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RESUMEN

El presente trabajo se ha realizado en 60 voluntarios, los cuales fueron clasificados
al azar en 4 grupos de 15 sujeto, de los cuales 31 (52%) fueron del sexo masculino
y 29 (48%) del sexo femenino. Los resultados obtenidos por el método
Colorimétrico sobreestiman los valores obtenidos por el método Enzimatico en
cada uno de los grupos. Como en el primer grupo (control) se obtuvo un promedio
de 0,03 g/l por el método Enzimatico y 0,08 g/l con el método Colorimétrico. En el
segundo grupo (0.5 ml/kg de peso), en el promedio obtenido fue de 0.15 g/l con el
método Enzimatico y 0,40 g/l con el método Colorimétrico. En el tercer grupo (1,0
ml/kg de peso), el promedio obtenido fue de 0,36 g/l con el método Enzimético y
0,53 g/l con el método Colorimetro. En el cuarto grupo (1,25 ml/kg de peso), el
promedio obtenido fue de 0,62 g/l con el método Enzimatico y 0,82 g/l con el
método Colorimétrico. Segin la interseccion del método Enzimatico y
Colorimétrico se encuentra un coeficiente de correccion de r=0,95 (1*2=0,91) para
una muestra de 60 sujetos obtenidos al azar con una pendiente de 1,14 y una
interseccion de 0,12 de acuerdo a los resultados ambos métodos son sensibles a las
diferentes concentraciones que fueron sometidas los sujetos presentando una buena
relacion ascendente, pero al mismo tiempo el método Colorimétrico sobreestima,
los resultados con respecto a los obtenidos por el método Enziméatico. Asi mismo
frente al andlisis de varianza se obtiene en los cuatro grupos una alta significancia
con una p<0,001 lo cual demuestra que el método Enzimatico es mas estable,
confiable, sensible y especifico para el dosaje de alcohol etilico. Considerando estos
resultados el método Enzimatico debe reemplazar al método Colorimétrico usado

actualmente en las diferentes instituciones encargadas del dosaje Etilico.

Palabras claves: Método enzimatico, método colorimétrico, dosaje de alcohol

etilico.



ABSTRACT

This study was conducted on 60 volunteers, who were randomly divided into 4
groups of 15 subjects each. Of the total participants, 31 (52%) were male and 29
(48%) were female. The results obtained using the Colorimetric method
consistently overestimated the values measured by the Enzymatic method across all
groups. In the first group (control), the average concentration was 0.03 g/L using
the Enzymatic method and 0.08 g/L using the Colorimetric method. In the second
group (0.5 ml/kg body weight), the average values were 0.15 g/L using the
Enzymatic method and 0.40 g/L using the Colorimetric method. In the third group
(1.0 ml/kg body weight), the averages were 0.36 g/L using the Enzymatic method
and 0.53 g/L using the Colorimetric method. In the fourth group (1.25 ml/kg body
weight), the averages were 0.62 g/L using the Enzymatic method and 0.82 g/L using
the Colorimetric method. A correlation coefficient of r = 0.95 (r*=0.91) was found
between the Enzymatic and Colorimetric methods, with a slope of 1.14 and an
intercept of 0.12, indicating a strong positive relationship. However, the
Colorimetric method consistently overestimated the results compared to the
Enzymatic method. Analysis of variance showed high statistical significance across
all four groups (p < 0.001), demonstrating that the Enzymatic method is more
stable, reliable, sensitive, and specific for the quantification of ethyl alcohol. Based
on these findings, the Enzymatic method should replace the currently used

Colorimetric method in institutions responsible for alcohol testing.

Keywords: Enzymatic method, colorimetric method, ethanol dosage.



I. INTRODUCCION

El andlisis de alcohol es frecuentemente solicitado por las autoridades para
establecer a este agente como posible causa de algun problema judicial (accidente
automovilistico, atropellos etc.), producido por diversas alteraciones

fisiopatologica (1,2,3).

Estos analisis deben ser rapidos para evitar problemas medicolegales.

Existen varios métodos para el dosaje de alcohol etilico: La determinacion de
alcohol por difusion o destilacion, seguida por oxidacion del alcohol y

procedimiento osmométricos, enzimaticos y de cromatografia gaseosa (2,3,6,7)

El Método enzimatico emplea el alcohol deshidrogenado, que reacciona
primeramente con el etanol Pero no con metanol o acetona. La reaccion produce la
oxidacion de alcohol acetaldehido, con la consecuente Reduccion de la coenzima
dinucledtido de nicotinamida y adenina (NAD) a NAD reducido (NADH). El
método Enzimatico permite el analisis de gran numero de muestras con rapidez y
precision y puede ser llevados a cabo en equipos ya existentes en un laboratorio

(3’498’9)'

El método enzimatico presenta una alta sensibilidad y especificidad muy similar al

método de Cromatografia de gas que se toma como referencia (5,6,7).



En la actualidad las instituciones encargadas del dosaje de alcohol etilico emplean
el método colorimétrico (Sheftel modificado) que data de los afios 1922 (5,6,7,12)
y que, segun estudios realizados, nos demuestran que es inespecifico debido a que
reacciona con todos los volatiles (alcoholes) existentes (3,4,5,6,7,12). Siendo una
desventaja para el usuario, que es sometido a esta prueba de dosaje con el fin de

demostrar la causal de un acto cometido contra la ley y el orden publico.

Debido a estos inconvenientes que pueda tener el usuario hemos realizado el
presente trabajo de investigacion con la finalidad de comparar el método
Enzimatico con el método Colorimétrico para encontrar si existe alguna diferencia
significativa en los resultados obtenidos de una misma muestra procesada por

ambos métodos.



II. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realiz6 en un total de 60 voluntarios de los cuales 31 (52%)

fueron del sexo masculino y 29 (48%) del sexo femenino.

En el grupo estudiado se incluyeron a sujetos de amplia diferencia ocupacional
como médicos, tecnologos, secretarias, auxiliares y policias de diferentes centros
laborales. A todos ellos se les tomaron datos sobre su peso corporal y costumbres

sociales.

No ingirieron ningtn tipo de bebida alcoholica un dia antes de iniciar la prueba, asi

como también estuvieron en ayunas antes de la prueba. El alcohol fue administrado

por via oral de acuerdo a las concentraciones preestablecidas.

Cuatro fueron los grupos de 15 sujetos tomados al azar los cuales fueron pesados y

de acuerdo a ello ingirieron la bebida alcohdlica (whisky).

I GRUPO: Grupo control que no ingiri6 ninguna cantidad de whisky.

IT GRUPO: Se dio a beber 0,5ml de whisky por kilogramo de peso.

IIT GRUPO:  Se dio a beber 1,0 ml de whisky por kilogramo de peso.

IV GRUPO: Se dio a beber 1,25ml de whisky por kilogramo de peso.



Después de una hora de la ingesta de la bebida alcohdlica se les extrajo sangre

venosa (5ml sangre); previa desinfeccion con yodo.

Las muestras fueron separadas en 2 alicuotas y procesadas simultaneamente por el
método Enzimatico y por el método Colorimétrico en el Departamento de Dosaje

Etilico del Centro de Reconocimiento Médico de la Policia Nacional del Pert.

EQUIPOS:

-Bafio Maria a 37°C con termdmetro incorporado marca MENMERT.
-Espectrofotdmetro marca SHIMADZU UV-120W 1V.

-Cubetas de plastico.

-Centrifuga marca IEC HN SII

-Cocina eléctrica.

REACTIVOS:

1.- Oxalato de Potasio (K2C204.H20) marca MERCK

2.- Yodo diluido.

3.- Solucion de tricloroacético al 6.25% marca MERCK

4.- Set de Alcohol Etanol método Enzimatico Marca SIGMA
5.- Acido Sulfarico (H2SO4) QP Marca MallindKrodt

6.- Bicromato de Potasio 2Cr20O7 marca MERCK

7.- Alcohol Etilico Absoluto CH;CH2OH marca MERCK

8.- Agua Destilada.



METODO ENZIMATICO

Se utilizo el estdndar del SET cuya concentracion es de 0,08% (w/v) obteniéndose

3 concentraciones del estdndar al ser diluido con agua destilada.

ESTANDAR 1: Directo (coger 100ul del estandar).

ESTANDAR 2: Diluir 1/2 (coger 100ul de agua destilada y agregar 100ul de

estandar).

ESTANDAR 3: Diluir 1/3 (coger 200ul de agua destilada y agregar 100ul de

estandar).

Los estandares fueron procesados por el método Enzimatico (3,4) y leidos a una

absorvancia de 340 nm en el Espectrofotometro contra blanco de reactivo.



METODO COLORIMETRICO

Se preparo6 una solucion Stock con alcohol absoluto con una densidad de 0,78 y una

concentracion de 99%.

Segun calculos realizados se prepard la solucion Stock de la siguiente manera:
En una fiola aforada anadir.

-20 ml aproximadamente de agua destilada.

-12,9 ml de alcohol absoluto.

-Aforar a 100ml con agua destilada.

PREPARACION DE ESTANDARES:

En seis fiolas afiadir 20ml de agua destilada a cada uno aproximadamente.
1.- ESTANDAR 1: (Concentracion 0,5 g%)

Tomar 0,5 ml de la solucion stock, aforar a 100ml de agua destilada.

2.- ESTANDAR 2: (Concentracion 1,0 g%)

Tomar 1,0 ml de solucion stock, aforar a 100ml de agua destilada.

3.- ESTANDAR 3: (Concentracion de 1,5 g%)

Tomar 1,5 ml de la solucién stock y aforar a 100ml de agua destilada.

4.- ESTANDAR 4: (Concentracion de 2,0 g%)



Tomar 2,0 ml de la solucion stock y aforar a 100ml de agua destilada.

5.- ESTANDAR 5: (Concentracion de 2,5 g%)

Tomar 2,5 ml de la solucion stock y aforar a 100ml de agua destilada.

6.- ESTANDAR 6: (Concentracion de 3,0 g%)

Tomar 3,0 ml de la solucion stock y aforar a 100ml de agua destilada.

Los estandares fueron procesados por duplicado por el método Colorimétrico (5,9)

y leidos en absorvancia en el Espectrofotometro a una longitud de Onda de 420 nm

contra blanco de agua destilada.



III. RESULTADOS

El presente trabajo se realiz6 en 60 voluntarios entre varones y mujeres los cuales
fueron agrupados de acuerdo a la concentracion de alcohol que ingirieron con
respecto a su peso (ml’kg de peso); obteniéndose cuatro grupos de 15 sujetos

respectivamente.

En el cuadro 1 se expresan los resultados obtenidos por el método Enzimatico y

Colorimétrico de los cuatro grupos en estudio.

En el primer grupo (control) por el método Enzimatico se obtiene un promedio de
0,03 gr/l, una Desviacion estandar de 0.01 un valor maximo y minimo de 0,05 y
0,01 g/l respectivamente, y una Varianza de 0,000 y por el método Colorimétrico
se obtiene un promedio de 0,08 g/l, una Desviacion estandar de 0,02 un valor
maximo y minimo de 0,10 y 0,03 respectivamente con una Varianza de 0,000;
analizados estadisticamente ambos resultados obtenidos por los dos métodos se

encontr6 una alta significancia de p<0,000.

En el segundo grupo (0,5 ml por kilogramo de peso), por el método Enzimatico se
obtienen un promedio de 0,15 g/l, una Desviacion estandar de 0,03, un valor
maximo y minimo de 0,19 y 0,12 g/l respectivamente una Varianza de 0,001 y por
el método Colorimétrico se obtiene un promedio de 0,40 g/l, una Desviacion
estandar 0,06 un valor maximo y minimo 0,48 y 0,32 respectivamente, y una
Varianza 0,003; analizados estadisticamente ambos resultados obtenidos por los

dos métodos se encontr6 una alta significancia de p<0,001.



En el tercer grupo (1,0 ml por kilogramo de peso), por el método Enzimatico se
obtiene un promedio de 0,36 g/l una Desviacion estandar de 0,04 un valor maximo
y minimo de 0,42 y 0,31 respectivamente con una Varianza de 0,02 y por el método
Colorimétrico se obtiene un promedio de 0,53 g/, una Desviacion estandar 0,06 un
valor maximo y minimo de 0,60 y 0,44 respectivamente con una Varianza de 0,003;
analizados estadisticamente ambos resultados obtenidos por los dos métodos se

encontr6 una alta significancia p<0,000.

En el cuarto grupo (1,25 ml por kilogramo de peso), por el método Enzimatico se
obtiene un promedio de 0,62 g/l una Desviacion estandar de 0,14 un valor maximo
y minimo de 0,94 y 0,41 respectivamente con una Varianza de 0,019; y por el
método Colorimétrico un promedio de 0,82 g/l una Desviacion estandar de 0,16 un
valor méximo y minimo de 1,11 y 0,58 respectivamente con una Varianza de 0,027;
analizados estadisticamente ambos resultados obtenidos por los métodos se

encontrd una alta significancia p=0,001.

De acuerdo con estos resultados obtenidos observamos la diferencia y
sobreestimacion del valor promedio del método Colorimétrico con respecto a los
promedios del método Enzimatico en cada grupo.

En el Grafico 1 se observa la intercepcion de los resultados obtenidos por el método

Enzimatico y el método Colorimétrico donde se encuentra un Coeficiente de



correlacion de r=0,95 (1°2=0,91) para una muestra de 60 sujetos obtenidos al azar
con una pendiente de 1,14 y una intercepcion de 0,12; de acuerdo a estos resultados
los dos métodos son sensibles a las diferentes concentraciones que fueron sometidos
los sujetos presentando una buena relacion ascendente, pero al mismo tiempo el
método Colorimétrico sobreestima los resultados con respecto a los obtenidos por

el método Enzimatico.
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RESULTADOS ESTADISTICOS DEL METODO ENZIMATICO Y COLORIMETRICO

CUAGRO 1

CONCE

METODO ENZIMATICO

METODO COLORIMETRICO

SIGNIFI
NTRA - - VARI- | VALOR | VALOR = VARI- | VALOR | VALOR | cac1én
CION. | N° X | p.s | aNza | mMax. | MIN. |N° X D.S | AaNzZA | MAX. | MIN.
0.0 |35|0.03|0.00]|0.000 ]| 0.05 | 0.01|15|0.08|0.02]|0.000| 0.20 | 0.03 | p<0.000
0.5 |15 |0.15|0.03 | 0.001 | 0.29 | 0.122 |15 |0.40 |0.06 |0.003 | 0.48 | 0.32 | p<0.001
1.0 |15 |0.36|0.04| 0.02 | 0.42 | 0.31 |15 |0.53 |0.06 [0.003 | 0.60 | 0.44 | p<0.000
1.25 (15 |0.62 |0.124 | 0.029 | 0.94 | 0.41 |15 |0.82 |0.16 |0.027 [ 1.112 | 0.58 | p=0.001

11




RELACION DE LOS RESULTADOS DE LAS CONCENTRACIONES SEGUN EL METODO
ENZIMATICO Y EL METODO COLORIMETRICO
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IV. DISCUSION

En el presente trabajo se ha realizado el Dosaje Etilico a 60 personas voluntarias.
Segtin el método colorimétrico (Sheftel Modificado) y el método enzimatico, dato
de mucha importancia médico legal para determinar el grado de ecuanimidad en el

que se encuentra la persona.

El objetivo principal del presente trabajo es de reemplazar el método colorimétrico
por el método enzimatico y lograr mejores resultados que se encuentren acorde con

las exigencias del usuario y de la Justicia Peruana.

En el presente trabajo al realizar las curvas de calibracion con los estandares
respectivos por el método enzimatico y colorimétrico; se observd que no presentan
variabilidad en las lecturas de ambos métodos, esto se debe a que las muestras a
analizar para realizar la curva de calibracion, son soluciones que contienen alcohol
etilico puro, a concentraciones conocidas, mientras que las muestras de sangre, que
fueron procesadas por el método enzimatico y colorimétrico presentan una
variabilidad en los resultados como se muestra en el cuadro 1, donde los valores de
los promedios de los resultados de los cuatro grupos presentan una sobreestimacion
y variabilidad en los resultados obtenidos por el método colorimétrico realizandose

sOlo asi el analisis de varianza.

Tampoco se puede determinar un factor de correccion para el método colorimétrico.

13



Esto se debe a que el método colorimétrico se basa en la accion oxidante y
reduccion de colorantes, dosando todo tipo de alcohol, en tanto que el método
enzimatico reacciona principalmente con etanol y no con otro tipo de alcohol,
considerando de esta manera su alta especificidad debido a que se basa solo en la
formacion del NADH de la oxidacion de alcohol a acetaldehido, con la consecuente
reduccion de la coenzima dinucledtido de nicotinamida y adenina (NAD) a NAD

reducido NADH) (2,3,5).

Segin estudios realizados por Poklis y Mackell comparando al método de
cromatografia de gas y el enzimatico en 100 muestras de sangre el método
enzimatico presenta un coeficiente de correlacion de 0,99 y una ecuacion de
regresion de y=1,03x-0,0584 mg/dl demostrandonos asi que no existe variacion
significativa entre los resultados del método enzimatico con el método de

cromatografia de gas (10,....15).

Determinando asi que el método enzimatico es mds especifico, estable y sensible

que el método colorimétrico.
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V. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo, el método enzimatico
es mas especifico, estable y sensible que el método colorimétrico; por lo tanto, nos

evita proporcionar falsos resultados.

VI. RECOMENDACIONES

Se recomienda reemplazar el método Colorimétrico en las diferentes Unidades
encargadas en el procesamiento del dosaje Etilico por el método Enzimatico ya que
es un método que presenta una alta sensibilidad y especificidad evitando

proporcionar falsos resultados.

15
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ANEXOS

ANEXO 1. RESULTADOS TOTALES (gr/lt)y POR LOS METODOS

ENZIMATICOS Y

COLORIMETRICO  EN
CONCENTRACIONESDE ALCOHOL (Kg/peso)

LAS  DIFERENTES

NUMERO |NOMBRE |SEXO |PESO |CONCENDEOH |RESULENZI |RESULCOLO
1 M.Q F 56 0,0 0,01 0,03
2 L.S M 60 0,0 0,01 0,08
3 E.P F 55 0,0 0,02 0,05
4 HR M 58 0,0 0,02 0,06
5 CA F 55 0,0 0,02 0,06
6 CuU F 56 0,0 0,03 0,07
7 RR M 65 0,0 0,03 0,07
8 P.D M 62 0,0 0,03 0,09
9 M.W F 54 0,0 0,03 0,1
10 CA M 72 0,0 0,03 0,1
11 J.S M 60 0,0 0,04 0,06
12 E.U M 60 0,0 0,04 0,08
13 P.D F 54 0,0 0,04 0,09
14 CU M 64 0,0 0,04 0,09
15 G.T F 60 0,0 0,05 0,1
16 M.D F 50 0,5 0,12 0,32
17 H.V F 65 0,5 0,12 0,33
18 DV F 54 0,5 0,12 0,33
19 M.F M 80 0,5 0,12 0,34




20 S.M F 50 0,5 0,13 0,36
21 J.F F 78 0,5 0,14 0,38
22 S.A M 62 0,5 0,14 0,38
23 M.W F 50 0,5 0,16 0,41
24 M.V M 65 0,5 0,16 0,41
25 LR F 50 0,5 0,16 0,42
26 Z.B F 57 0,5 0,17 0,47
27 R.H F 57 0,5 0,17 0,48
28 S.P F 50 0,5 0,19 0,44
29 M.C F 65 0,5 0,19 0,46
30 L.G F 80 0,5 0,19 0,46
31 S.L F 54 1 0,31 0,44
32 P.D F 53 1 0,31 0,46
33 V.R. F 50 1 0,31 0,47
34 H.S. M 80 1 0,31 0,47
35 E.L. F 62 1 0,33 0,47
36 E.S. M 70 1 0,33 0,49
37 M.O. F 54 1 0,33 0,58
38 H.S. M 71 1 0,37 0,51
39 J.O. M 71 1 0,38 0,53
40 E.M. M 65 1 0,39 0,53
41 L.A. M 68 1 0,39 0,6

42 F.G. M 71 1 0,41 0,58
43 S.T. F 54 1 0,41 0,6

44 F.E. F 62 1 0,42 0,5

45 S.E. F 63 1 0,42 0,6




46 R.H. F 62 1,25 0,41 0,88
47 R.M. F 82 1,25 0,47 0,63
48 D.A. M 74 1,25 0,5 0,57
49 LY. M 60 1,25 0,51 0,7

50 G.R. M 74 1,25 0,52 0,73
51 V. M 75 1,25 0,53 0,66
52 S.A. M 70 1,25 53 0,69
53 L.B. M 68 1,25 0,63 0,8

54 H.V. M 81 1,25 0,65 0,73
55 H.R. M 62 1,25 0,65 0,93
56 L.S. M 80 1,25 0,7 0,88
57 L.R. M 64 1,25 0,72 0,96
58 L.A. M 80 1,25 0,72 1,06
59 CM. M 74 1,25 0,76 0,96
60 M.H. M 72 1,25 0,94 1,11
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