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Validacion del método para la cuantificaciéon de alcohol
en sangre por cromatografia gaseosa con detector de
ionizacién de llama y espacio de cabeza y correlacion con
el método enzimatico

Validation of the method for the quantification of blood alcohol by gaseous chromatography with
flame ionization detector and head and correlation space with the enzymatic method
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Resumen

El presente estudio describe la estandariza-
cion del método para la cuantificacién de alco-
hol en sangre por Cromatografia Gaseosa con
Detector de lonizacién de llama y espacio de
cabeza. La separacion del alcohol de una ma-
triz compleja como la sangre fue llevada a cabo
de manera exitosa utilizando una columna ELI-
TE-1, la fase mévil o gas de arrastre es una mez-
cla de hidrégeno y aire, inyector split y detector
de ionizaci6n de llama.

El método fue validado con los siguientes
parametros: especificidad, linealidad, precision,
exactitud, limite de deteccién y limite de cuan-
tificacion. También se realizé la prueba de ap-
titud del sistema. El método fue especifico para
el alcohol, la respuesta fue lineal en el rango de
0,125 — 1,0 mg/mL de concentracién del anali-
to. El valor del coeficiente de variacion o desvia-
cion estandar relativa (C.V. o DSR) para la preci-
sion fue 6ptimo. La recuperacion media fue de

FECHA DE ACEPTACION: 10 DE OCTUBRE DE 2017

Abstract

The present study describes the standard-
ization of the method for the quantification of
alcohol in blood by Gas Chromatography with
Flame lonization Detector and headspace. The
separation of the alcohol from a complex ma-
trix such as blood was successfully carried out
using an ELITE-1 column, the mobile phase or
entrainment gas is a mixture of hydrogen and
air, splitinjector and flame ionization detector.

The method was validated with the fol-
lowing parameters: specificity, linearity, pre-
cision, accuracy, limit of detection and limit of
quantification. The system fitness test was also
performed. The method was alcohol specific,
the response was linear in the range of 0.125 -
1.0 mg / mL analyte concentration. The value
of the coefficient of variation or relative stan-
dard deviation (C.V. or DSR) for precision was
optimal. The mean recovery was 99.06%. And
the limit of detection and quantification were
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99,06%.Y el limite de detecci6n y cuantificacion
resultaron 6ptimos para la cuantificacién de al-
cohol en sangre en el rango definido.

Finalmente el método cromatografico fue
correlacionado con el método analitico (pre-
viamente validado) actualmente utilizado en la
Divisién de Dosage Etilico del Instituto de In-
vestigaciones Técnicas de la Universidad Policial
“Mariscal Antonio José de Sucre”, mediante el
andlisis estadistico de las respuestas analiticas
de ambos métodos se obtuvo una muy buena
correlacion por lo que se concluye que el mé-
todo cromatografico puede ser utilizado para
los fines consiguientes.

PALABRAS CLAVE

Validacion, etanol, cromatogra-
fia gaseosa, método cromato-
grafico, método enzimatico.

optimal for the quantification of blood alco-
hol in the defined range.

Finally the chromatographic method was
correlated with the enzymatic method (previ-
ously validated) currently used in the Ethical
Dosage Division of the Institute of Technical
Investigations of the “Mariscal Antonio José
de Sucre” Police University, through the sta-
tistical analysis of the analytical responses of
both methods a very good correlation was ob-
tained by which it is concluded that the chro-
matographic method can be used for the con-
sequent purposes.

KEY WORDS

Validation, ethanol, gas
chromatography, chromatographic
method, enzymatic method.

INTRODUCCION

El alcohol etilico conocido popularmente como alcohol, es el componen-
te fundamental de las bebidas embriagantes, el consumo permitido y social-
mente aceptado lo convierte en una sustancia de abuso utilizada en la mayor
parte de las culturas y épocas asi como el téxico universalmente mas ingeri-
do, lo cual origina una problematica que, en el caso de abuso en su consumo
trasciende a lo social, sanitario, laboral y familiar.

Codigo Nacional de Transito contempla sanciones para aquellos conduc-
tores que se encuentren en estado de ebriedad. Y el Decreto Supremo 420
establece el derecho a la vida y a la integridad fisica sancionando toda acci6n
u omisién que tenga por objeto degradar la condicion humana.

Como consecuencia de este problema el control de Alcoholemia por Cro-
matografia Gaseosa y el desarrollo del método denominado “espacio de ca-
beza” o mas propiamente "de camara de vapores en equilibrio con el liqui-
do"resulta ser el procedimiento 6ptimo para la determinacion del alcohol en
sangre (REPETTO,M & REPETTO,G, 2009), debido a que constituye un método
mediante el cual es posible separar, identificar y cuantificar el principio acti-
vo de manera muy especifica.

En el area forense los métodos clinicos (pruebas de consumo reciente de
alcohol, pruebas de la pérdida de control de las facultades), y algunos méto-
dos bioquimicos que emplean reacciones de 6xido-reduccién (Truhaut-Bou-
déne, Newman, pentoxido de yodo, Nicloux) son aceptables como métodos
presuntivos o de descarte; sin embargo actualmente es la cromatografia de
gases el método de eleccion al ser altamente especifico para el etanol y por
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excelencia aceptado por su exactitud y precision, por academias y organiza-
ciones que velan por el cumplimiento de normas cientificas en laboratorios
analiticos que sirven a sistemas de justicia.

El método para determinar alcohol en sangre debe validarse y la valida-
cion analitica es el establecimiento de evidencia documentada de que un
procedimiento analitico conducira, con un alto grado de seguridad, a la ob-
tencion de resultados precisos y exactos dentro de las especificaciones y los
atributos de calidad previamente establecidos. Que es exacto, preciso, selec-
tivo, reproducible y que, por lo tanto es valido para realizar su determinacion
cuantitativa en la matriz bioldgica correspondiente. (Aguirre, 2001)

La validacién de un método en el contexto del bioanalisis conlleva la acep-
tacion de una serie de caracteristicas propias derivadas de la dificultad ana-
dida que supone el hecho de tener que determinar analitos en muestras bio-
I6gicas complejas. Asi por ejemplo, la aplicacién de conceptos estrictamente
estadisticos o bien la utilizacién de criterios de aceptacion de resultados, esta
totalmente condicionada por la variabilidad intrinseca que supone la mani-
pulacion de muestras bioldgicas, no sélo desde la perspectiva de su andlisis,
sino también desde una vision mas amplia que incluye su obtencién a partir
de animales o humanos y su almacenaje a una temperatura de congelacion
determinada. (Aguirre, 2001)

De acuerdo con la AEFI los parametros que deben realizarse para la vali-
dacion de un método bioanalitico son: selectividad o sensibilidad, linealidad
y rango, exactitud, precision (repetibilidad, precisién intermedia), limite de
deteccion y limite de cuantificacion.

Una vez validado el método para la cuantificacion de alcohol en sangre
por Cromatografia Gaseosa con Detector de lonizaciéon de Llama y Espacio
de Cabeza, se procedié a la correlacion de este método con el método en-
zimatico actualmente utilizado por la Divisién de Dosaje Etilico del Instituto
de Investigaciones Técnicas de la Universidad Policial “Mariscal Antonio José
de Sucre”-lITCUP, mediante la correlacion de las rectas de regresién con ana-
lisis estadistico para determinar si el método enzimatico puede ser utilizado
como un método confiable, seguro, exacto y preciso para el control.

MATERIALES Y METODOS:

La presente investigacion fue de tipo LONGITUDINAL RETROSPECTIVA.

Muestra

Las muestra se constituyé en sangre fortificada a diferentes niveles de
concentracion de acuerdo a los requerimientos de Validacion.

Los equipos utilizados fueron: un Cromatografo Gaseoso, Perkin Elmer,
balanza analitica Sartorious, agitadores magnéticos con temperatura contro-
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lada marca Fisatom, destilador de agua J.P. SELECTA, s.a. y sistema de purifi-
cacién de agua “Aqua MAX™”, Marca YOUNGLIN. Todos los materiales de vi-
drio fueron: clase A

Los reactivos utilizados fueron: carbonato de potasio p.a., marca Riedel-
de Haén (Lote:51820), agua ultrapura calidad HPLC, estandar Hidroalcohélico
de trabajo de concentracion 100g; 0,38g; 0,64g; 1,02g EtOH/L H,O, proveedor
IBMETRO, lote: 5118451.01 y sangre humana recolectada por puncién venosa
(con H,0O, como desinfectante) en tubos vacutainer con EDTA.3K de volunta-
rios sanos que no han ingerido alcohol.

Las condiciones cromatograficas utilizadas fueron: Un Cromatégrafo Ga-
seoso, Perkin Elmer; una columna ELITE 1 (100% Dimetil polisiloxano), longi-
tud 30 metros, diametro interno 0,53 mm., espesor de pelicula 3 pm. Rango
de temperatura -60 a 260/280°C, marca Perkin Elmer; el detector de loniza-
cion de Llama a 150°C; inyector Split a 150°C; volumen de inyeccion de 500pL
(vapor) y las condiciones de trabajo: Temperatura inicial 35°C, 1 min y 10°C/
min de gradiente hasta 100°C de temperatura final.

Estandarizacion de método cromatografico

Se prepararon estandares a diferentes concentraciones (0,125; 0,25; 0,5;
0,75; 1,0 mg/mL) a partir de un estandar primario de 100 mg/mL. En un vial
de 10 mL se colocé 1 mL de estandar de la concentracion correspondiente y
1 mL de solucién saturada de K,CO,, se introdujo en el vial un iman. Se tap6
con tapén de goma y se precinté con aluminio, de tal manera que quede her-
méticamente cerrado. El vial fue colocado en un bano maria en un agitador
magnético a 50°C durante 30 minutos. Luego se tomaron 500 pL de aire con-
finado en el vial y se inyect6 en el cromatégrafo gaseoso.

VALIDACION DEL METODO ANALITICO

Especificidad
Se prepararon 6 muestras sin interferencias (soluciones de estandares de
trabajo) y 6 muestras con interferencias (soluciones de estandares de trabajo

con matriz) a la concentracion media de la curva de calibracién (0,5 mg/mL).

Linealidad y rango

Se prepararon 5 niveles de concentracion, cada nivel con tres réplicas,
para linealidad del método (analito + matriz).

Precision

Repetibilidad del sistema instrumental
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Se determin6 analizando repetidamente una misma muestra de forma
consecutiva 6 veces, a la concentracion media de la curva de calibracion (0,5
mg/mL).

Repetibilidad del método

Se evalué la repetibilidad del método preparando muestras fortificadas a
tres niveles de concentracion (0.125; 0.5; 1.0 mg/mL)

Precision intermedia
La precision intermedia mide la variabilidad del método en este caso se
opto por dias diferentes y analistas diferentes, realizando el analisis a la con-

centracion media de la curva en matriz fortificada y se calcul6 el coeficiente
de variacion total (CV).

Exactitud

Para evaluar la exactitud se prepararon 3 estandares por triplicado a con-
centraciones de 0,125; 0,5 y 1,0 mg/mL y tres muestras fortificadas (matriz +
analito) por triplicado a las mismas concentraciones de los estandares.

Limites de deteccion y cuantificacion
Para evaluar el limite de deteccién y cuantificacion se prepararon tres
concentraciones menores al punto mas bajo de la curva de calibracion, (0,1;

0,075y 0,05 mg/mL) por triplicado y se determiné la curva de calibracion para
estas concentraciones.

Prueba de aptitud del sistema

Los parametros de evaluacion fueron los siguientes:

® Precision, expresada como el coeficiente de variacion obtenido a par-
tir de 5 inyecciones repetidas de solucion de estandar de trabajo, segtin
USP 37.

* Parametros cromatograficos:
o Factor de capacidad,
o Numero de platos teéricos (N):

o Factor de asimetria o de cola (tailing)

e Limites de deteccion o cuantificacion ((AEFI), 2001, pag. 107) (AGILENT,
2006).
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Correlacion de dos métodos analiticos

La correlacion de los métodos analiticos se realiz6 mediante la construccion
de una curva de calibracién con los datos (respuestas analiticas) obtenidos por
ambos métodos en muestras fortificadas en todo el intervalo de Linealidad.

Se calcul6 el coeficiente de correlacion, el coeficiente de determinacion,
calculo de homogeneidad de varianzas y las hipérbolas de confianza.

Finalmente se comprob6 la normalidad de residuales para lo cual se em-
pled la prueba de normalidad de Anderson-Darling.

RESULTADOS
Estandarizacion del método para la cuantificacion de alcohol
en sangre
Figura 1.
Cromatograma de estandar de alcohol
: ai Cromatograma de
= estandar de alcohol
sl Peak Time Jrea Helght Aea Homm.  BL drea/Height
B i B M e
e 1 0545 117934 973,50 10000 10000 BB 12114
3 = 0,500 po0 000 DOD 0,00
— o 179,34 073,50 100,00 100,00

Tabla 1.
Curva de Calibracion de Alcohol en Sangre

Curva de calibracion Alcohol
en Sangre

= 514,54x - 297,48
R2 = 0,9908

=4==Seriel

—Lineal
(Seriel)

4 6
Concentracion (mg/mL)
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Se observa que las respuestas son proporcionales a la concentracion del
analito y que el intervalo de trabajo es 6ptimo para realizar la alcoholemia

Validacion del método analitico: ESPECIFICIDAD

Tabla 2.
Homogeneidad de varianzas

R R N T
m 1,21 F(0.05,5,5)= 5,05 Conclusion  Se acepta H
Existe homogeneidad de varianzas

Prueba de t de Student-Fisher de comparacion de dos medias con grupos
independientes, para varianzas homogéneas

Tabla 3.
Comparacion de dos medias con grupos independientes,
para varianzas homogéneas

m 0,74 t(0.05,10)= 2,23 Conclusion  Se acepta H(o)
La matriz no es un interferente significativo

Una vez comprobada la homogeneidad de varianzas, se aplica la prueba de
T de Student- Fisher en donde la prueba bilateral encuentra para una prueba de
un riesgo a del 5% (0,05) que no existe diferencias significativas en la determina-
cion de alcohol cuando se trabaja en presencia o ausencia de la matriz (sangre).

Validacion del método analitico: LINEALIDAD Y RANGO

Figura 2.
Recta de regresion

Recta de regresion
(Minimos cuadrados)

y = 2305x + 33,842
R2 = 0,9959

=4—=Seriel

—Lineal
1] 1 X
S (Serie1)
Concentracion mg/mL

H 33,84160569 - 2305,03821

0,997937241 = 0,99587873
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Figura 3.
Hipérbolas de confianza

Las hipérbolas de confianza nos indican que todo el sistema (analistas,
equipo, condiciones ambientales, material volumétrico, reactivos, etc) esta
funcionando de manera tal que no interfiere en la interaccion entre la con-
centracion (x) y la respuesta analitica (y).

Coeficiente de correlacion y Coeficiente de determinacion

Tabla 4.
Coeficiente de correlacion y Coeficiente de determinacion

No hay correlacion entre x e y Hay correlacion entre x e y

t(0.05,n-2) 2,16037 Texp= 56,04795 Conclusién Se rechaza H
99,587 % de los pares de datos se ajustan a la recta

El coeficiente de correlacion (r) nos indica el grado de relacién entre la va-
riable (x) y la variable (y), existiendo correlacién con una probabilidad ele-
vada como se observa en las tablas.

El coeficiente de determinacién (r2) expresa la proporcion de la variacion
total de la respuesta (y-area) explicada por el modelo. El intercepto ordena-
da en el origen no difiere estadisticamente de cero. Las varianzas de las con-
centraciones son homogéneas, y el factor concentracién no influye en la
variabilidad de los resultados.

En el analisis de varianza para la regresion y linealidad, comprobandose
previamente que se cumplen los supuestos de homogeneidad de varianzas y
normal de los residuales, se demuestra la existencia de una pendiente esta-
disticamente diferente de cero y una falta de ajuste en las concentraciones.



Validacion del método para la cuantificacion de alcohol en sangre por cromatografia gaseosa con
detector de ionizacién de llama y espacio de cabeza y correlacion con el método enzimatico

cccccccccc

Validacién del método analitico: PRECISION

Tabla 5.
Repetibilidad del sistema instrumental

_ RESPUESTA ANALITICA TIEMPO DE RETENCION

COEFICIENTE DE
VARIACION (%)

INTERPRETACION Repetibilidad del 1nstfu‘mento Repetltflhdad del 1nstruft}ento
en respuesta analitica en tiempos de retenciéon

CRITERIOS DE ACEPTACION (CV) no mis de 2%

0,707911761 0,312501014

Tabla 6.
Repetibilidad del método

RESPUESTA ANALITICA RELACION
PROMEDIO 2387,258889

COEFICIENTE DE VARIACION(%) 5,709160968

Criterio de aceptacion: CV(%) no mas de 15 %

Tabla 7.
Precision intermedia del método

CV (%) 0,50 1,21 2,21

CV(%) 0,21 0,31 0,68

I

CV TOTAL 1,4 Precision intermedia aceptable

Validacion del método analitico: EXACTITUD

Tabla 8.
Homogeneidad de varianzas

= = 2 2
T T I

0,7220 G(0.05,k,n)= 0,8709 Conclusion Se acepta l-l(o)

El factor de concentracion no influye en la variabilidad de los resultados

Tabla 9.
Recuperacion media

Recup. Media = 100 Recup. Media = 100
m 0,99763 t(0.05,n-1)= 2,30600 Conclusion Se acepta H(o)

No existe diferencia significativa entre la recuperacion y 100. Por tanto es un Método exacto
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La exactitud se expresa como porcentaje de recuperacion de la diferencia
entre la media obtenida y el valor aceptado como verdadero, y en este caso
la recuperacion es satisfactoria ya que aplicando una prueba de t de Student
el valor texperimental < ttablas, no habiendo diferencia significativa entre la
recuperacion media y el 100%, por lo que la exactitud es correcta.

Validacién del método analitico: LIMITES DE DETECCION Y
CUANTIFICACION

Tabla 10.
Limite de deteccion y limite de cuantificacion

LIMITE DE DETECCION 0,011705112 mg/mL

LIMITE DE CUANTIFICACION 0,022843384 mg/mL

Los limites de deteccion y cuantificacion encontrados demuestran clara-
mente que el método puede ser aplicado para la determinacion de alcohol
en sangre

Prueba de aptitud del sistema: PARAMETROS CROMATOGRAFICOS

Figura 4.
Factor de capacidad
] i TANCH
k= 2t
Ly
o= 0557041
0,41
k’=0,34
Criterio de aceptacion:
Entre 1 - 10
FPeak Timea Area Height Area MNMorm. Area BL Area/Height
#  [min]  [uV-s] [Lv] [3%] [%6] [sl
- o,001 0,00 0,00 0,00 0,00 = ——————————
1 0,413 83945.85 110584.20 100,00 100,00 BB 0.7591
- 0,590 0,00 0,00 0,00 0,00 = eeeeee———
283945.85 110584 .20 100,00 100,00
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Figura 5.
Nimero de platos tedricos

i
2
N=16+ M:_ Sampling Rate/Bunching Factor E‘
055 2 Peak width (s} 240
N=16+|— Peak width [pts} 30
0,04
N = 3025 CUMPLE Old sampling rate [pts/s]: 12,500000
L an " 0id bunching factor [pts) 1
Criterio de aceptacidn: Min 2000
P " Sampling rate 12.500000
& Bunching factor E
Coce
Enter the bunching Factor( 1 to 99 ]

Factor de asimetria

Factor de asimetria

Limites:
T=W__/2*%tw * Excelente: 1-1.05
0.05 Muy bueno: 1.2-1.9
T=22/2*1 * Inaceptable: 2
T=1,1 * Pobre: 4
MUY BUENO

Los parametros cromatograficos calculados demuestran que el sistema es
apto para la determinacion de alcohol en sangre

Limites de deteccién y cuantificacién.- Fueron calculados en la Valida-
cién del método
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Correlacion entre el método cromatografico (GC) y el método
enzimatico (UV)

Figura 6.
Recta de regresion método cromatografico / método enzimatico

Recta de regresion
Met. cromatografico/Met.
enzimatico
3000
A%y =1738,1x + 62,291

R? = (,99391
——S E'ﬂPI

2000

cromatografico

1000
— Lineal (Seriel)

Respuestas método

0

0 0,5 1 1,5
Respuestas método enzimatico

0,9969 0,9939

La relacion de las respuestas de las muestras tratadas por el método en-
zimatico (x-variable independiente) y las respuestas de las muestras tratadas
por el método cromatografico (GC) (y-variable dependiente) se expresa ma-
tematicamente como una recta de regresion (y=bx+a) obtenida por un méto-
do de ajuste, en este caso minimos cuadrados. Con lo cual se pudo compro-
bar que existe una buena correlacion entre ambos métodos.

CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede concluir que:

El método estandarizado y validado para la cuantificacion de alcohol
en sangre por Cromatografia gaseosa con detector de ionizacién de
llama y espacio de cabeza es rapido, sencillo y econémico en relacién
a otros encontrados en la literatura, resultando una alternativa eficien-
te para el analisis en el campo forense.

Se validé el método analitico para la cuantificacion de alcohol en san-
gre por cromatografia gaseosa en el Instituto de Investigaciones Far-
maco Bioquimicas (IIFB) de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas y
Bioquimicas de la UMSA, con lo que se comprobé que éste cumple
con todos los requerimientos exigidos en el protocolo. Por lo tanto, se
puede asegurar que la metodologia se encuentra en condiciones de ser
utilizada para el andlisis rutinario de determinacién de etanol en san-
gre lo que garantiza resultados confiables y reproducibles con aplica-
cién en las pericias forenses.
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* El método luego de la validacion resulté especifico ya que es capaz de
medir de manera inequivoca el analito, lineal, preciso y exacto.

e Los limites de deteccion y cuantificacion son muy bajos, sin embargo
no se puede determinar claramente los niveles de alcohol endégeno.

e El método para la cuantificaciéon de alcohol en sangre por Cromato-
grafia gaseosa con detector de ionizacion de llama y espacio de cabe-
za presenta correlacion estadistica con el método enzimatico utilizado
en la Division de Dosaje Etilico del Instituto de Investigaciones Técni-
cas de la Universidad Policial “Mariscal Antonio José de Sucre”.
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