ooooooooa . Ecuacion 1
Yioo=b + 3(Swy) ceeninnnnn. Ecuacion 2
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— VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
@ ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES
] |

E—

Sustituyendo Yiop la ecuacién 2 en Yi de la ecuacion 1

b + 3(Sxwy)= mXcop +b

Despejando Xcop

b+3(Sxiv)—b3(Sxiv)

Xiop ——
m
X ope  3(0:00438295)
= 0.044999
0.2922

Como Xi es una relacion de concentracion para obtener la concentracion del limite de
deteccién se despeja la concentracion de etanol del la siguiente ecuacion:

Cetanol Donde :
. . Xi= XLop = 0.044999
XI = CsTpintemo= 75 mg/dl

C STDint erno
Depejando la concentraciéon de etanol para el limite de deteccién se tiene que:

Cetanoizop= (X Loo )(Cstpint ermo ) = (0.044999)(75 m)g
dl
Cerano LOD = 3.37496 g:g

o Limite de Cuantificacion LOQ Etanol.

Para el calculo de limite de cuantificacion se considera la ecuacién de la regresion
lineal y la sefial de la desviacidn estandar del blanco Sxv (10 Sxyv)

Yi=mXi+b .o, Ecuacion 1

Yroe=b + 10(Sxy) ..evrenennnnn. Ecuacion 2

Sustituyendo Yiogq la ecuacion 2 en Yi de la ecuacion 1
b + 10(Sxy)= mXLoq +b

Despejando XLoq
b+10(Sxiv)—b10(S xiv)

X roo= _
mm
Xio 10(0.00438205)
== 0.14999
0.2922
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

Como Xi es una relacion de concentracion para obtener la concentracion del limite de
cuantificacion se despeja la concentracidn de etanol del la siguiente ecuacion:

Ce tan o/ Donde :

.le — Xi= XLog = 0.14999
CsTpintemo= 75 mg/dl

C STDint erno

Despejando la concentracion de etanol para el limite de deteccion se tiene que:

mg L
Ce tan ol = (XLOQ)(CSTDint erno) = (014999)(75
)
dl —_
mg

Ceranol LOQ = 11.24986

Para la confirmacién de los limites de deteccion se prepar6 un estandar de 15 mg/dl,
eniendo la desviacién estandar de los resultados de 9 replicas del estandar para
confirmar el limite de deteccion.

Tabla 6.34 Calculos Etanol

AREA RELACION CONC. RELACION AREA C mg/dl
30.2441 0.229024382 0.06894429 17.17682861
29.85349 0.22409499 0.06759167 16.80712428
28.84789 0:218989668 0:06619076 1642422513
28.8494 0.211313874 0.06408453 15.84854056
29.96104 0.216562104 0.06552464 16.24215778
26.02076 0:213867707 0.0647853 16.04007802
29.25676 0.212934887 0.06452933 15.97011649
29.08326 0.214465517 0.06494934 16.08491376
28.8833 0.218934263 0.06617556 16.42006971

Promedio———16.33489493

Deviacién estandar de los valores de concentracion:
0=0.42934Como el LOQes=100
LOQ=10 x 0.42934=4.293

Como el LOQ sale mas bajo que el obtenido de 11.24 mg/dl entonces se considera
un nuevo limite de deteccion que es de 4.2 mg/dl, y se preparan replicas de esta
concentracion
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

) Tabla 6.35 Calculos Etanol
AREAETANOL = RELACION AREA CONCENTRACION

| 13.64976 0.029310351 6.95393064

~-14.18135 ~—-0.031565762 7573011488

| 9.25005 0.020243666 4.462545574
6.97162 0.019968807 4.38703479
8.91241 0.019301332 4.203662563
8.92397 0:018719571 4043838229
9.42275 0.019106849 4.150233195
8.72838 0.019811573 4.34383876
8.93846 0.019008015 4.12308108

Promedio 5.065

Desviacion estandar de los valores de concentracion:
o0 = 1.3466
Comoel LOQes=100
LOQ= 10 x 0.42934=13.466

Como el LOQ sale mas ALTO que el obtenido de 11.24 mg/dl entonces se considera
11.24 mg/dl como verdadero limite de deteccion del etanol.

LOQ fina= 11.24 mg/dl para el ETANOL

o Rango de trabajo del etanol

Para la curva de calibracién después de obtener el limite de cuantificacién de 11.25
mg/dl. Se considero el inicio del rango de trabajo de 15 mg/dl y se prepar6 la curva
de calibracién hasta una concentracion de 1000 mg/dl de etanol, comprobando que
aun sigue con la linealidad la curva de calibracién (rango de trabajo), ya no se
estudid rangos mas altos porque las concentraciones en humanos no llegaria a
valores mas alla de 1000 mg/dl.
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

Tabla 6.36 Calculos Etanol

C mg/dl RELACION CONCENTRACION RELACION AREA
15 0.2 0.0617
20 0.266 0.0747
30 04 6-1+436
50 0.666 0.1887
100 1.333 0.3678
150 2 0.5605
200 2666 0-7281
250 3.333 0.9471
300 4 1.1201
aUU 3.335 1.40008
500 6.666 1.8561
600 8 2.1857
700 9.333 2.5473
1000 13.333 3.7071

ETANOL
q
y=0.274x+0.006
R?= 0.999 »
3.5 1 7
3 A
25 A&
<
o *
® 2 A
1.5 cr
1 &
e ’,
05 e
/“
o @ .
0 2 4 6 8 10 12 14
Ratio de Concentracion

Figura 6.13. Curva de calibracién del etanol.

108 SEMEFO
TSIDF



VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

v" METANOL:

o Curva De Calibracion
o Limite De Deteccién y Limite De Cuantificacién
o Rango De Trabajo

Tabla 6.37 Calculos Metanol

ESTANDAR RELACION DE AREA (Yi)
RELACION DE )

No CONCENTRACION Xi REPLICA 1 REPLICA 2 REPLICA 3 Yi promedio
1 0.0666 0.00397 0.00655 0.00393 0.004816
2 0.13333 0.00917 0.01415 0.01104 0.011453
3 0.200 0.01751 0.0218 0.01717 0.018826
4 0.33333 0.03444 0.03621 0.03064 0.033763
5 0.66666 0.07016 0.07494 0.06899 0.071363
6 1.000 0.10895 0.12056 0.10821 0.112573

=l 1.33333 | 0.15619 | 0.15835 0.14817 0.154236
8 1.6666 0.19518 0.19779 0.18507 0.192680

Z(Yl replical + Yl replica2 + Yl replica3)
Yi promedio =

n

Donde:
Yi promedio= promedio de las replicas de cada estandar
Yi= relacion de area de cada estandar donde ivade 1a 8
n = nimero de replicas (8)
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
@ ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

0.25 METANOL

0.2 y=0.1183x-0.0049

R? = 0.9996

0.15

0.1 3
0.05

0
0 0.5 1 L5

Figura 6.14. Curva de calibracién metanol

De la regresion lineal de la curva de calibraciéon Y=mx + b

Pendiente m=0.1183
Ordenada al origen b= 0.0049
Coeficiente de correlacion R=0.9996
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

Tabla 6.38 Calculos Metanol

o=

No estandar Desviacion Varianza Yi
estandar
Yi
1 UL 31.16769
0.002515
2 9:90 21.9638
2 0.002580 12 20709
4 Lt s 8.42921
5 0.003152 4.41717
0.006926.
3 6152918
- 0.005363 217760
8 00675 3.48682

Calculo de la desviacién estandar de

12(Ci - C promedio) 2

n-1

Céalculo de la varianza.

CV=

Si

Y Pr omedio

Tabla 6.39 Calculos Metanol

No estandar RELACION Xi2 (Xi-Xpromedio) (Xi-Xpromedio).
n CONCENTRACION Xi
_1_ O-OEGfMM 0.00444 -0.60833 0.37007
2 0:13333 0.01777 -0.54166 0.29340
3 0.200 8-6460 8-47499 822562
4 0.33333 0.1111 -0.34166 0.11673
2 Q-iiiﬁﬁ 0.44443 -0.008336 0.0000694
6 999 1.0000 0.32500 0.105627
7 1.33333 1.7777 0.658333 0.43240
8 1.6666 2.7777 0.991663 0.983396

xupromeduo: 0.6/7499
>=6.17328 Y=2.52832
2Xi
)(i promedio =
n
Donde:

Xi promedio= promedio de los Xi (Relacion de concentracién)

Xi= Relacién de concentracion de cada estandar donde ivade 1 a 8

n = ndmero de estandares
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

!

Tabla 6.40 Calculos Metanol

RELACION Yi absoluta (Yi promedio - Yi absoluta):
No AREAYi
estandar promedio
: ‘ gg?ﬁif 0.002985 \ 3.35179 E-06
2 U U495 0.010872 3.3006538 E-07
3 0018826 O-012760. 44444 E.o0
4 | 0033763 | 53453, | 5.9229 Eo7
: 0.071363 0.073965 6.77324 E-06
‘ 0.112573 0.113400 | 083378 E-07
7 0.154236 0.15283 ! 1.97045 E.os
8 0.192680 0.19226 1.71497 E-o7
'{ i
[ y >=1.38839 E-0s

Con la ecuacion de la regresion lineal de la curva de calibracion:

Yiabsoa= mXi + b = 01183 Xi— 00049

Donde:
Yiabsoluta= Relacién de area de cada estandar calculado con la ecuacion de la curva
Xi = Relacién concentracién de cada estandar
m= pendiente de la curva
b= ordenada a la origen

Calculo de la desviacién estandar del blanco.

" Z(Y i promedio — Yi absoluta) 2
|

Srix= i
\l n—2
'1.38839E o5

Sr= L =goots2t——
bog-2

o Limite de Deteccion LOD del Metanol

Para el calculo de limite de deteccion se considera la ecuacion de la regresion lineal
y la sefial de la desviacién estandar del blanco Sxy (3 Sxy)
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} ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

g’ﬂ\ VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
i

Yi=mXi+b.....o.ovennnn. Ecuacién 1
Yiop=b + 3(Sxy) ceeuennnne. Ecuacion 2

Sustituyendo Yiop la ecuacién 2 en Yi de la ecuacion 1
b + 3(Sxy)= mXiop +b

Despejando Xiop

b+3(Sxiv)—b3(Sxiv)

Xiop ——
Yione  3(0:0815211)
— 0.038576
0.1183

Como Xi es una relacion de concentracion para obtener la concentracion del limite de
deteccién se despeja la concentracién de etanol del la siguiente ecuacion:

XI — Cetan ol

C STDint erno
Donde :

Xi= Xob = 0.038576
Csrpinterno= 75 mg/dl

Despejando la concentracién de etanol para el limite de deteccion se tiene que:

Che tanol= ( X LOD)(CSTD int erno) = (0038576)(75 m)g
dl
Cre an ol LOD = 2.8932 (fﬂg

o Limite de Cuantificacion LOQ del Metanol.

Para el calculo de limite de cuantificacion se considera la ecuacién de la regresion
lineal y la sefial de la desviacion estandar del blanco Sxv (10 Sxy)

Yi=mXi+b.oooiiiiiinn, Ecuacién 1
Yoe=b + 10(Sx/Y) cevvvvnnnnn... Ecuacion 2

Sustituyendo Yiogq la ecuacion 2 en Yi de la ecuacion 1
b + 10(Sxy)= mXLog +b
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

Despejando XLoq

b+10(Sxiv)—b10(S xrv)

Xioo ==
mm
Xioo 1000.0015211)
== (.12858
0.1183

Como Xi es una relacion de concentracion para obtener la concentracion del limite de
cuantificacion se despeja la concentracidn de etanol del la siguiente ecuacion:

X'l- Ce tan ol

C STDint erno

Donde :
Xi= Xrog = 0.12858
Cstpintemo= 75 mg/dl

Despejando la concentracién de etanol para el limite de deteccion se tiene que:

mg
Cre tan ol = (X LOQ)(CSTDinterno) = (0]2858)(75

)
dl —_
mg
Cmetan OILO_Q = 96440 Lo ., . .
Para la confirmacion de los limites de deteccion se prepard un estandar de 9.5 mg/dl,
eniendo la desviacién estandar de los resultados de 9 replicas del estandar para

confirmar el limite de deteccion.

Tabla 6.41 Calculos Metanol

A 0 0 R A 0 AREA g/d

12.8119 0.1243 0.0292 9.3281
13.6257 0.1353 0.0308 10.1480
12.2275 0.1167 0.0280 8.7545

| 127475 0.1184 0.0283 8.8846
143217 | 0.1384 | 0.0313 10.3831
117499 | 0.1246 | 0.0292 9.3523
13.4680 | 0.1276 | 0.0297 9.5771
13.6520 0.1328 0.0304 9.9673
13.7995 | 0.1404 ] 0.0316 10.53025
Promedio 9.6584
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- VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
@ ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES
1 |

Desviacion estandar de los valores de concentracion:
0 =0.6369Como el LOQes=100
LOQ= 10 x 0.6369=6.369

Como el LOQ sale mas bajo que el obtenido de 9.64 mg/dl entonces se considera un
nuevo limite de deteccidn que es de 7.0 mg/dl, y se preparan replicas de esta
concentracion

Tabla 6.42 Calculos Metanol

AREA ETANOLRELACION AREACONCENTRACION :

\ 6.6017 0.0141 5.3128
v 9.8499 0.02192 8.4373
! 8.1499 0.01783 6.7887
6.4674 0.01852 7.0663

8.7362 0.01891 7.2257

‘ 8.7963 0.01845 7.0370
‘ 9.1831 0.01862 7.1052
‘ 8.4990 0.01929 7.3754
8.9348 7 0.01900 ) 7.2581
Promedio 7.0674

Desviacion estandar de los valores de concentracion:
o =0.08055
Comoel LOQes=100
LOQ= 10 x 0.42934= 8.055

Como el LOQ se encuentra muy cercano de la concentracion del LOQ preparada de
7 mg/dl, se define como limite de cuantificacién para el metanol de 8.0 mg/dl.

LOQ FINAL: 8.0 mg/dl para el metanol

RANGO DE TRABAJO DEL METANOL

Para la curva de calibracién después de obtener el limite de Cuantificacion de 8.0
mg/dl. Se considero el inicio del rango de trabajo de 10 mg/dl y se preparé la curva
de calibracién hasta una concentracién de 500 mg/dl de metanol, comprobando que
aun sigue con la linealidad la curva de calibracion, dejando hasta ahi como rango de
trabajo.
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

Tabla 6.43 Calculos Metanol
CRELACIONRELACION
mg/dl CONCENTRACIONAREA
100.13330.0119

150.20.0481
25 0.3333 0.0672
50 0.6666 0.1178
75 1 0.1712
100 1.3333 0.2186
125 1.6666 0.2700
150 2 0.3203
200 2.6666 0.4123
250 3.3333 0.5179
300 4 0.6054
350 4.6666 0.7060
400 5.3333 0.7974
500 6.6666 1.0216
METANOL
1.2
y=0.150x+0.010
R*= 0.998
1 ¥ .
08 £
Fd
$og -
- ~
@< Ed
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o
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Figura 6. 15. Rango de trabajo del Metanol

116 SEMEFO
TSIDF



VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

v ACETONA:

o Curva De Calibracion
o Limite De Deteccién y Limite De Cuantificacién
o Rango De Trabajo

Tabla 6.44 Calculos Acetona

ESTANDAR RELACION DE AREA (Yi)
RELACION )

No CONCENTRACION Xi REPLICA1 | REPLICA2 REPLICA3 | Yi promedio
1 0.00533 0.01681 0.01634 0.01629 0.01648
2 0.01333 0.02847 0.02686 0.02736 0.02756
3 0.02666 0.04620 0.04514 0.04596 0.04576
4 0.05333 0.08636 0.08495 0.08647 0.08592
5 0.0800 0.11976 0.11850 0.11962 0.11929
6 0.1333 0.19094 0.19108 0.19466 0.19222
7 0.26666 0.36427 0.36559 0.36844 0.3661
8 0.4000 0.53167 0.52448 0.53316 0.52977

Z(Yl replical + Yl replica2 + Yl replica3)
Yi promedio =

n

Donde:
Yi promedio= promedio de las replicas de cada estandar
Yi= Relacion de area de cada estandar donde ivade 1 a8
n = nimero de replicas
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

0.6 ACETONA
y =1.3046x +0.0133
R?= 0.9995 &
05 | L
e
00.4 » v
> E /‘/”
=3
0.3 -
/ g
>
0.2 + '
(/”
<~
0.1 ‘/‘,
o @ . 1 .
0 0.1 0.2 0.2 0.4 0.5
RATIO
CONCENTRACION

Figura 6.16. Curva de calibracion acetona

De la regresion lineal de la curva de calibraciéon Y=mx + b

Pendiente m= 1.3046
Ordenada al origen b=0.0133
Coeficiente de correlacion R=0.9995
118 SEMEFO

TSIDF



VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

Tabla 6.45 Calculos Acetona

No estandar Desviacion Varianza Yi Calculo de la desviacion estandar
estandar Yi de
1 0.000286 1.74077 'Z(Ci— C promedio) 2
2 0.0008240 2.9896 o= i/l
3 0.0005558 1.2144 n —1
4 0.0008476 0.9864
5 0.0006848 0.5740
0002102
6 v.uuL1vo 1.0968 . .
= 0.002131 0.5821 Calculo de la varianza.
0.004641 .
8 0.87612
cv= __ S
YPr omedio
Tabla 6.46. Calculos Acetona
No estandar RELACION Xi2 (Xi-Xpromedio) (Xi-Xpromedio):
N CONCENTRACION Xi
: 000533 0.0000284 -0.1170 0.01368
< U.UL5955 0.0001776 -0.10900 0.01188
3 0.02666 0.0007107 0.09567 0.009152
4 0.05333 0.0002844 -0.06900 0.004700
i 2'0522 0.00640 -0.04233 0.001791
e 0:1333 0.01777 0.01100 0.000121
7 0.26666 0.071107 0.14433 0.02083
8 0.4000 0.16000 0.27767 0.07710
Xipromedio= 0.12233
>=0.25904 >=0.13932
2Xi
Xi promedio =
n
Donde:
Xi promedio= promedio de los Xi (Relacién de concentracion)
Xi= Relacién de concentracion de cada estandar dondeivade 1a 8
n = nimero de estandares
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

!

Tabla 6.47. Calculos Acetona

RELACION Yi absoluta (Yi promedio - Yi absoluta):
No AREAYi
estandar promedio
2 002756
Z Y U400 0.03069 9./7780U5 E-06
3 0.04576 004208 5.35445 E.o6
4 | 0.08592 008187 9.31683 E-0s
6 0.19222 >ARA3E
018724 | £.4045 C£-05
8 0.52977 0.53514 2.8836 Es
'{ i
[ y Y=0.00011983

Con la ecuacion de la regresion lineal de la curva de calibracion:

Yiabsomia= mXi + b = 13046 Xi + 00133

Donde:

Yiabsoluta= Relacién de area de cada estandar calculado con la ecuacién de la curva
Xi = Relacién concentraciéon de cada estandar

m= pendiente de la curva

b= ordenada a la origen

Calculo de la desviacién estandar del blanco.

,‘Z(Yi promedio — Yi absoluta) 2

Svy/x= |

\ n-2
Syix= | 0.000119183

L =0.0044568

8-2

o Limite de Deteccion LOD de la Acetona

Para el calculo de limite de deteccion se considera la ecuacion de la regresion lineal
y la sefial de la desviacién estandar del blanco Sxv (10 Sxv)
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‘ ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

g’ﬂ\ VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
i

Yi=mXi+b.....o.ovennnn. Ecuacién 1
Yiop=b + 3(Sxy) ceeuennnne. Ecuacion 2

Sustituyendo Yiop la ecuacién 2 en Yi de la ecuacion 1
b + 3(Sxy)= mXiop +b

Despejando Xiop

b+3(Sxiv)—b3(Sxiv)

Xiop ——
m
X ope  3(010044568)
= 0.010248
1.3046

Como Xi es una relacion de concentracion para obtener la concentracion del limite de
deteccién se despeja la concentracién de etanol del la siguiente ecuacion:

X'l- — Ce tan ol

C STDint erno
Donde :

Xi= XLop = 0.010248
CsTpinterno= 75 mg/dl

Despejando la concentracion de etanol para el limite de deteccion se tiene que:

Ceanol= (X LOD)(CSTDimemo) = (00]0248)(75 ;ng
dl
Ce tan ol LOD =0.76866 g;g

o Limite de Cuantificacion LOQ de la Acetona
Para el calculo de limite de cuantificacion se considera la ecuacion de la regresién
lineal y la sefial de la desviacion estandar del blanco Sxv (10 Sxv)

Yi=mXi+b oo, Ecuacion 1
Yiog=b + 10(Sxi¥) ..cevvenennn. Ecuacién 2

Sustituyendo Yiogq la ecuacion 2 en Yi de la ecuacion 1
b + 10(Sxy)= mXLog +b
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

Despejando XLog
b+10(Sxiv)—blO( S xrv)

Xioo ——
mm
X roo 10(“.””44‘7\652)
==0.03416
1.3046

Como Xi es una relacion de concentracion para obtener la concentracion del limite de
cuantificacion se despeja la concentracidn de etanol del la siguiente ecuacion:

Donde :
Ce anol Xi= Xtog = 0.03416
Xi = CsTDintemo= 75 mg/dl

C STDint erno

Despejando la concentracién de etanol para el limite de deteccion se tiene que:

mg
Cetanor= ( X 200 )(Csrpintemo ) = (0.03416)(75
)
dl —_—
mg
Ceanol LOQ =2.56022

Para la confirmar los limites de deteccién se preparé un estandar de 4.0 mg/dl,
eniendo la desviacién estandar de los resultados de 9 replicas del estandar para
confirmar el limite de deteccion.

Tabla 6.48. Calculos Acetona

32.358 0.05372 0.0737 4.02967
3Z2.UUS U.U3457 U.U/7245 :5.9'46.1
30.848 0.05109 0.07077 3.8318
31.626 0.05062 0.07025 3.7969
32.459 0.05127 0.07098 3.8456
28.534 0.05132 I 0.07104 3.8492
32.054 0.05101 0.07069 3.8264
31.668 0.05104 0.07072 3.8281
30.555 0.05040 0.07000 3.7805
Promedio 3.8590
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

Desviacion estandar de los valores de concentracion:
0 =0.07844Como el LOQes=100
LOQ= 10 x 0.07844=0.7844

Como el LOQ sale mas bajo que el obtenido de 2.56 mg/dl entonces se considera un
nuevo limite de deteccién que es de 0.7844 mg/dl, y se preparan replicas de la
concentracion de 1.0

~ Tabla 6.49. Calculos Acetona
AREA ETANOL RELACION AREA CONCENTRACION

| 9.31878 0.0200 1.04829 ‘

11.45282 0.02549 ~—-1.3861
9.1140 . 0.01994 1.0443
7.1769 0.02055 1.0819
8.5565 0.01853 0.9571

—8:7458— ———0.01834— — —— 09457 —
| 9.0848 0.01842 0.9503
8.4367 0.01914 0.9952
8.8819 0.01888 0.9791

- Promedio 1.043 —

Desviacion estandar de los valores de concentracion:
0=0.1374
Comoel LOQes=100
LOQ= 10 x 0.1374=1.374 mg/dI

Como el LOQ sale practicamente 1 mg/dl entonces se considera 1 mg/dl como
verdadero limite de deteccién de la acetona

LOQ FINAL: 1.0 mg/dl para la Acetona

Rango de trabajo de la acetona

Para la curva de calibracion después de obtener el limite de Cuantificacion de 2.56
mg/dl. Se considero el inicio del rango de trabajo de 3 mg/dl y se preparé la curva de
calibracion hasta una concentracion de 1000 mg/dl de etanol, comprobando que aln
sigue con la linealidad la curva de calibracién, dejando hasta ahi como rango de
trabajo.
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

Tabla 3.50. Calculos Acetona

C mg/di RELACION RELACION
CONCENTRACION AREA
3 0.0533 0.0400
4 0.0582 0.0669
6 0.08 0.1042
10 0.1333 0.1648
20 0.2666 0.3214
30 0.4 0.4803
40 0.5333 0.6197
50 0.6666 0.7809
60 0.8 0.9179
80 1.0666 1.2172
100 1.3333 1.5271
120 1.6 1.8177
140 1.8666 2.1073
160 2.1333 2.4330
200 2.6666 3.0275
ACETONA
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Figura 6.17 Curva de calibracion de la acetona.
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

SENSIBILIDAD
ETANOL METANOL
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ACETONA
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3 »
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Figura 6.18 Sensibilidéd curvas de calibracién.
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

!

ANALISIS DE ROBUSTEZ

v' Tipos de matriz:

TABLA 6.51. Curvas de calibracién en matriz de Sangre.

MATRIZ DE SANGRE

CONC Isobutanol Area Relacion | Relacién
mg/dL 75 mg/dL de Conc. de Area

15 499.06 24.010 0.200 0.04811

25 | 49373 - 33227 0333 | 006729
rETANO 50 486.23 57.281 0.666 0.1178
75 483.23 82.769 1.000 0.1712

100 485.9 106.24 1.333 0.2186

125 486.56 131.41 1.666 0.2700

150 486.77 | 15593 2000 | 03203

30 499.06 56.424 0.400 0.1131

50 493.73 93.208 0.666 0.1888
ETANOL 100 486.23 178.85 1.333 0.3678
150 483.23 270.86 2.000 0.5605

200 485.9 353.79 2.666 0.7281

250 486.56 460.85 3.333 0.9472

300 486.77 545.27 4.00 1.1202

6 499.06 52.049 0.0800 0.1042

10 493.73 81.375 0.1333 0.1648

ﬁc ETON 5 486.23 156.32 0.2666 0.3214
30 483.23 232.1 0.4000 0.4803

40 485.9 301.14 0.5333 0.6197

50 486.56 379.99 0.6666 0.7809

60 486.77 446.84 0.8000 0.9179
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

TABLA 6.52. Curvas de calibracion en matriz de Orina.

MATRIZ DE ORINA
CONC Isobutanol Area Relacion | Relacién
mg/dL 75 mg/dL de Conc. de Area
15 509.38 20.942 0.200 0.0411
25 519.32 30.603 0.333 0.0589
rETANO 50 499.62 52.300 0.666 0.1046
75 511.08 77.386 1.000 0.1514
100 509.99 99.806 1.333 0.1957
125 516.54 125.62 1.666 0.2431
150 503.27 143.79 2.000 0.2857
30 509.38 60.284 0.400 0.1183
50 519.32 92.868 0.666 0.1788
ETANOL 100 499.62 182.78 1.333 0.3658
150 511.08 275.34 2.000 0.5387
200 509.99 360.70 2.666 0.7072
250 516.54 457.30 3.333 0.8853
300 503.27 530.12 4.00 1.0533
6 509.38 51.523 0.0800 0.1011
10 519.32 84.040 0.1333 0.1618
ﬁc ETON 5 499.62 156.33 0.2666 0.3128
30 511.08 241.47 0.4000 0.4724
40 509.99 312.36 0.5333 0.6124
50 516.54 399.77 0.6666 0.7739
60 503.27 452.90 0.8000 0.8999
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

TABLA 6.53 Curvas de calibracion en matriz de Agua.

MATRIZ DE AGUA

CONC Isobutanol Area Relacion | Relaciéon
mg/dL 75 mg/dL de Conc. de Area

15 511.63 16.634 0.200 0.03251

25 522.00 26.982 0.333 0.05168
rETANO 50 504.20 52.919 0.666 0.1049
75 530.91 79.326 1.000 0.1494

100 501.10 99.744 1.333 0.1990

125 512.40 125.61 1.666 0.2451

150 506.33 148.37 2.000 0.2930

30 511.63 55.345 0.400 0.1081

50 522.00 90.638 0.666 0.1736

ETANOL 100 504.20 177.38 1.333 0.3518
150 530.91 285.35 2.000 0.5374

200 501.10 349.21 2.666 0.6968

250 512.40 448.99 3.333 0.8762

300 506.33 539.76 4.00 1.0660

6 511.63 51.285 0.0800 0.1004

10 522.00 83.691 0.1333 0.1603

ﬁc ETON 39 504.20 153.92 0.2666 0.3052
30 530.91 254.07 0.4000 0.4785

40 501.10 310.22 0.5333 0.6190

50 512.40 397.2 0.6666 0.7751

60 506.33 456.34 0.8000 0.9012
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

METANOL
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Figura 6.19. Curva de calibracién metanol en matrices diferentes
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

ETANOL
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Figura 6.20. Curva de calibracién etanol en matrices diferentes
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

ACETONA
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Figura 6.21. Curva de calibracién acetona en matrices diferentes
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

v Tiempo de presurizacion:

Se vari6 el tiempo de presurizacién de vial en headspace.

Tabla 6.54. Tiempo de Presurizacion del vial

Tiemgo Isobutanol METANOL ETANOL ACETONA
min.| No 75 mg/dL

Réplica Area Area mg/dL Area | mg/dL | Area mg/dL
0.1 1 460.777 52.96 41.00 174.24 75.65 196.16 25.88
2 463.59723 52.83 40.61 175.32 75.66 198.11 25.99
0.3 1 460.9869 54.44 42.27 198.19 78.48 182.73 23.95
' 2 463.35217 52.10 40.00 199.14 78.45 184.26 24.03
05 1 450.4889 48.28 37.88 177.44 79.25 181.43 24.37
) 2 450.13916 47.05 36.81 174.19 77.67 179.81 24.15
1.0 1 447.89175 50.67 40.27 174.69 78.36 177.53 23.95
: 2 431.50616 50.67 40.26 169.67 79.09 172.83 24.22
Promedio 39.85 80.07 24.57
Desviacion estandar 1.7364 1.423 0.855

COMPARATIVO TIEMPO DE PRESURIZACION DEL VIAL METANOL
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Figura 6.22. Presurizacion Metanol
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ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

gg\ VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
i

——

ANALISIS DE VARIANZA ANOVA PARA METANOL

SourceSum of Squares DfMean Square F-RatioP-Value

Between groups18.009736.003257.450.0410
Within groups3.22540.80625

Total (Corr.)21.23477

Como el valor de P-Value es menor a 0.05 hay diferencia estadistica significativa
entre los grupos con valor de confianza de 95%, la variacion del tiempo de
prezurizacion es un parametro que afecta el método para el metanol

PRUEBA DE RANGO MULTIPLE METANOL

Method: 95.0 percent LSD
Count MeanHomogeneous Groups

Tiempo 3237.345X
Tiempo 4240.265X
Tiempo 1240.805X
Tiempo 2241.135X

ContrastDifference+/- Limits

Tiempo 1 - Tiempo 2-0.332.49302
Tiempo 1 - Tiempo 3*3.462.49302
Tiempo 1 - Tiempo 40.542.49302
Tiempo 2 - Tiempo 3*3.792.49302
Tiempo 2 - Tiempo 40.872.49302
Tiempo 3 - Tiempo 4*-2.922.49302

* denotes a statistically significant difference.

133

O

SEMEFO
TSIDF



- VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
@ ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES
1 |

COMPARATIVO TIEMPO DE PRESURIZACION DEL VIALETANOL
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Figura 6.23. Presurizacion Etanol

ANALISIS DE VARIANZA ANOVA PARA ETANOL

SourceSum of Squares Df Mean Square F-RatioP-Value

Between groups12.663434.2211511.140.0206
Within groups1.5151540.378788

Total (Corr.)14.17867

Como el valor de P-Value es menor a 0.05 hay diferencia estadistica significativa
entre los grupos con valor de confianza de 95%, la variacion del tiempo de
prezurizacion es un parametro que afecta el método para el etanol
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ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

@ VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
|

PRUEBA DE RANGO MULTIPLE ETANOL

Method: 95.0 percent LSD
Count MeanHomogeneous Groups

Tiempo 1275.655X
Tiempo 3278.46X

Tiempo 2278.465X
Tiempo 4278.725X

ContrastDifference+/- Limits

Tiempo 1 - Tiempo 2*-2.811.70879
Tiempo 1 - Tiempo 3*-2.8051.70879
Tiempo 1 - Tiempo 4*-3.071.70879
Tiempo 2 - Tiempo 30.0051.70879
Tiempo 2 - Tiempo 4-0.261.70879
Tiempo 3 - Tiempo 4-0.2651.70879

* denotes a statistically significant difference.

%6 COMPARATIVO TIEMPO DE PRESURIZACION DEL VIAL ACETONA
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Figura 6.24. Presurizacion Acetona.
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ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

gg\ VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
i

——

ANALISIS DE VARIANZA ANOVA PARA ACETONA

SourceSum of SquaresDf Mean Square F-RatioP-Value

Between groups5.0618531.6872896.550.0003
Within groups0.069940.017475

Total (Corr.)5.131757

Como el valor de P-Value es menor a 0.05 hay diferencia estadistica significativa
entre los grupos con valor de confianza de 95%, la variacion del tiempo de
prezurizacion es un parametro que afecta el método para la acetona.

PRUEBA DE RANGO MULTIPLE ACETONA

Method: 95.0 percent LSD
Count MeanHomogeneous Groups

Tiempo 2223.99X
Tiempo 4224.085X
Tiempo 3224.26X
Tiempo 1225.935X

ContrastDifference+/- Limits

Tiempo 1 - Tiempo 2*1.9450.367028
Tiempo 1 - Tiempo 3*1.6750.367028
Tiempo 1 - Tiempo 4*1.850.367028
Tiempo 2 - Tiempo 3-0.270.367028
Tiempo 2 - Tiempo 4-0.0950.367028
Tiempo 3 - Tiempo 40.1750.367028

* denotes a statistically significant difference.
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y

ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

v" Temperatura de calentamiento del vial: 40, 60, 70 y 90 °C

Tabla 6.55. Temperatura de Calentamiento del vial

TEMP. Isobutanol METANOL ETANOL ACETONA
°C No 75 mg/DI
Réplica
Area Area mg/dL Area mg/dL | Area mg/dL
1 110.36753 11.1978 | 35581 | 40.283 | 72.646 | 53.693 | 29.885
2 88.31628 9.80926 | 39.444 | 32887 | 74332 | 44.491 | 31.023
40°C 3 81.28142 8.7663 | 38.150 | 29.761 | 72.910 | 40.653 | 30.785
4 79.04202 8.1089 | 36.035 | 29.382 | 74.186 | 40.101 | 31.258
5 111.74454 | 12.9015 | 41.208 | 42174 | 75484 | 55684 | 30.664
6 79.77711 85419 | 37.838 | 29.860 | 74.771 | 40.254 | 31.077
o 1 430.637 46.9276 | 38.601 | 162.699 | 75574 | 154.621 | 21.492
2 284.292 30.6156 | 38.086 | 106.421 | 74.780 | 102.110 | 21.500
3 308.239 33593 | 38.606 | 115987 | 75.226 | 111.768 | 21.726
20 °C 1 422215 47.979 | 40.477 | 158.745 | 75.156 | 135710 | 19.014
2 580.852 66.693 | 40.952 | 220.137 | 75.843 | 185974 | 18.932
3 526.522 60.170 | 40.734 | 198.723 | 75.485 | 168.406 | 18.910
1 803.810 96.6043 | 43.108 | 339.949 | 85.881 | 217.166 | 15.638
2 808.0235 97.438 | 43271 | 343.307 | 86.327 | 216590 | 15.499
90 °C 3 797.1314 96.9960 | 43711 | 341.718 | 87.198 | 214.425 | 15.561
4 795.5150 97.212 | 43.919 | 40526 | 87.054 | 214.412 | 15596
5 807.87970 98.854 | 43.985 | 345461 | 86.953 | 217.419 | 15.569
6 812.0629 98.887 | 43.747 | 347.214 | 86.943 | 218.622 | 15576
Promedio 40.414 78.708 22.205
o 2.772 5.898 6.595
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ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

@ VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
t
|

COMPARATIVO TEMPERATURA DE CALENTAMIENTO DEL VIAL METANOL
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Figura 6.25 Calentamiento del vial Metanol

ANALISIS DE VARIANZA ANOVA PARA METANOL

SourceSum of Squares Df Mean Square F-RatioP-Value

Between groups107.624335.874821.790.0000
Within groups23.0495141.6464

Total (Corr.)130.674 17

Como el valor de P-Value es menor a 0.05 hay diferencia estadistica significativa
entre los grupos con valor de confianza de 95%, la variacion del temperatura de
calentamiento es un parametro que afecta el método para la metanol.
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- VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
@ ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES
1 |

PRUEBA DE RANGO MULTIPLE METANOL

Method: 95.0 percent LSD
Count MeanHomogeneous

Groups

TEMP1638.0427X
TEMP2338.431X
TEMP3340.721X
TEMP4643.6235X

ContrastDifference+/- Limits

TEMP1 - TEMP2-0.3883331.94597
TEMP1 - TEMP3*-2.678331.94597
TEMP1 - TEMP4*-5.580831.58888
TEMP2 - TEMP3*-2.292.24702
TEMP2 - TEMP4*-5.19251.94597
TEMP3 - TEMP4*-2.90251.94597

* denotes a statistically significant difference.

COMPARATIVO TEMPERATURA DE CALENTAMIENTO DEL VIAL ETANOL
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Figura 6.26. Calentamiento del vial Etanol
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ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

- VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
B;g

ANALISIS DE VARIANZA ANOVA PARA ETANOL

SourceSum of Squares DfMean Square F-RatioP-Value

Between groups583.6773194.559349.210.0000
Within groups7.80005140.557146

Total (Corr.)591.47717

Como el valor de P-Value es menor a 0.05 hay diferencia estadistica significativa
entre los grupos con valor de confianza de 95%, la variacion del temperatura de
calentamiento es un parametro que afecta el método para la etanol.

PRUEBA DE RANGO MULTIPLE ETANOL

Method: 95.0 percent LSD
Count MeanHomogeneous Groups

TEMP1674.0548X
TEMP2375.1933X
TEMP3375.4947X
TEMP4686.726X

ContrastDifference+/- Limits

TEMP1 - TEMP2*-1.13851.13202
TEMP1 - TEMP3*-1.439831.13202
TEMP1 - TEMP4*-12.67120.924292
TEMP2 - TEMP3-0.3013331.30715
TEMP2 - TEMP4*-11.53271.13202
TEMP3 - TEMP4*-11.23131.13202

* denotes a statistically significant difference.
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- VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
@ ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES
1 |
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Figura 6.27. Calentamiento del Acetona.

ANALISIS DE VARIANZA ANOVA PARA ACETONA

SourceSum of Squares DfMean Square F-RatioP-Value

Between groups738.2223246.0742773.940.0000
Within groups1.24193140.0887092

Total (Corr.)739.46417

Como el valor de P-Value es menor a 0.05 hay diferencia estadistica significativa
entre los grupos con valor de confianza de 95%, la variacion del temperatura de
calentamiento es un parametro que afecta el método para la acetona.
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(= VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
] ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

PRUEBA DE RANGO MULTIPLE ACETONA

Method: 95.0 percent LSD
Count MeanHomogeneous Groups

TEMP4615.5732X
TEMP3318.952X
TEMP2321.5727X
TEMP1630.782X

ContrastDifference+/- Limits

TEMP1 - TEMP2*9.209330.451705
TEMP1 - TEMP3*11.830.451705
TEMP1 - TEMP4*15.20880.368815
TEMP2 - TEMP3*2.620670.521584
TEMP2 - TEMP4*5.99950.451705
TEMP3 - TEMP4*3.378830.451705

* denotes a statistically significant difference.

v' Agitacion
Tabla 6.56. Agitacion del vial
Isobutanol ST TelE= el ACETONA
No 75 mg/dL
Réplica Area . Area ~ mg/dL Area - mg/dL Area mg/dL
Sin 1 537.2501 | 54.3846 | 35.4880 | 1951079 | 72.226 | 186.363  20.6911
Agitaci 2 541.0473  51.047 32672  189.133  69.015  184.5890  20.2852
il 3 510.594 542809 | 37531 | 189.287 | 73.953 | 180.4689 | 21.1234
Agitacién 1 625.11066 624088  34.9287 2121081  66.777 2344037  22.5414
Baja 2 573.555 50.5471 | 36.5306 & 203.0581 | 70.141 | 210.222 21.9845
3 598.9191 61.2159  35.883  206.0600  67.860 = 228.499 22.9721
Agitacion 1 653.87860  66.8865 | 35.915 222061 | 66.844 | 232.3125 21.244
Alta 2 600.7642  64.6055  38.025  213.6684  70.512  220.7642 22.001
3 665.04187 | 67.7885 | 35.7708 @ 222.6411 | 65741 | 234.921 21.109
Promedio ; 35.860 69.229 21.550
Desviacion std 1.5455 2.7286 0.8806
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- VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
@ ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES
1 |

COMPARATIVO VARIACION DE AGITACION METANOL
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Figura 6.28. Agitacion del vial Metanol

ANALISIS DE VARIANZA ANOVA PARA METANOL

SourceSum of SquaresDf Mean Square F-RatioP-Value

Between groups2.7217121.360850.500.6307
Within groups16.38862.73134

Total (Corr.)19.10978

Como el valor de P-Value es mayor a 0.05 no hay ninguna diferencia estadistica
significativa entre los grupos con valor de confianza de 95%, la variacién de la
agitacion no es un parametro que afecte el método para el metanol
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ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

@ VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
|

PRUEBA DE RANGO MULTIPLE METANOL

Method: 95.0 percent LSD
CountMeanHomogeneous Groups

AGT1335.2303X
AGT2335.7808X
AGT3336.5703X

ContrastDifference+/- Limits

AGT1 - AGT2-0.5504333.30188
AGT1 - AGT3-1.339933.30188
AGT2 - AGT3-0.78953.30188

* denotes a statistically significant difference.
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Figura 6.29 Agitacion del vial Etanol
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} ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

g’ﬂ\ VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
i

ANALISIS DE VARIANZA ANOVA PARA ETANOL

SourceSum of Squares Df Mean Square F-RatioP-Value

Between groups28.6285214.31422.780.1401
Within groups30.934265.1557

Total (Corr.)59.56268

Como el valor de P-Value es mayor a 0.05 no hay ninguna diferencia estadistica
significativa entre los grupos con valor de confianza de 95%, la variacion de la

agitacion no es un parametro que afecte el método para el etanol

PRUEBA DE RANGO MULTIPLE ETANOL

Method: 95.0 percent LSD
Count MeanHomogeneous Groups

AGT3367.699X
AGT2368.2593X
AGT1371.7313X

ContrastDifference+/- Limits

AGT1 - AGT23.4724.53646
AGT1 - AGT34.032334.53646
AGT2 - AGT30.5603334.53646

* denotes a statistically significant difference.
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- VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
@ ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES
1 |

COMPARATIVO VARIACION DE AGITACION ACETONA
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Figura 6.30 Agitacion del vial Acetona

ANALISIS DE VARIANZA ANOVA PARA ACETONA

SourceSum of SquaresDf Mean Square F-RatioP-Value

Between groups4.9009222.4504611.270.0093
Within groups1.3040560.217342

Total (Corr.)6.204978

Como el valor de P-Value es menor a 0.05 hay diferencia estadistica significativa
entre los grupos con valor de confianza de 95%, la variacién de la agitacion es un
pardmetro que afecte el método para el acetona.
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
@ ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES
|

PRUEBA DE RANGO MULTIPLE ETANOL

Method: 95.0 percent LSD
Count MeanHomogeneous Groups

AGT1320.6999X
AGT3321.4513X
AGT2322.4993X

ContrastDifference+/- Limits

AGT1 - AGT2*-1.799430.931419
AGT1 - AGT3-0.7514330.931419
AGT2 - AGT3*1.0480.931419

* denotes a statistically significant difference.
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ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

@ VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
L

v Tiempo de Calentamiento: 5, 10, 15 minutos.

Tabla 6.57. Tiempo de Calentamiento del vial

Tiempo Isobutanol METANOL ETANOL ACETONA
min. No 75 mg/dL
Réplica
Area Area mg/dL Area | mg/dL | Area mg/dL
1 380.00 44.85 42.24 140.71 73.85 139.00 21.98
5.0 2 351.06 41.86 42.73 130.27 74.03 128.38 21.93
. 3 269.11 33.06 44.19 101.45 | 75.38 99.51 22.20
4 392.18 50.88 46.94 173.48 | 72.52 174.16 21.94
1 418.50 46.59 39.55 158.28 75.66 147.98 21.13
10 2 506.95 55.72 38.97 187.16 | 73.60 176.29 20.74
3 495.29 54.70 39.19 182.23 73.31 173.29 20.88
4 384.31 42.72 39.49 142.04 73.69 135.79 21.11
1 220.21 26.22 42.66 77.96 70.14 77.88 21.13
15 2 307.06 38.11 44.69 111.40 | 72.14 108.86 21.19
3 323.35 41.38 46.24 116.94 71.88 114.36 21.13
4 424.60 53.22 45.19 152.98 71.57 148.73 20.91
Promedio 42.67 73.14 21.35
e 2.85 1.58 0.5061
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ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

@ VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
|

COMPARATIVO TIEMPO DE CALENTAMIENTO DEL VIALMETANOL
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Figura 6.31 Tiempo de Calentamiento del vial Metanol

ANALISIS DE VARIANZA ANOVA PARA METANOL

SourceSum of SquaresDfMean Square F-RatioP-Value

Between groups69.1741234.58715.270.0013
Within groups20.380692.26451

Total (Corr.)89.554711

Como el valor de P-Value es menor a 0.05 hay diferencia estadistica significativa
entre los grupos con valor de confianza de 95%, la variacién del tiempo de
calentamiento es un parametro que afecta el método para la metanol
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ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

@ VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
t
|

PRUEBA DE RANGO MULTIPLE METANOL

Method: 95.0 percent LSD
CountMeanHomogeneous Groups

TCALE2439.3X
TCALE1444.025X
TCALE3444.695X

ContrastDifference+/- Limits

TCALE1 - TCALE2*4.7252.40711
TCALE1 - TCALE3-0.672.40711
TCALEZ2 - TCALE3*-5.3952.40711

* denotes a statistically significant difference.

COMPARATIVO TIEMPO DE CALENTAMIENTO DEL VIAL ETANOL

76 [ ]
N o B
75 |- | A
B v' l N
74 b [ 1 ] =
. = B .
BT | | n ]
..:3 73 — ’< =
£ E e 15 MINUTOS 7
2 [ X 10 MINUTOS : .
=, 5 MINUTOS : E
71E v
70 £ > 2
TIEMPO DE CALENTAMIENTO
Figura 6.32 Tiempo de Calentamiento del vial Etanol
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ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

gg\ VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
i

——

ANALISIS DE VARIANZA ANOVA PARA ETANOL

SourceSum of Squares Df Mean Square F-RatioP-Value

Between groups17.676228.838077.980.0101
Within groups9.9672791.10747

Total (Corr.)27.643411

Como el valor de P-Value es menor a 0.05 hay diferencia estadistica significativa
entre los grupos con valor de confianza de 95%, la variacion del tiempo de
calentamiento es un parametro que afecta el método para la etanol

PRUEBA DE RANGO MULTIPLE ETANOL

Method: 95.0 percent LSD
Count MeanHomogeneous Groups

TCALE3471.4325X
TCALE1473.945X
TCALE2474.065X

ContrastDifference+/- Limits

TCALE1L - TCALE2-0.121.68336
TCALE1L - TCALE3*2.51251.68336
TCALEZ2 - TCALE3*2.63251.68336

* denotes a statistically significant difference.
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
@ ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES
|

COMPARATIVO TIEMPO DE CALENTAMIENTO DEL VIALACETONA
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Figura 6.33 Tiempo de Calentamiento del vial Acetona

ANALISIS DE VARIANZA ANOVA PARA ACETONA

SourceSum of SquaresDfMean Square F-RatioP-Value

Between groups2.6185221.3092658.920.0000
Within groups0.19997590.0222194

Total (Corr.)2.8184911

Como el valor de P-Value es menor a 0.05 hay diferencia estadistica significativa
entre los grupos con valor de confianza de 95%, la variacion del tiempo de
calentamiento es un parametro que afecta el método para la acetona
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- VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
@ ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES
1 |

PRUEBA DE RANGO MULTIPLE ACETONA

Method: 95.0 percent LSD
Count MeanHomogeneous Groups

TCALE2439.3X
TCALE1444.025X
TCALE3444.695X

ContrastDifference+/- Limits

TCALE1 - TCALE2*4.7252.40711
TCALE1 - TCALE3-0.672.40711
TCALEZ2 - TCALE3*-5.3952.40711

* denotes a statistically significant difference.
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

v Varias Inyecciones con la misma la Septum
Tabla 6.58. Inyecciones en la misma Septum
Isobutanol
No 75 mg/dL METANOL ETANOL ACETONA
Inyeccion - i A

Area Area mg/dL Area | mg/dL Area mg/dL

1 413.558 65.375 177.22 238.97 | 37.672
71.647 | 261.44

2 274.0678 44,6233 178.77 147.65 | 35.054
73.865 | 174.80

Std)1 3 208.21553 | 31.4105 17835 | 111.72 | 34.908
68.267 | 132.48

4 4.37337 1.2133 223.37 41755 | 51.011
103.34 | 4.2999

5 4.35931 0.9570 243.61 27.906

100.41 | 3.809 1.883

1 922.586 179.536 196.47 499.91 | 31.727
86.925 | 705.54

Std 2 2 667.3443 132.233 202.82 | 354.34 | 31.075
88.689 | 526.53

3 18.2122 3.5149 183.85 42738 | 139.67
86.121 | 13.049

1 841.72144 140.570 167.71 397.89 | 27.591
73.159 | 551.22

Std 3 2 807.9041 135.731 170.06 399.33 | 28.881
73.658 | 536.33

3 3.400 0.93136 226.78 1.1073 | 18.797
126.47 | 2.9938

1 819.1497 57.722 61.689 144.91 | 9.899
25.024 | 204.65

Std 4 2 637.6660 44.866 62.249 | 11562 | 10.163
24.972 | 160.67

3 14.761 4.086 188.107 | 23.039 | 92.667
127.93 | 10.816
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v Volumen de muestra

Tabla 6.59. Volumen de muestra

IsobutanolETANOL
No Réplica75 mg/DI
Area Area mg/dL

04-1. 1 675.43365 561.135 218.385

2 390.01297 321.1592 216.3095

3 616.09760 509.7435 217.41909
02-0. 1 472.5334 394.8359 219.7413

2 462.77689 368.7785 208.7896

3 261.2984 212.4003 213.3086
05 1 462.13409 351.1305 198.27690

2 519.05231 378.45929 189.58940

3 496.55103 350.85110 183.1987

Promedio 207.2242
Desviacion Estandar 13.58
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COMPARATIVO DE VOLUMEN DE MUESTRA
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Figura 6.37 Volumen de muestra Etanol.

Se escogio la proporcion de dilucion de 0.4 de muestra a 1.6 de estandar interno, se
elige con la finalidad de homogenizar la densidad y hacer menos densa la muestra,
debido a que la sangre es muy variada y el homogenizar este factor ayuda a
estandarizar la liberacién de los analitos de la matriz dentro de la extraccion con el
headspace.
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y

ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

Tabla 6.60. Densidad de la sangre con y sin estandar

g/L(mtr+std) g

g/L

Muestra Peso g Volumen DENSIDA REAL Peso Volumen DENSIDAD FINAL
en ml ml

184 0.4151 0.4 1037.75 2.0149 2 1007.45
185 0.4333 0.4 1083.25 2.0322 2 1016.1
188 0.422 0.4 1055 2.015 2 1007.5
198 0.4304 0.4 1076 2.0157 2 1007.85
194 0.4177 0.4 1044.25 2.0083 2 1004.15
192 0.4361 0.4 1090.25 2.0268 2 1013.4
149 0.4407 0.4 1101.75 2.0172 2 1008.6
208 0.4285 0.4 1071.25 2.01 2 1005
207 04368 04 1092 2.0244 2 1012.2
195 0.4247 0.4 1061.75 2.0009 2 1000.45
206 0.4429 0.4 1107.25 2.0242 2 1012.1
242 0.4321 0.4 1080.25 2.0073 2 1003.65
234 04416 04 1104 2.034 2 1017
255 0.4382 0.4 1095.5 2.0583 2 1029.15
254 0.4318 0.4 1079.5 2.0405 2 1020.25
253 0.4266 0.4 1066.5 2.052 2 1026

252 0.4288 0:4 1072 2.0641 2 1032.05
251 0.4318 0.4 1079.5 2.0649 2 1032.45
250 0.4322 0.4 1080.5 2.056 2 1028
256 04343 04 1085.75 2.0464 2 1023.2
257 0.4193 0.4 1048.25 2.0214 2 1010.7
259 0.4227 0.4 1056.75 2.0314 2 1015.7
192 0.4336 0.4 1084 2.0435 2 1021.75
262 04423 04 1105.75 20399 2 101995
266 0.4367 0.4 1091.75 2.0535 2 1026.75
265 0.4207 0.4 1051.75 2.0322 2 1016.1
274 0.4285 0.4 1071.25 2.0447 2 1022.35
273 04348 04 1087 2:0573 2 1028:65
272 0.4321 0.4 1080.25 2.0572 2 1028.6
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COMPARATIVO DE DENSIDADES DE LA SANGRE CON Y SIN ESTANDAR INTERNO
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v'  Degradacioén por almacenamiento de muestra:

VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

Preparar la muestra en el vial y dejar en refrigeracion:

Tabla 6.61. Degradacién de la muestra en refrigeracion.

Isobutanol METANOL ETANOL ACETONA
No 75 mg/dL
Réplica
Area Area mg/dL Area mg/dL | Area mg/dL
. 1 474.93192 49.6217 46.937 171.030 81.111 148.572 20.948
" 2 513.2987 52.2840 45.817 182.743 80.076 161.846 21.115
3 485.12759 52.546 48.575 175.487 81.520 150.514 20.775
. 1 490.490 23.977 23.188 173.368 79.430 153.622 20.973
DA 2 485.417 27.059 26.119 178.875 83.229 149.636 20.641
3 480.394 23.763 23.436 163.851 76.301 150.651 21.000
. 1 486.094 50.679 46.841 172.652 79.865 144.859 19.951
DA 2 470.578 53.126 50.532 174.382 83.753 140.662 20.012
3 491.2196 49.535 45.382 167.880 76.474 144.116 19.640
i 1 387.717 43.1249 49.818 126.774 72.738 110.075 19.002
DA 2 435.437 46.433 47.857 130.830 66.038 120.227 18.477
3 447.668 48.512 48.596 126.118 61.304 121.434 18.151
i 1 469.880 46.811 44.863 47.632 15.736 132.540 18.879
DIA® 2 479.839 46.690 43.872 54.153 18.638 135.627 18.918
3 483.503 47.490 44.263 69.920 26.662 130.353 18.040
i 1 133.194 37.285 121.88 0.94423 0 123.724 62.393
PIA® 2 398.303 43.055 48.481 6.1183 0 137.846 23.185
3 147.502 42.256 240.70 1.503 0 147.502 130.960
i 1 4.0603 42.2568 4447.9 0 0 155.069 2569.16
DIAT 2 0.9606 40.2198 17886 0 0 153.140 10724.2
3 92.926 35.086 163.59 26.364 61.807 154.079 111.449
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

COMPARATIVO DE DEGRADACION DE MUESTRAS PREPARADAS

ENLOS VIALES CON ELSTDINTERNO EN REFRIGERACION
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Figura 6.41. Degradacion de la muestra en refrigeracion.
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

v' Refrigeracion de un estandar para curva de calibracién

Tabla 6.62. Refrigeracion de un estandar

Isobutanol METANOL ETANOL ACETONA
No 75 mg/dL
Réplica - - - -

Area Area mg/dL Area mg/dL | Area mg/dL
. 1 474.93192 49.6217 46.937 171.030 81.111 148.572 20.948
"B 2 513.2987 52.2840 45.817 182.743 80.076 161.846 21.115
3 485.12759 52.546 48.575 175.487 81.520 150.514 20.775
. 1 490.420 58.620 53.366 168.295 76.828 153.799 21.000
°5 2 494.923 27.765 26.271 169.056 76.428 154.623 20.920
3 481.475 61.625 56.981 170.689 79.696 151.136 21.020
i 1 508.322 59.802 52.561 175.233 77.224 155.919 20.538
"% 2 508.446 29.2619 26.890 173.734 76.458 155.672 20.500
3 485.485 59.459 54.703 173.994 80.676 150.011 20.690
. 1 468.222 54.270 51.818 171.52 82.684 147.379 21.078
DA 2 476.797 175.890 51.865 175.890 83.331 149.205 20.955
3 490.3466 57.364 52.279 182.543 84.183 153.412 20.950
. 1 489.479 53.716 49.185 168.156 76.924 151.003 20.656
DA 2 499.272 56.511 50.656 170.301 76.307 153.204 20.546
3 483.301 54.855 50.790 172.092 80.091 149.683 20.738
Di 1 491.276 62.054 56.263 189.081 87.368 147.130 20.050
6 2 506.303 65.357 57.448 193.964 86.918 150.881 19.951

i 1 581.070 71.164 54.622 194.811 74.832 168.195 19.376

oA 2 495.331 55.518 50.184 158.318 70.880 140.049 18.924

3 431.266 51.816 53.630 149.495 77.707 121.148 18.801

Promedio 49.54 79.56 20.47
o 8.44 4.10 0.7012
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
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REFRIGERACION DEL ESTANDAR DE ETANOL.
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
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REFRIGERACION DEL ESTANDAR DE ACETONA.
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

v' Dejar la muestra en el tubo para quimica sanguinea en refrigeracion y
preparar la muestra en el vial:

Tabla 6.63. Degradacion de la muestra en refrigeracion.

Réplica MTR 250 MTR 252 MTR 253
DIA
STD | Area mg/dL STD | Area mg/dL STDI Area mg/dL
1 504.376 46559 | 22336 | 558.09 | 265.99 | 110.54 | 589.24 | 344.85 | 137.99
y 2 499.451 47558 | 230.71 | 508.68 | 257.74 | 118.14 | 567.26 | 341.11 | 142.05
1 486.868 486.27 | 242.47 | 461.98 | 336.64 | 174.23 | 49501 | 353.50 | 170.55
k 2 461.695 456.89 | 240.16 | 57255 | 41556 | 173.50 | 477.02 | 355.72 | 17853
1 471.989 45336 | 232.81 | 466.00 | 369.30 | 190.35 | 491.60 | 336.77 | 163.21
y 2 454.070 437.13 | 233.36 | 462.68 | 371.17 | 192.81 | 462.03 | 336.87 | 174.34
1 463.483 44348 | 231.88 | 44356 | 368.78 | 200.18 | 469.80 | 330.37 | 167.79
) 2 447.980 48235 | 262.17 | 441.42 | 383.46 | 209.61 | 458.79 | 325.83 | 169.56
1 451.355 430.57 | 231.15 | 441.19 | 342.96 | 186.53 | 457.14 | 331.52 | 173.35
i 2 42977 | 376.90 | 211.70 | 464.45 | 33430 @ 171.98
1 458.878 393.89 | 207.00 | 449.92 | 368.42 | 197.01 | 465.47 | 32556 | 166.84
5 2 466.476 399.93 | 206.74 | 460.95 | 352.37 | 183.27 | 47225 | 32335 @ 163.12
1 454.743 167.12 | 82.979 | 46235 | 406.13 | 212.06 | 476.10 | 344.98 | 173.20
i 2 217.859 243.04 | 271.98 | 449.44 | 400.81 | 21544 | 488.62 | 350.88 | 171.56
1 443.85 456.30 | 249.87 | 44813 | 391.81 | 211.03 | 453.63 | 314.05 | 165.04
# 2 448.243 466.16 | 252.88 | 462.16 | 38253 | 199.25 | 45119 | 31580 | 166.97
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
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ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

@ VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
L

RECUPERACION
Tabla 6.64. Resultados de Recuperacion
MUESTRAS REAL MUESTRA FORTIFICADA

Replica Isobutanol Etanol Etanol ISOBUTANOL Etanol Etanol

area Area mg/dL area Area mg/dL
1 406.53622 152.4774 84.888 402.31540 310.788 185.305
2 469.81760 173.998 83.698 402.9578 312.947 186.347
3 405.40421 310.791 183.820
1 411.532 176.404 98.428 403.50131 337.631 201.54
2 408.5887 176.9577 99.550 397.603 336.02 203.65
3 406.597 337.144 199.62

Tabla 6.65. % de Recuperacién

Muestra Muestra Real Etanol
mg/dL

Valores promedio

Muestra Fortificada Etanol
mg/dL

Valores promedio

% Recuperacion

1 84.293

185.15

100 %

2 98.989

201.603

102%
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VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

CAPITULO VILI.

ANALISIS DE RESULTADOS. OBSERVACIONES Y
CONCLUSIONES.

El andlisis de resultados, las observaciones y conclusiones a las cuales se llegaron,
se desglosadas segun el orden del desarrollo de la validacion.

SELECTIVIDAD: En el estudio de selectividad fueron considerados a demas del
etanol que es nuestro compuesto de interés. Metanol y Acetona por la adulteracion
de bebidas alcohdlicas, isobutanol que es el estandar interno del método, éter etilico,
benceno y tolueno por el consumo de inhalantes, hexano debido a la putrefaccién de
las muestras biolégicas, isopropanol y acetona que pueden estar presentes en
cadaveres diabéticos, cloroformo presente debido a su uso como anestésico.

Todos los compuestos mencionados anteriormente fueron inyectados al método
cromatografico e identificados sus tiempos de retencion, los cuales no interfieren en
el tiempo de retencion del etanol ni entre si. También fueron calculadas las
resoluciones de los picos cromatogréaficos obteniendo como resolucién mas baja de
1.15 entre la acetona y el isopropanol, el resto de las resoluciones fueron mayores de
3.75, lo que permite concluir que existe buena separacion cromatografica entre los
compuestos considerados y mismo que de estar presentes en la matriz de sangre no
interferirdn en la cuantificacion del etanol.

Los observaciones y mejoras futuras que se proponen con respecto a la selectividad
son: En el estudio no fueron inyectados todos los compuestos mencionados en
subcapitulo 5.2 por falta de acceso a ello como los anestésicos, sevofluranos, y
halotanos, por mencionar algunos, se propone que mas adelante se puedan
conseguir e inyectar en el método.
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También se observo, que en el cromatograma aparece un pico pegado al metanol
en la muestra de sangre, principalmente las de mayor grado de putrefaccién, no se
logro identificar con los compuestos considerados para selectividad, pero se
sospecha que el algun compuestos generado por la descomposicion de la sangre en
particular acetaldehido.

REPETIBILIDAD: El estudio de repetibilidad fue realizado con 25 réplicas de un
estandar de concentracién en mg/dl de 110 para el etanol, 25 para el metanol y 10
para la acetona. Se obtuvieron las desviaciones estandar y el coeficiente de
variacion, los valores obtenidos son:

e Desviacion estandar: Etanol = 1.1347 Metanol=0.5153 Acetona=0.07196
¢ Coeficiente variaciéon: Etanol=1.59% Metanol=1.86% Acetona=0.6624%

También fueron preparadas 6 réplicas de 2 concentraciones diferentes para los tres
compuestos y las desviaciones estandar y coeficientes de variacion obtenidos fueron
muy cercanos a los mencionados con anterioridad, esto permite concluir que la
variacion es aceptable en los resultados.

Los graficos de las figuras 3.2 para el etanol, 3.3 para el metanol y 3.4 para la
acetona muestran que la variacion de resultados en este método y tipo de muestras
son: para etanol de +4 mg/dl, de +2 mg/dl para el metanol y +0.5 para la acetona.

REPRODUCIBILIDAD: La reproducibilidad consider6 2 pardmetros de variacion
curvas de calibracion preparadas en dias diferentes y diferentes analistas para la
preparacion de la curva de calibracion y muestras, obteniendo los siguientes
resultados.

e Las 5 curvas de calibracion preparadas en dias diferentes para metanol,
etanol y acetona no presentaron variacion significativa en el comportamiento
de las curvas de calibracién, lo que concluye que la curva de calibracién es
reproducible y que no sera alterada por el dia de la preparacién.

¢ Al preparar las curvas de calibracién por diferentes analistas estas no
presentaron la misma reproducibilidad que la obtenida en las curvas
preparadas en dias diferentes, las variaciones que se presentan es debido al
pipeteo y aforo de cada analista, para el etanol la pendiente de la curva de
calibracion vario 0.03 unidades, para el metanol 0.03 y para la acetona 0.2
Las variaciones observadas se consideran dentro de un rango aceptable.

¢ Al preparar la muestras por diferentes analistas para analisis de etanol, se
observé que la variacién va desde un 3.91 al 8.65, el valor mas lejano del
promedio fueron los generados por el analista No 4.

170 0 SEMEFO
TSIDF



=) VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
S ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

La reproducibilidad del método es confirmada pero se recomienda homogenizar el
modo de pipeteo de los analistas para obtener variaciones mas pequefias y
mejorar la reproducibilidad de los resultados.

LIMITE DE DETECCION LOD, CUANTIFICACION LOQ Y RANGO DE
TRABAJO: Los valores de LOD, LOQ y rango de trabajo de la curva de
calibracion para el etanol, metanol y acetona son:

Etanol: LOD= 3.37 mg/dl LOQ=11.24 mg/dl Rango lineal= 15mg/dI-1000 mg/dI.
Metanol: LOD= 2.89 mg/dl LOQ=8.0 mg/dl Rango lineal= 10mg/dlI-500 mg/dl.
Acetona: LOD= 0.768 mg/dl LOQ=1.0 mg/dl Rango lineal= 3mg/dI-1000 mg/dI.

SENSIBILIDAD: La sensibilidad esta dada por la pendiente de la curva de
calibracion entre mayor sea el valor de la pendiente el detector tiene un respuesta
mas sensible a la variacidn de concentracion, para el etanol es de 0.27, para el
metanol de 0.150 y para la acetona de 1.13, los 3 compuestos presentan
sensibilidad de respuesta con el detector, sin embargo la que presenta mayor
sensibilidad es la acetona.

ROBUSTEZ

El andlisis de robustez permite analizar las variaciones que pudieran influir en el
desempefio del método y de presentarse saber el grado de afectacion en el
resultado cuantitativo.

¢ Tipo de Matriz: Las muestras de sangre que llegan al laboratorio de quimica
del SEMEFO DF son muy variadas, desde una sangre muy ligera o0 muy
pesada, relativamente fresca o en estado de putrefaccion, con altos niveles de
grasa, por mencionar los mas comunes, en algunos casos llega como

muestra en lugar de sangre, orina, higado o contenido gastrico, surge la
incertidumbre que tanto afecta en el método el tipo de matriz que sea utilizado.

No es facil la obtencién de una sangre libre 100% alcohol, por lo cual en
muchos laboratorios de esta area, preparan la muestra en agua, por lo cual se
considero la preparacion de la curva de calibracion en 3 matrices diferentes,
agua, sangre y orina observando que las pendiente del metanol en sangre
varia 0.02 unidades con la pendiente de la matriz de orina, y 0.01 con la
pendiente de la curva en agua, para el etanol la pendiente de la curva de
calibracion en sangre varia 0.02 unidades con respecto a la de orina 'y agua, y
en la acetona la pendiente de la matriz de sangre varia 0.01 con respecto a
las pendientes en la matriz de orina y agua, concluyendo se podria considerar
calibrar la muestra de orina en la misma curva de sangre, pero se propone
dejar un método calibrado con la matriz de orina para su uso cuando se
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requiera y obtener resultados con mayor precision.

e Tiempo de Presurizacién en el headspace: Se vario6 el tiempo de
presurizacion del vial en el headspace de 0.1, 0.3, 0.5y 1.0 minutos y se
observo que existen variaciones al modificar este pardmetro, para el metanol
el tiempo de presurizacion de 0.5 presenta una disminucion en los valores de
concentracion, en el caso del etanol y acetona se presenta también una
disminucion en el valor de concentracion pero en el tiempo de 0.1 min,
concluyendo que el tiempo de 0.6 para el metanol y el 0.1 para etanol y
acetona influira en un valor menor al real cuantitativamente.

e Temperatura de calentamiento del vial: Se consider¢ el estudio a 4
temperaturas diferentes de calentamiento en el headspace, de 40, 60, 70 y
90°C, el estudio muestra que la temperatura en todos los rangos y en todos
compuestos (metanol, etanol, acetona) afectan significativamente el valor de
concentracion por lo cual es un parametro critico con el que se tiene que tener
precaucion.

¢ Agitacion de los viales en el headspace: Variando el tipo de agitacion
dentro del los viales en el headspace (sin agitacién, con agitacion baja y con
agitacion alta) se observé que en el metanol y etanol no hay diferencias
significativas al variar este parametro, sin embargo en la acetona si se
presenta diferencias, concluyendo que no es un parametro critico para
metanol y etanol pero si para acetona.

e Tiempo de calentamiento del vial: Modificando el tiempo de calentamiento
del vial en el headspace a 5, 19 y 15 minutos se concluye que es un
parametro que critico que afecta directamente la variacion de resultados
cuantitativos en los tres compuestos metanol, etanol y acetona.

e Inyectar varias veces la misma septum: Utilizar las misma septum para mas
de una inyeccién de muestra no es muy recomendable, el estudio demostro
gue lo méximo al reutilizar un septum en 2 veces con un alto de confianza,

una tercera inyeccion puede ser ligeramente confiable si la concentracién
obtenida no es tan baja.

¢ Volumen de muestra: Se consideré modificar la cantidad de muestra y
estandar interno sin cambiar la proporcion entre ellos para no alterar los
célculos de dilucion (0.4 ml sangre y 1.6 ml de estandar interno) (0.2 ml
sangre y 0.8 ml de estandar interno) (0.5ml sangre y 2.0 ml de estandar
interno). Se concluye que puede tomarse la mitad de la cantidad comudn de
muestra y estandar sin obtener variaciones, pero no cantidades mayores de
muestra y estandar porque se observa una disminucién en los resultados
cuantitativos esto se debe a que un volumen mayor reduce el espacio de
cabeza en el vial.

o
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La proporcién de dilucién que se maneja de 0.4 de sangre y 1.6ml de estandar
interno es con el fin de homogenizar la densidad de las sangres y tener menor
repetibilidad de resultados sin importar el tipo de sangre que se introduzca, las
sangres pueden estan muy ligera o pesadas. Con esta dilucidn se estandariza
las densidades de la sangre y se trata de igualar a la del agua.

¢ Estudio de degradacion de la muestra refrigerada (ya preparar con
estandar interno en el vial): Se considerd la preparacion de la muestra de
sangre por 6 dias, preparando la muestra de sangre con el estandar interno y
dejandolo en refrigeracion, se observé que es seguro dejar la muestra
refrigerada hasta 3 dias, después de este tiempo se empieza a perder la
cantidad de alcoholes.

e Tiempo de degradacion de un estandar en refrigeracion: Si se prepara una
curva de calibracion y se deja en refrigeracion sin contacto con la sangre, se
observo que es confiable tomarlos para calibrar nuevamente en un lapso no
mayor de 3 dias, después los valores de concentracion cambian y se
recomienda mejor preparar una nueva curva de calibracion.

¢ Estudio de degradacion de la muestra refrigerada.
Si la muestra se deja refrigerando en el tubo de quimica sanguinea que se
recibe y se prepara con el estandar el dia que se va analizar, se observé que
hay variaciones y no es confiable dejarlo en refrigeraciéon aunque los cambios
de concentraciéon que presenta la muestra depende de varios factores, como
grado de putrefaccion, cantidad de grasas, densidad, se observa que
inicialmente aumenta la cantidad de alcohol, se concluye que el estudio debe
de realizarse el mismo dia que la muestra llega al laboratorio
De no poder realizarse el andlisis el mismo dia, es recomendable que se
prepare la muestra en el vial con el estandar interno (listo para inyectar al
cromatoégrafo) y se deje en refrigeracion, de este modo se degrada menos la
muestra que si es refrigerada en el tubo de quimica sanguinea y preparar con
estandar interno en dias posteriores a la llegada de la muestra.

RECUPERACION. El % de recuperacion se llevo a cabo tomando 2 muestras
positivas a etanol, una de 84.29 mg/dl y otra de 98.98 mg/dl, se fortifico a estas dos
muestra con una estandar de etanol de 100 mg/dl, se ley6 la cantidad de alcohol
presente en la muestra fortificada y se realizo el % de recuperacién obteniendo
practicamente el 100% de extraccién de la muestra. La verificacion y este parametro
se podria completar haciendo la prueba con un estandar certificado de etanol en la
matriz sangre, eso ayudaria a ver ademas el sesgo cuantitativo que tiene el método.
El estandar solo existe en la matriz de sangre, no lo hay para orina u otro fluido
bioldgico, se pidié a estados unidos pero no ha sido aun autorizada la compra por
parte del SEMEFO-DF, sin embargo se tiene considerado adicionar a esta validacion.
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ANEXGOS.

ANEXO 1. CALIBRACION EN EL SOFTWARE CHEMSTATION.

Obtenidos los cromatogramas de los estandares se calibra la curva de
calibracion seleccionando data anlalysis, abrir la carpeta donde se grabo la
corrida de los estandares y el método que se va a calibrar
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e Aparecera inmediatamente la siguiente pantalla, seleccionar Automatic Setup
level 1y dar
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Naw Catration Tabls
- Cabearion Tatle

T Morws! Setuy
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¢ Se adicionard el primer nivel de la curva de calibracion de cada estandar,
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¢ Inmediatamente aparecera la siguiente pantalla seleccionar que es el segundo
nivel porque correponde al segundo juego de concentraciones de los

estandres, y dar =]

Add Levs

Level I_T
Defauk Amourt: IDUEO—

[0k | concel| e |

¢ Para el restro de los estandares seguir estos ultimos dos pasos y una ves
integrando todos los niveles de la tabla con los estandares, seleccionar el
tiempo de retencion de cada compuesto e ir identificando con el nombre los
compuestos, (Metanol, Etanol, Acetona, e Isobutanol), colocar la
concentracion corresponiente de cada estandar y en la columna de ref e ISTD
seleccionar en todos NO exepto en el isobutanol que es el estandar interno
hay seleccionar Yes en ambas columnas
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ANEXO 2 PROGRAMACION DEL METODO DE ANALISIS EN EL
SOFTWARE CHEMSTATION

1. Ingresar al software desde el icono del escritorio,
2. De la barra de menu ingresar Method — Edit Entire Method

L instrumento 1 (online): Method & Run Control
Fle RunCortrd Irstrument | Mathod Sequence Uiew  Gbort Hep
Run Tme Chackist .
Methed Infarnation, ..

Edt Ervira Mathod,

Methed Chargs Hetary .,

News Method

Load Method. .,
Save Methed
Save Method &5,
Pt Mashod.

L 211212C0PLM
Z APAGODD M
S211212.M
4211212001

3. Inmediatamente presentara las siguiente  pantalla, seleccionar  todos
parametros y dar

Edit Method: Instrumento |

Chack Method Sechons lo Edi

12 Hetbod Womaon
¥ Ingrumschihcqasiion
P DataAndymis

¥ Flusn T Chackist

o | Cares| bk |

4. Escribir la informacion del Método y dar

Method Comments:
|denlcacion de sloohrl sbico y sustenciar volalls: = sange toks ;l

ok | Cove Hep |
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5. Seleccionar el tipo de inyeccién en este método la inyeccién sera por
Headspase sampler cuya Back seleccionar ambos y dar h

! select Injection Source/Location x|

: - Sekect Injecticn Source:

i | {Menual il
e

Headspace Sampler Cancel

GLC Injector

— Sekect Injection Location:
" Front ' Back ™ Dual

6. Configurar las condiciones del horno seleccionar con las temperaturas y
tiempos que indica la siguiente pantalla y dar

Instrument | Edit | Oven: (6890) e _)_(__l
H Oven Temp o 120—;
2 100
E 3
5 80
e ]
E &0-
= 3
A —— — —r
Plot... | i I 4 & Time (min)
— — — —
RO [2(0|P WG|
Injector Valves Inlets Columns Oven | Detectors | Signals Aug Runtime | Options
—Oven — Dwven Configuration
Setpoint *C: I 60 Maximum °C: | 250
v On
Actual °C: E quilibration min: I 0.00
OvenRamp | °C/min | Next°C | Holdmin || Run Time - Eyo Canifiguration
Initial &0 4.00 4.00 [T Cryoln
Ramp 1 000 120 300 900 | I Guick Cooling On _Aonl |
Ramp 2 0.00 0 0.00 ' e
Ramp 3 0.00 0 0.00 C, Ambient
Ramp 4 0.00 ] 0.00 [~ Timeout Detection On
Ramp 5 0.00 0 0.00 [ s Cancel |
Ramp B 0.00 ] 0.00 3 e —_—
Fault Detection [
Post Run 50 0.00 ol e Hep.|

180 SEMEFO

TSIDF



7. Configurar las condiciones del headspace y dar
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f&Method: Agilent G1888 Headspace Sampler

=]

— Temperatures -- deg C — Timing - Minutes
Oven 70 él' Viel Equibrstion 52 ﬂ
Loop I _‘ Pressurization 0.20 ﬂ
Transfer Line I —-' Loop Fil 0.20 ﬂ
— Misc. S -
Loop Equilibration 0.03 j
Multi HS Extr Off e
Inject IT .00 ﬂ
Extractions Per Yial |2 ::j
GC Cycle IE.D il
Shaking Off ad
— Pressures, psi
Carrier: I 14 ﬂ Vial: I 5 ﬁ
0K Cancel | Assist | Help

8. Adicionar como Signal Description FID A'y dar

Sgnal Detads: Las bramonte |

~ Avndable Sigrads

Iyt Flowe |dmmdﬂo.v| Deken i |

FID1 &,

=1

coced | Hep |

181

SEMEFO
TSIDF



VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

9. Llenar los parametros indicados en la suguente panmtalla y dar

EBiEi:C EEE M7

Marul Evarts r

| (3 | Canca )
For &l Signaly.

Integiation Events Value
Tagert SkimMods Straich |

Tl Peat Skim Hegh Ao 1]
Froor Peak Skim He ghe B aoo 000
Sk Vakey Fano! 2000

Bassine Conecion Advanced

Frsh 1o Valey Fiofio, (2]

Events Tacls |EE[I29":wlt ‘I

Tme Intsgration Evenls Ve
Intall Shope Seradidy 0
Intal| Pes Woh| 00237
Intial| LumaFiepct 2
Intwl] Heght Ropct a
Intial S hod ders OFF

10. Seleccionar los parametros marcados y presionar Ok

.X.I
—Destinztion Quarvitafive Resuts
¥ Prrter ¥ Sercen Calculate: IIS'ID 'I
¥ File FleTps—— | | BaswdOr [aea  v]

M .TA1 [V ENF
File Prefis  boF & cav Sorled By lSlgﬁaI vl

[Ropert M ALS ¥ HTM

Signal Oions... |

—Shyle
Repor! Styl=: IShorl zl
I” Sampls info on sach pags ' &cd Fraction Table and Ticks
v Add Chiomaltegiam Output [ Acdd Surrred Feaks Table

Reparl Lapaut For Unealibraled Peak:
[ " Sepaigely & WwihCalibaledPeaks ¢ DoNotReoor

—Chromatacram Dutput -
: Size
= Perrait % of Page
" Landicape Tie F’D_ ﬁ
" Mulii-Page (_andscape) A esnonse: W ﬁ
I1_ ﬂ Eeges

[0k ] Cawel]  Hep |
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M Calibration Settings: Instrumento 1

Title [

Use Sample Data | From Savple Defauliz Below ¥
Sample Defautts

Amourt [u 0000 I Compound ISTD Armount
1 |lsobutanct | 75.00000

Amourt Urits rng/dl

G FM_

Diction 1.0000

Default RT W/ndows Default Calibration Curve
Miute: % Twe [lineas =)

Refeience Peaks W + W Qiigin m

OtheiPecks  [000 +[300 | |Wedht[tqua =)

Calculate Urcaibrated Peaks Ii Peaks Missing
ForSignat [FID1 &, =] Iv Pattial Calibration

I~ Conect8lRTs
" Usng Cempound INun: ']
" \With Rep Factor lOECU

Use |5TD Nare ¥
* No

~ISTD Cerreslion
¥ Use Mulbglier & Diution Factor with ISTDs

Cancel | Help I

12. Llenar la tabla de curva de calibracién

Lol
Enmlw | dmet. | P | Ok | Hew |

L] AT Signed L d Ll Awit|mg/di] fsen RapFaclee Fel ISTD #
1 2A2[FO1A_ [Meand 2 25000 J8632] B84EBe1] Mo | Mo | 1
T S0.000] §1.410] 81401
3 75.000 35,343 72801
4 100,000 06.560 347w 1
S 125.000 40790 7 1
6 150.000 73,290 5 Eidm-1
z 2903]FO14 |Etand 2 50,000 33195 081 Mo | No | 1
3 150.000 %5210 55581
1 200.000 1.0/ 51971
5 250,000, 472280 el
€ 30.000 SM.E0| 521831
2 | anfroa scmes 2 10,000 32.200] 120181 Mo | Mo | 1
1 20.000 162140 12387
3 30.000) 242.560| 1234881
1 ALO0D ETEVE s RN
) 10.000 F[REO| 1B
£ 50000 ATEI10| 1 BEbe]
A | SAS|FD1A |lecktdad ] 7E.000) WAED0| 1 5012e1| Var | Ve | 1
2 75000 H17.500|  1.4767a1
3 75000 S11.600] 1 #5ke]
4 75.000 S161M] 145301
S 75000 S350 19650551
6 75.000] 529910 1.01 531
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13. Seleccionar los pardmetros marcados y presionar OK

Run T Cheecklist: Instrurments § x|

Chech Nethod Seckons lo Aun

™ FeRuConnand | Maxo ]
IV Daa dcgidion
[V Stardaed Data Akt
Araysis Matod ke Second Signal I _vJ

7 Cusomasd Dafa fedpas Macre |
™ Save GLP Dzta
™ PosRun Connand/ Macro |

T~ Save Wethod vith Dot

o | cod | e |

e Una ves que se sean llenados los pardmetros salva el método ingresando a la
barra de menu en file save as — nombrar el método.

e Para llamar el método seleccionar en la barra de menu— file — load method
— seleccionar el nombre de método creado— dar click en abrir.

e Programar los estandares de la curva da calibracion como si fueran muestras
para poder calibrar el método.

¢ Obtenidos los cromatogramas de los estandares se calibra seleccionando data
anlalysis y abrir la carpeta donde se grabo la corrida de los estandares.
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Seleccionar el primer estandar e ir a la barra de menu — calibration— New
calibration table
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Aparecera inmediatamente la siguiente pantalla, seleccionar Automatic Setup level 1
y dar

Cobbrate: Instrumento |

Mew Calbision Table
— Calbeaion Tabie
© Manud Sebup
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Se adicionard el primer nivel de la curva de calibracion de cada estandar, seleccionar
el Estandar numero 2 e ir a la barra barra de menu — calibration— Add level
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Inmediatamente aparecera la siguiente pantalla seleccionar que es el segundo nivel
porgue correponde al segundo juego de concentraciones de los estandres, y dar

Calibrate: Instrumento 1

Add Lavel

Level [
Defeull Amount I0.0UU

| oK l Cmcell Help |

Para el restro de los estdndares seguir estos ultimos dos pasos y una ves integrando
todos los niveles de la tabal con los estandares, seleccionar el tiempo de retencion
de cada compuesto e ir identificando con el nombre los compuestos, (Metanol, Etanol
y Acetona), colocar la concentracion corresponiente de cada estandar y en la
columna de ref e ISTD seleccionar en todos NO exepto en el isobutanol que es el
estandar interno hay seleccionar Yes en ambas columnas
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Terminando de llenar la tabla de estanadres seleccionar integracién y ubicar las
lineas base de cada pico
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Terminando de ubicar las linea base de los picos para la integracién del area bajo la
curva se selecciona calibracién y elaborara la curva de calibracion para cada
componente considerando el método de estandar interno.

m—mmoﬁnwmuwu

Sonen WD U e U8 0 ) o w

E=pL)

s ey
)
s,
& N0 e,
e T
yok e e
# Lo
pT—
S ey
e

.l"! —'«f"!"'-
» e i
+ e e

__:!-!ﬂ-i-— :J!*m- 2 il | Gargl be
ineries R
nmin

¥
e © - [

Sreowala caodes i Bind
A% I D e v S
[ucsesre o Bl | 3l ] [

'!m mwm‘om

a3

s

w L

]
P
ooy
e
[

oM B MY :

2 L o s |
F——
P p—— -
] | or W
L o e |
L vom e |

e e
P .

fti

L e | o !

EI

ol

s

0z

o

|
-

1

o1 ¥
-
.

I s S BT et e 380

RO

P
A

prei

Carvia & e

[t

i} 903 [@rorermie o o |

naw ke b

e e v

189




(= VALIDACION DEL METODO PARA DETERMINACION DE ETANOL, METANOL Y
S ACETONA EN SANGRE DE MUESTRAS FORENSES POR CROMATOGRAFIA DE GASES

ANEXO 3.- TERMINOS CROMATOGRAFICOS

Concepto Definicion
Tiempo de retencion(ti): Es el tiempo transcurrido desde la inyeccién de la muestra hasta que se
obtiene el maximo del pico. Este tiempo es caracteristico del soluto, de la
fase liquida y de la temperatura de la columna. Los tiempos de retencion
pueden usarse para identificar picos, ya que en condiciones controladas
son reproducibles.

Tiempo muerto (t0) El tiempo cero (t0) o tiempo muerto (tm), es el tiempo de retencién del
componente inerte o gas portador.

Tiempo de retencién Es le tiempo que transcurre entre la aparicion de la sefial que
ajustado (t'i) corresponde a un componente inerte y a la del componente considerado:
ti=ti-t0
Volumen de retencion Es el volumen necesario de fase movil para transportar el soluto de un

extremo a otro del sistema cromatogréfico. Se define como:
VR = tR-Fm

Donde VR es el volumen de retencion expresado como el producto del
tiempo de retencion de un componente (tR) y el flujo de la fase movil

(Fm).
Volumen de retencién Es el volumen de eluyente que se consume sin que se detecte ningun
muerto componente. Se define igual que el volumen de retencién pero el tiempo

utilizado es el tiempo muerto:

Vm=tm - Fm

Volumen de retencién El volumen de retencion verdadero de un componente es la diferencia
verdadero. entre el volumen de retencion del componente y el volumen muerto.
VR=VR-Vm

O lo que es lo mismo:
VR=(tR-t0) - Fm

Coeficiente de reparto Se define como el cociente entre la concentracion de componente
(K) presente en la fase estacionaria y la concentrecion de componente
presente en la fase movil:

Donde Cs y Cm son las concentraciones de componente presente en las
fases estacionaria y movil respectivamente. El valor de K representa el
valor de la pendiente de la recta que se obtiene al representar Cs frente
acCm.
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Concepto Definicion

Razén de reparto Relaciona el equilibrio de distribucién de la muestra dentro de la columna
con las propiedades termodinamicas de la columna y con la temperatura.
Se define como el cociente de los moles de un soluto en la fase
estacionaria entre los moles de la fase movil.

i = CsVsVs
=K
Cu CuVu
Numero efectivo de Mide la capacidad de la columna para separar los componentes, no la
platos retencion de los mismos. La eficiencia o el nimero de platos se puede

observa directamente a partir del cromatograma, observando la agudeza
de los picos. Donde N es el nimero de platos tedricos, L es la longitud de
la columna, H es la altura de cada plato, 'R es el tiempo corregido de
retencién de un componente y ai es la anchura del pico cromatografico.

Resolucién Es el grado de separacion que se puede obtener en un sistema
cromatografico para dos componentes dados. Se define como:
Donde Rs es la resolucion, tRAy tRB son los tiempos de retencién de los
componentes Ay B, y aA'y aB son las anchuras de los picos del
cromatograma de los anteriores componentes.
Si el valor de la resolucion esta préximo a 0,7 se obtendra una mala
resolucion quedando los picos solapados, de forma que se distinguen las
crestas, pero no la base, y si el valor de la resolucién esta préximo a 1,5
se obtendran unos picos bien delimitados por lo que se obtendra una
buena resolucion.
Una pobre resolucion es debida principalmente a:
e Hay demasiada muestra en la columna.
e La columna o placa es corta.
e La fase movil no discrimina entre los componentes.
e La columna es demasiado gruesa.

Linea base Es la parte del registro que corresponde a la fase moévil o
gas portador.

Altura de pico Es la distancia entre la cima del pico y la linea base. En el caso de que el
vértice sea redondeado se trazan rectas tangentes a los dos puntos de
inflexion de las laderas; el punto de corte de las dos rectas determina la
altura del pico.

Ancho del pico Es la longitud del tramo de la prolongacion de la linea de base,
comprendida entre las intersecciones con la misma de las laderas del
pico o, en su caso, de las lineas tangentes antes mencionadas.

Area del pico Es el area bajo la curva del pico cromatogréafico es representativo a la
cantidad de soluto eluido de la columna por lo tanto es directamente
proporcional a la concentracion del analito.

Eficiencia Eficiencia Para definir la eficacia se utiliza el concepto de piso tedrico, y
se define éste como la seccion tedrico-transversal en la cual se realiza el
equilibrio de particién durante el flujo de fase mévil. Cuanto mayor se el
numero de platos tedrico (N) mayor sera la eficiencia de la columna.
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GLOSARIO DE TERMINOS.

Toxico La sustancia que ingerida, inhalada, absorbida, aplicada, inyectada o
desarrollada en el interior del organismo es capaz, por sus propiedades
guimicas o fisicas, de provocar alteraciones organofuncionales e incluso
la muerte.

Toxicologia Ciencia que estudia las sustancias quimicas y los agentes fisicos en
cuanto son capaces de producir alteraciones patoldgicas a los seres
vivos, a la par que estudia los mecanismos de produccion de tales
Alteraciones y los medios para contrarrestarlas

Precursor Quimico Es una sustancia indispensable o necesaria para producir otra mediante
una reaccion quimica. Son los compuestos quimicos que constituyen una
primera etapa en un proceso quimico y que actdan como sustrato en las
etapas posteriores

Alcaloide Aquellos metabolitos secundarios de las plantas sintetizados,
generalmente, a partir de aminoacidos. Los alcaloides verdaderos
derivan de un aminoéacido, son por lo tanto nitrogenados. Todos los que
presentan el grupo funcional amina o imina son bésicos.

Veneno Es cualquier sustancia quimica dafiina, ya sea solida, liquida o gaseosa,
gue puede producir una enfermedad, lesion, o que altera las funciones
del sistema digestivo y reproductor cuando entra en contacto con un ser
vivo, incluso provocando la muerte

Metabolito Un metabolito es cualquier molécula utilizada, capaz o producida durante
el metabolismo. Asi, dada la ruta metabdlica
El metabolismo es el conjunto de reacciones bioquimicas y procesos
fisico-quimicos que ocurren en una célula y en el organismo.

Alcoholemia Determinacion del grado de alcohol en sangre
Alcohol Es una enzima descubierta a mediados de los afios 1960 en la mosca
Deshidrogenasa Drosophila melanogaster y es un dimero con un peso molecular de 80

kda. Las alcohol deshidrogenasas son un grupo de siete enzimas que
estan frecuentemente presentes en muchos organismos y facilitan la
interconversion entre alcoholes y aldehidos o cetonas con la reduccion

de NAD a NADH. La reaccién catalizada es:

+
Alcohol + NAD ~ ~—Aldehido o Cetona + NADH

Citosol Es la parte soluble del citoplasma de la célula. Esta compuesto por todas
las unidades que constituyen el citoplasma excepto los organulos
(proteinas, iones, glicidos, &cidos nucleicos, nucledtidos, metabolitos
diversos, etc.). Representa aproximadamente la mitad del volumen
celular.
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Catalasa

Peroxisomas

Citoplasmaticos

Oxidasas

Molestias epigastricas

Molestias cefaleas

Métodos cruentos

Métodos Incruentos

La catalasa es una enzima que se encuentra en organismos Vvivos y
cataliza la descomposicién del perdxido de hidrégeno (H202) en oxigeno
y agua.

=
2 H202 ~—2H20 + 02

Los peroxisomas son organulos citoplasmaticos muy comunes en forma
de vesiculas que contienen oxidasas y catalasas. Estas enzimas
cumplen funciones de detoxificacién celular

Es parte del nucleo celular

Una oxidasa es una enzima que cataliza una reacciéon de
oxidacién/reduccion empleando oxigeno molecular (O2) como aceptor de
electrones. En estas reacciones el oxigeno se reduce a agua (H20) o a
peroxido de hidrégeno (H202). Las oxidasas son una subclase de las
oxidorreductasas.

Dolor en la parte superior del estbmago, que suele ser quemante o
lacerante y es tipico de la Ulcera. En ocasiones, se trata de un dolor leve
pero continuo y en muchos pacientes, no esta bien definido y se puede
describir como presion abdominal o sensacion de hambre.

Es un dolor o molestia en la cabeza, el cuero cabelludo o el cuello,
generalmente asociado con tension de los masculos en estas areas

Tipo de métodos en el cual su analisis recae en el la matriz de sangre

Tipo de métodos en el cual su andlisis recae en una matriz de bioldgicas
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