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Resumen

La alcoholemia es una de las pruebas quimicas realizadas con mayor frecuencia en los laboratorios forenses por lo que es
imprescindible disponer de métodos analiticos exactos, precisos y adecuados para el propdsito. El objetivo del presente
estudio fue desarrollar y validar un método para determinar alcoholemia por cromatografia de gases/espectrometria de
masas. Se desarrollé el método por inyeccion de espacio de cabeza estatico empleando propan-1-ol como estandar
interno, el cromatdgrafo de gases se configuré a 40 °C, la adquisicion de datos del espectrémetro de masas fue en modo
full scan (28 - 65 uma), los analitos se identificaron por comparacion de los espectros de masas con las bibliotecas del
espectrémetro de masas, el etanol se cuantificd considerando el fragmento i6nico 31. El método desarrollado resultd
selectivo (separ6 eficientemente el etanol del metanol, etanal, propanona, propan-1-ol y propan-2-ol con resolucion
superior a 3), sensible (los limites de deteccién y cuantificacion fueron de 0,00213 g/L y 0,00710 g/L respectivamente),
lineal (R2 =0,9994, en el rango de trabajo de 0,1 g/L hasta 4,0 g/L), preciso (los coeficientes de variacion fueron inferiores
a 1,36 % y 1,97 % en la repetibilidad y precision intermedia respectivamente), exacto (la recuperacion obtenida fue del
98,4 % al 101,7 %) y robusto (estadisticamente se obtuvieron los mismos resultados al hacer variaciones minimas en el
método). Se concluye que el método desarrollado y validado para la determinacién de alcoholemia por cromatografia de
gases/espectrometria de masas es selectivo, sensible, lineal, preciso, exacto y robusto.

Palabras clave: alcoholemia; cromatografia de gases; desarrollo; espectrometria de masas; método analitico; validacion.
Abstract

Blood alcohol concentration in one of the most frequently performed chemical tests in forensic laboratories, so it is essential
to have accurate, precise and fit-for-purpose analytical methods. The objective of this study was developed and validate
a method to determinate blood alcohol levels by gas chromatography/mass spectrometry. The method was developed
with headspace injection, using propan-1-ol as internal standard, the gas chromatograph was set at 40 °C, the mass
spectrometer data acquisition was full scan (28 - 65 uma), the analytes were identified by comparison of the mass spectra
with the mass spectrometer libraries, ethanol was quantified considering the ionic fragment 31. The developed method was
selective (it efficiently separated ethanol from methanol, ethanal, propanone, propan-1-ol and propan-2-ol with a resolution
greater than 3), sensitive (the limits of detection and quantification were 0.00213 g/L and 0.00710 g/L respectively), linear
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(R2 =0.9994, in the working range from 0.1 g/L to 4.0 g/L), precise (the coefficients of variation were less than 1.36 % and
1.97 % in the repeatability and intermediate precision respectively), accurate (the recovery obtained was from 98.4 % and
101.7 %) and robust (statistically the same results were obtained when by making minimal variations in the method). It is
concluded that the method developed and validated for the determination of alcohol levels by gas chromatography/mass
spectrometry is selective, sensitive, linear, precise, accurate and robust.

Keywords: Analytical method, blood alcohol concentration, development, gas chromatography, mass spectrometry,

validation.

INTRODUCCION

El etanol es considerado la sustancia quimica mds usada
y abusada en la sociedad, por lo que su cuantificacién
en un laboratorio forense es una de las pruebas
toxicoldgicas realizadas con mayor frecuencia'. Lidera
la lista de sustancias psicoactivas que son reportadas en
toxicologia post mortem’ y toxicologia conductual®,
su excesivo consumo genera intoxicaciones agudas,
diversos procesos patoldgicos, altera el sistema nervioso
distorsionando la percepcién y el razonamiento
pudiendo generar accidentes fatales y diversos crimenes

violentos®.

Para la cuantificacién del etanol en matrices
biolégicas se han desarrollado diversos métodos,
desde colorimétricos y espectrofotométricos que son
indirectos e inespecificos’, debido a que uno de los
reactivos utilizados podria reaccionar con otros analitos
de comportamiento quimico similar al etanol dando
resultados erréneos, sin embargo, atin son utilizados
por algunos laboratorios forenses. Posteriormente, se ha
desarrollado la cromatografia de gases con detector de
ionizacién por llama acoplado a muestreador de espacio
de cabeza que actualmente se emplea en la mayoria de
los laboratorios forenses en el mundo®, no obstante,
tiene la desventaja de que solo depende del tiempo de
retencién del compuesto objetivo de andlisis’, pudiendo
existir algin componente que tenga el mismo tiempo de
retencion generando controversia en la interpretacion
de resultados.

La cromatografia de gases/espectrometria de masas (CG/
EM), es una combinacién de dos técnicas analiticas
diferentes como son la cromatografia y espectrometria;
la cromatografia de gases separa eficientemente los
componentes de una muestra y el espectrémetro de
masas identifica inequivocamente cada componente
en su estructura molecular, esta combinacién se ha
convertido en el estdndar de oro para los laboratorios
forenses por su alto grado de selectividad y sensibilidad
proporcionando evidencia concluyente®. Actualmente
los paises desarrollados estdn optando por usar esta
técnica para la alcoholemia con el objetivo de obtener
datos reales e incuestionables para los operadores de
justicia’. Es necesario que los laboratorios forenses a
cargo de la determinacién de alcoholemia de los paises
latinoamericanos posean métodos fiables validados
cuando los resultados analiticos se utilizan como prueba
en un proceso penal con la finalidad de alcanzar la verdad
para una mejor aplicacién de justicia en los tribunales'.
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Los métodos empleados para la determinacién de
alcoholemia luego de ser desarrollados y previos a la
implementacién deben ser validados, demostrando
prictica y documentariamente que se cumplen los
requisitos particulares para su uso previsto para generar
confiabilidad en los resultados'’. Este proceso de
validacién finaliza con una conclusién y declaracién del
cumplimiento o no de los requisitos establecidos'.

Por lo antes mencionado, el objetivo del presente
estudio fue desarrollar y validar un nuevo método full
scan para determinar alcoholemia por cromatografia de
gases con deteccién de espectrometria de masas simple
cuadrupolo como propuesta para su aplicacion en casos
forenses cuando los presuntos delitos en investigacion
son cometidos bajo los efectos del etanol.

MATERIALES Y METODOS

Productos quimicos y material biolégico

Etanol absoluto HPLC 99,9 %, propanona HPLC,
propan-1-ol HPLC, propan-2-ol HPLC, metanal
HPLCy cloruro de sodio ACS se obtuvieron de Merck”.
Agua ultrapura obtenido del sistema de purificacién de
agua GenPure® Pro (Thermo Scientific®) y sangre total
humana libre de etanol.

Instrumentacion

Los ensayos para el desarrollo y validacién del método
para determinar alcoholemia por CG/EM se realizaron
en un cromatdégrafo de gases modelo Trace 1300
(Thermo Scientific®) equipado con columna capilar
TG® - ALC1 de 30 m x 0,32 mm ID x 1,80 pm, un
espectrémetro de masas simple cuadrupolo modelo ISQ
7000 (Thermo Scientific®) y un equipo automuestreador
de espacio de cabeza estitico modelo Triplus RSH
(Thermo Scientific®).

Desarrollo del método para determinar
alcoholemia por CG/EM

Se realizaron varios ensayos para el desarrollo del
método de alcoholemia por CG/EM, tomando como
base estudios similares''* y notas de aplicacién de
fabricantes de equipos™'®. El desarrollo del método
buscé optimizar los recursos, muestras y el tiempo de
andlisis, por lo que se realizaron pruebas con diferentes
volimenes de reactivos y cantidades de muestra;
instrumentalmente se probé con variaciones del flujo de
gas de arrastre y temperaturas del horno hasta alcanzar la
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mejor resolucién en el menor tiempo posible, resultado
un método con las condiciones cromatograficas descritas
en la tabla 1.

Preparacion de patrones de calibracion,
material fortificado y estandar interno

Los patrones de calibracién y material fortificado se
prepararon a partir de soluciones stock de 10,0 g/L de
etanol por dilucién en agua ultrapura y sangre total
respectivamente a las siguientes concentraciones 0,1 g/ L;
0,5¢g/L; 1,0 g/L; 2,0 g/L; 3,0 g/Ly 4,0 g/L'". El estdndar
interno se preparé diluyendo 200 pL de propan-1-ol en
1000 mL de agua ultrapura.

Preparacion de soluciones para inyeccion
en el equipo CG/EM

Enunvial devidrio de 20 mLse afiadié 100 mgde cloruro
de sodio, 1 mL de estdndar interno, 200 pL de patrén
de calibracién o material fortificado segtin corresponda,
se cerré herméticamente con tapa colapsible; luego se
agitd en vortex por aproximadamente 1 min y se colocé
en el auto-muestreador de espacio de cabeza para su
inyeccién en el CG/EM. Las soluciones para inyeccion
en el equipo CG/EM fueron preparados por duplicado.

Modelo de calibracion

Se inyectaron en el CG/EM soluciones preparadas de
patrones de calibracién de etanol al 0,1 g/L; 0,5 g/L;
1,0 g/L, 2,0 g/L, 3,0 g/L y 4,0 g/L, por duplicado y se
procedi6 a la calibracién del equipo, utilizando propan-
1-ol al 0,02 % como estindar interno'’

Validacion del método desarrollado para
determinar alcoholemia por CG/EM

En la validacién del método para determinar alcoholemia
por CG/EM se analizaron las caracteristicas de desempeno
recomendados por la EURACHEM (selectividad,
sensibilidad, linealidad, exactitud, precisién y robustez)

espectrometria de masas simple cuadrupolo

en su manual “La adecuacién al uso de métodos analiticos.
Una gufa de laboratorio para validacién de métodos y
temas relacionados”™!.

Selectividad

Se inyecté en el CG/EM una solucién consistente en
la mezcla de metanol, etanal, etanol, propan-2-ol,
propanona y propan-1-ol preparado a concentracién de
1,0 g/L de todos los componentes en sangre total por
sextuplicado, se evalué la capacidad del método para
diferenciar los componentes de la solucién.

Sensibilidad

La sensibilidad se evalué cuantitativamente en términos
de limite de deteccién (LD) y limite de cuantificacién
(LC). Para su determinacién se inyecté material
fortificado con etanol al 0,1 g/L en condiciones de
repetibilidad por decuplicado en el equipo CG/EM, se
obtuvo el resultado cuantitativo y se calculé la desviacién

estandar corregida (8 ), LD y LC'":
Desviacién estindar corregida

, _Ds
5y =—

—

1I'||'

DS: desviacién estindar, n: nimero de inyecciones
Limite de deteccién
LD=3x5,

Limite de cuantificacién
LC=10x5

Linealidad

La linealidad en el intervalo de trabajo del cromatégrafo
de gases/espectrémetro de masas se realizé inyectando
en el CG/EM tres grupos por duplicado de soluciones
de patrones de calibracién a concentraciones de etanol

Tabla 1. Condiciones instrumentales para analisis de alcoholemia por CG/EM.

Parametros instrumentales Valores
Automuestrador de espacio de cabeza
estatico: 70 °C
Temperatura del horno 15 min
Tiempo de incubacion 70 °C
Temperatura de la aguja 1mL
Volumen de inyeccion
Cromatografo de gases 150 °C
Temperatura del inyector Helio
Gas carrier 5 mL/min
Flujo 40 °C (isotérmico)
Temperatura del horno 3 min
Tiempo de corrida
Espectrometro de masas 280 °C
Temperatura de linea de transferencia 240 °C
Temperatura de fuente de iones lonizacion electrénica
Tipo de ionizacién 70 eV
Voltaje L Full Scan
Modo de adquisicion de datos 28 - 65 uma

rango de masas
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al 0,1 g/L; 0,5 g/L; 1,0 g/L; 2,0 g/L; 3,0 g/L; 4,0 g/L
y 5,0 g/L, posteriormente se analizé si la respuesta del
equipo es proporcional a las concentraciones inyectadas
mediante estadistica de regresién lineal, andlisis de

residuales y ANOVAY.

Para evaluar la linealidad del método desarrollado en el
intervalo de trabajo, se calibré el CG/EM por el método
desarrollado, luego se inyectaron tres grupos de material
fortificado con etanol al 0,1 g/L; 0,5 g/L; 1,0 g/L; 2,0
g/L; 3,0 g/L y 4,0 g/L por duplicado, calculando sus
concentraciones, finalmente se graficé la regresién entre
las concentraciones fortificadas vs. concentraciones
calculadas evaluando el grifico generado mediante
estadistica de regresién lineal, andlisis de residuales y

ANOVAY,
Exactitud

La exactitud se evalué cuantitativamente como
recuperacion, para lo que se inyectd en el cromatdgrafo
de gases/espectrometro de masas material fortificado
con etanol al 0,1 g/L; 0,5 g/L; 1,0 g/L; 2,0 g/L; 3,0
g/L y 4,0 g/L por sextuplicado, luego se calculé las
concentraciones por el método propuesto, finalmente
se comparé porcentualmente los resultados las
concentraciones calculadas con las concentraciones
fortificadas’®.

Precision

La precisién del método desarrollado para determinar

La repetibilidad se analiz6 inyectando en el CG/EM
material fortificado con etanol al 0,1 g/L; 0,5 g/L; 1,0
g/L; 2,0 g/L; 3,0 g/Ly 4,0 g/L por sextuplicado, luego se
calcul6 las concentraciones por el método desarrollado,
finalmente se analizé estadisticamente la dispersién de
los resultados en cada concentracién’.

Para la precisién intermedia dos analistas analizaron
independientemente las mismas muestras de material
fortificado con etanol al 0,1 g/L; 0,5 g/L; 1,0 g/L; 2,0
g/L; 3,0 g/L y 4,0 g/L por sextuplicado empleando
el método desarrollado, posteriormente se realizé el
estudio de la dispersién de los resultados obtenidos de
los dos analistas y su comparacién estadistica.

Robustez

Se realizaron minimas variaciones premeditadas en el
método instrumental (temperaturas de los equipos y
volumen de inyeccién), asi como en la preparacién de
la muestra (volimenes afiadidos del material fortificado
y del estdndar interno), posteriormente se realizaron
inyecciones en el CG/EM con las variaciones aleatorias
del método y se compararon estadisticamente los
resultados obtenidos'.

RESULTADOS

Identificacién del analito

DISCUSION

En Pertt la CG/EM aun no es utilizada como técnica

alcoholemia por CG/EM se evalu6 mediante analitica para la determinacién de alcoholemia, sin
repetibilidad y precisién intermedia. embargo, en el mundo se han publicado varios estudios
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Figura 1. Cromatograma del fragmento iénico 31 extraido del cromatograma obtenido por full scan (28 - 65 uma)
en solucién preparada para inyeccion en el CG/EM con material fortificado con etanol al 1,0 g/L, donde se
observa los picos cromatograficos el etanol (t.: 1,12 min) y el propan-1-ol (t;: 1,85 min). t_: tiempo de retencion.
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Figura 2. (A) Espectro de masas del etanol y (B). Espectro de masas del propan-1-ol, reportado
por el espectrometro de masas después de inyectar solucion preparada para inyeccién en el CG/

EM con material fortificado al 1,0 g/L.
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Figura 3. Cromatograma en full scan obtenido después de haber inyectado solucién con metanol (t.:0,89 min), etanal (t;:0,99 min), etanol
(t;:1,12 min), propan-2-ol (t.:1,37 min), propanona (t.:1,68 min) y propan-1-ol (t;:1,85 min) al 1,0 g/L en sangre total en el CG/EM.

Sensibilidad

§,=0,00071

LD =0,00071x3=0,00213 g/L
LC=0,00071x10=0,00710 g/L

S Desviacion estandar corregida, LD: limite de deteccion, LC; limite de cuantificacion.
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Linealidad
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Figura 4. (A) Linealidad para el CG/EM (concentracion inyectada vs. relacion de areas del etanol/propan-1-ol). y
(B) Linealidad para el método desarrollado (concentracion etanol fortificado vs. concentracion etanol calculado) en
el intervalo de trabajo

Exactitud

Tabla 2. Porcentaje de recuperacion de etanol en material fortificado con etanol en diferentes
concentraciones analizadas en el CG/EM.

Recuperacion de etanol en material fortifi-

cado

Concentraciones de material . - -
fortificado inyectado en el Ma(z;u)no M'(Q/")“° (3/( )

CG/EM(g/L) ° 0 0
0,101 101,7 98,8 100,7
0,506 100,2 99,8 99,8
1,013 101,6 98,4 100,2
2,027 100,6 98,7 99,5
3,040 99,9 99,4 99,7
4,053 100,4 99,3 99,8

X: promedio
Repetibilidad

Tabla 3. Analisis estadistico de repetibilidad del método desarrollado empleando material fortificado con
etanol a diferentes concentraciones inyectados en CG/EM.

. . Concentracion de etanol calculado empleando el
Concentraciones de material método desarrollado
fortificado inygﬁcado enel CG/

(g/L) Maximo  Minimo X DS cVv

(g/L) (g/L) (9/L) (g/L) (%)
0,101 0,104 0,100 0,102 0,001 1,17
0,506 0,505 0,497 0,502 0,003 0,59
1,013 1,030 0,997 1,015 0,014 1,36
2,027 2,034 1,999 2,017 0,016 0,79
3,040 3,039 3,022 3,031 0,007 0,24
4,053 4,069 4,026 4,046 0,016 0,40

X: promedio, DS: desviacion estandar, CV: coeficiente de variacion.
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Precision intermedia

espectrometria de masas simple cuadrupolo

Tabla 4. Analisis estadistico de precision intermedia del método desarrollado empleando material fortificado

con etanol a diferentes concentraciones inyectados en

el CG/EM.

Concentracion de etanol calculado empleando el método

Concentraciones de material fortifi-
cado inyectado en el CG/EM

desarrollado

(g/L) Maximo Minimo X DS Ccv

(9/L) (glL) (9/L) (g/L) (%)
0,101 0,105 0,099 0,102 0,002 1,59
0,506 0,514 0,497 0,504 0,005 0,99
1,013 1,030 0,994 1,011 0,013 1,26
2,027 2,087 1,954 2,018 0,040 1,97
3,040 3,065 2,981 3,026 0,021 0,69
4,053 4,069 3,977 4,033 0,028 0.69

;: promedio, DS: desviacion estandar, CV: coeficiente de variacion.

Robustez

Tabla 5. Analisis estadistico de los tiempos de retencion de material
fortificado con etanol al 0,5 g/L y 2,0 g/L, cuando son analizados por el
método desarrollado con ligeras variaciones.

Tiempo de retencién (min)

Etanol Propan-1-ol
Maximo 1,896
Minimo 1,137 1807
1,107
X 1,850
1,122
0.014 0,043
DS 1’ 26 2,33
cVv ’

X: promedio, DS: desviacion estandar, CV: coeficiente de variacion

mostrando la aplicacién de esta tecnologia para la
cuantificacién de etanol en sangre donde resaltan su
selectividad y especificidad sobre otros métodos'. En
este estudio se presenta la validacién de un método
desarrollado para determinacién de alcoholemia
por CG/EM para su aplicacién en casos forenses

en Perd evaluando las caracteristicas de desempefio
recomendadas por la EURACHEM!".

El cromatégrafo de gases en su columna separa
eficientemente los componentes del vapor de la muestra
inyectada por el automuestreador de espacio de cabeza y
estos llegan al detector de espectrometria de masas para
ser identificados y cuantificados®.

Elespectrémetro de masas puede ser configurado paraque
adquiera datos en un rango de masas determinado (full
scan) excluyendo de esta manera muchos interferentes®,
la adquisicién de masas del presente método desarrollado
para determinacién alcoholemia por GC/MS fue de 28
- 65 uma porque el etanol (PM: 46,07 g/L) y propan-1-
ol (PM: 60,10 g/L) se encuentran en este rango, lo que
automdticamente excluye componentes de mayor peso
molecular; se empled full scan para obtener los espectros
de masas completos e identificarlos por comparacién
con las bibliotecas de los espectrometros de masas. La
capacidad de buscar fragmentos idnicos caracteristicos
de analitos (filtro de masas) dentro de un analisis hace
de la espectrometria de masas un detector altamente
especifico para diversos andlisis como de alcoholemia,
al aplicar un filtro de masas, el software genera un
cromatograma con las sefiales de los componentes que
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poseen unicamente el fragmento i6nico seleccionado
observando graficamente la presencia del componente
en el tiempo. Para el andlisis cuantitativo del etanol
considera el fragmento i6énico 31 por ser el mds
abundante y el comin con el estidndar interno (propan-
1-ol). Estas caracteristicas hacen de la espectrometria de
masas una herramienta sensible y selectiva frente a otras
técnicas de andlisis.

En el cromatograma de la figura 1 se aprecia buena senal
del fragmento iénico 31, de alrededor de 650 000 000
cuentas, valores que son tomados por el equipo para el
célculo de la relacién de dreas (etanol/propan-1-ol), que
son empleados en los andlisis cuantitativos del etanol?'.
Este método utilizé el propan-1-ol como estdndar
interno por el parecido quimico al etanol para la
correccion de las fluctuaciones aleatorias instrumentales
y del método que puede compensar errores aleatorios
como sistemdticos™.

En las figuras 2A y 2B se observan los espectros de
masas de los componentes hallados en los tiempos
de retencién 1,12 y 1,85 minutos, los que al ser
comparados con las bibliotecas del espectrémetro
de masas identificaron al etanol y al propan-1-ol con
probabilidades de coincidencia superiores al 95 %?>.
La técnica de cromatografia de gases acoplado a un
detector de espectrometria de masas, ademds de tomar
la coincidencia de los tiempos de retencién con los
estandares para la identificacién de sustancias, utiliza
los fragmentos iénicos para la identificacién molecular
definitiva del etanol*, La espectrometrfa de masas en
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la identificacién y cuantificacién de xenobidticos para
el Comité de Ciencias Forenses de Estados Unidos
tiene la mds alta puntuacidn en los andlisis forenses®
y para el grupo de trabajo cientifico para andlisis de
drogas comisadas del Departamento de Justicia de
Estados Unidos, por su alto poder de discriminacién,
corresponde a un método de categoria A, por lo que se
obtienen resultados concluyentes®.

El cromatograma en full scan obtenido después de haber
inyectado metanol, etanal, etanol, propanona, propan-
1-ol y propan-2-ol a concentracién de 1,0 g/L en el CG/
EM se observa en la figura 3, obteniéndose resoluciéon
superior a 3 de todos los componentes evidenciando
buena selectividad del método desarrollado, estos
resultados son coherentes con los hallados por Tiscinone
et al." Ademds del software que filtra los iones y la
configuracién del equipo para adquirir datos en un
determinado rango de masas lo hace ser una técnica
de alta confiabilidad por ser mucho mds selectivo. Se
evalué los componentes mencionados debido a que son
comunmente son encontrados en laboratorios forenses
porque son marcadores en severas enfermedades e
intoxicaciones agudas” y podrian ser encontrados en un
examen forense de alcoholemia rutinario.

Se corroboré que el método desarrollado para
determinacién de alcoholemia es muy sensible,
evidenciado por el limite de deteccién (0,00213
g/L) y el limite de cuantificacién (0,00710 g/L).
Xiao et al." reportaron valores de 0,4 pg/mL y 39,5
pg/mL como limite de deteccién y cuantificacion
respectivamente, asimismo otros autores establecieron
muy buena sensibilidad para métodos analiticos
empleando espectrometria de masas'®. Esto demuestra
la potencialidad del método en los andlisis de etanol
en sangre con otros objetivos como en clinica o en
investigacién, sin embargo, con fines de aplicacién en
casos forenses, en el método desarrollado se consideré la
concentracion del etanol al 0,1 g/L como concentracién
minima, considerando que los valores criticos para toma
de decisiones en la legislacién peruana son de 0,25 g/L
y 0,5 g/L*.

En la figura 4A se observa la linealidad para el
cromatdgrafo de gases/espectrémetro de  masas
mostrando la dispersién de los patrones de calibraciéon
inyectados vs. la relacién de 4reas (etanol/propan-1-ol),
comprobando linealidad en el rango de concentraciones
de etanol desde 1,0 g/L hasta 5,0 g/L", obteniéndose
un coeficiente de determinacién de 0,9998 por lo que se
considera lineal®.

En la figura 4B se encuentra la linealidad del método
desarrollado para cuantificacién de etanol en sangre
en el intervalo de trabajo, luego de haber inyectado
soluciones de material fortificado con etanol en el CG/
EM se grafic6 la dispersion entre las concentraciones
del etanol fortificado vs. concentracién calculada,
resultando una muy buena la regresién lineal en el rango
de concentraciones para el etanol desde 1,0 g/L hasta
4,0 g/L", obteniendo un coeficiente de determinacién
de 0,9994, por lo que se considera lineal®. El limite
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superior del intervalo de trabajo del método se proyectd
hasta 4,0 g/L, basado en que segin diversos autores
alcoholemia superior a la concentracién mencionada
son téxicos e incompatibles con la vida™.

El andlisis ANOVA de regresién lineal, tanto para el
cromatografo de gases/espectrémetro de masas y para
el método desarrollado para alcoholemia, arrojé que los
modelos son lineales, proporcionan un buen ajuste de los
datos, las pendientes fueron significativamente diferentes
de cero y los interceptos fueron estadisticamente iguales
a cero. Ademds, en el andlisis de los residuales se apreci6
una distribucién aleatoria en torno a cero lo cual
confirmé su linealidad", similar a lo hallado por Iwai
et al., (2019)7 para la linealidad en el rango de trabajo
de 0,1 a 5,0 g/L con un coeficiente de determinacién
superior a 0,998.

La tabla 2 presenta los porcentajes de recuperacién
de etanol en material fortificado analizado en el
CG/EM de soluciones preparadas donde se observa
que el método recuperd entre 98,4 % y 101,7 % en
todas las concentraciones, calificindose como un
método con alto nivel de exactitud”. Resaltando el
etanol al 0,5 g/L que tuvo el mejor porcentaje de
recuperacién (99,8 %) lo que deja un despreciable
margen de error para esta concentracién aceptando
estadisticamente el dato obtenido como el real®'.

Las tablas 3 y 4 demuestran estadisticamente la precisién
del método analitico desarrollado para alcoholemia
por CG/EM en términos de repetibilidad y precisién
intermedia.

La tabla 3 reporta la repetibilidad del método en cada
concentracion de etanol analizado en material fortificado
con etanol dentro del rango de trabajo, se observa
una dispersién minima en los resultados de todas las
concentraciones con un coeficiente de variacidn inferior
al 1,36 %, considerando que para determinacién de
alcoholemia las gufas sugieren un coeficiente de variacién
menor o igual a 10 %?', destacando el material fortificado
con etanol al 0,5 g/L que obtuvo un coeficiente de
variacién de 0,59 %. Prenesti et al.>? sehalaron 1,7 %
de precisién intermedia para ésta concentracién, lo que
demuestra baja variabilidad en los resultados™, por lo
que al analizar muestras de concentracién de 0,5 g/L
se obtienen resultados precisos con una variacién de (+
0,003 g/L) que resulta imponderable en el redondeo
al décimo obteniendo el mismo resultado al repetir las
inyecciones, dando un médximo grado de confiabilidad
por su precisién y exactitud.

Enlatabla4, se detalla el andlisis estadistico dela precision
intermedia, examinando estadisticamente las diferencias
entre los resultados cuando dos analistas analizan las
mismas muestras'!, Para el método desarrollado se
obtuvo un coeficiente de variacién inferior a 1,97 %
en todas las concentraciones de material fortificado con
etanol dentro del rango de trabajo, mientras que Wasfi
et al.*® reportaron coeficientes de variacién inferiores
al 5%. Lo que demuestra una baja dispersién de los
resultados corroborado la precisién®, ademds el andlisis
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ANOVA demuestra que los resultados entre el analista 1
y analista 2 son estadisticamente iguales resultado en un
método preciso para los fines forenses como prueba en
los tribunales para delitos relacionados al etanol'’.

La tabla 5 demuestra el andlisis estadistico de los
tiempos de retencién para la robustez, encontrando
un coeficiente de variacién de 1,26 % para el etanol y
2,33 % para el propan-1-ol, los que ain se encuentran
dentro de la ventana de reconocimiento de los
componentes por el equipo, ademds cuantitativamente
los andlisis ANOVA arrojé que los resultados obtenidos
de los ensayos realizados con las variaciones minimas
deliberadas en el método analizando material fortificado
a concentraciones de etanol al 0,5 g/L y 2,0 g/L son
estadisticamente iguales''.

CONCLUSIONES

Se desarroll6 y validé un nuevo método full scan para
determinar alcoholemia por cromatografia de gases con
deteccién de espectrometria de masas simple cuadrupolo
en el rango de 0,1 g/L hasta 4,0 g/L de etanol en sangre
siendo selectivo, sensible, lineal, preciso, exacto y robusto
que serfa de potencial aplicacién en casos forenses por
hechos punibles cometidos bajo los efectos del etanol.
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