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I. INTRODUCCION 

La cromatografía es uno de los métodos modernos de análisis 

que tiene una gran variedad de posibilidades de aplicación. 

Por medio de la cromatografía es posible separar, identifi-

car y cuantificar los componentes de una mezcla de .. sustancias. Para lo 

cual, la muestra se distribuye entre dos fases: una estacionaria y otra 

móvil, siendo cada uno de los componentes de la mezcla, selectivamente -

retenidos por la fase estacionaria. 

Con respecto al tipo de fenómeno involucrado en la separa--

ción, la cromatografía se clasifica en cromatografía de adsorción, crom~ 

tografía de reparto o partición, cromatografía de intercambio iónico, y 

en cromatografía de exclusión o permeación en gel; y que a su vez depen

derán de la naturaleza de las fases que ínter.vienen. Teniéndose así di

ferentes toodal.idades cromatográficas como se observa en el siguiente cua 

dro. 
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CLASIFICACION DE LA CROMATOGRAFIA 

Fase estacionaria Fase móvil Modalidad 
e 

R 
De adsorción Sólido -- líquido c. columna 

o c.c.F. 
c. líquida de 

M alta presión 

sólido -- gas c. gas sólido 
A 

T oe reparto Líquido -- gas c. gas líquido 
(C.G.L.) 

o 
Líquido -- liquido c. columna 

G c.c.F. 
c. papel 

R c. líquida de 
alta presión 

A 

Intercambio Resina de -- líquido c. columna 
F iónico intercambio c. líquida de 

iónico alta presión 
I 

Permeación en Gel -- líquido columna 
. 

A c. 
gel o exclu- c. líquida de 
sión alta presión 
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Tanto en la cromatografía de adsorción como en la de reparto, 

la separación tiene lugar cuando los componentes de una mezcla, de natu-

raleza distinta entre sí, son retenidos en diferente grado unos con res

pecto a otros por las fases involucradas. 

Ya que la adsorción es esencialmente un fenómeno de superfi-

cie, el grado de separación que se alcance en este caso depende en gran -

parte de la superficie adsorbente que presenten las partículas del sólido 

utilizado como fase estacionaria. 

El proceso de reparto significa una distribución por solubil!_ 

dad, de los solutos en las dos fases y se rige por el valor del coe~icien 

te de reparto que es característico para cada uno de ellos. 

cuanto mayor ~s la diferencia de los coeficientes de reparto 

de los solutos, mayor es el grado de separación. 

El presente trabajo revisa exhaustivamente lo referente a el 

análisis por cromatografía Líquida de Alta Presión de algunas drogas com::>:· 

barbitúricos, anfetaminas y alcaloides. 

La H.P.L.C. (High Pressure Liquid Chromatography = Cromato-

grafía Líquida de Alta Presión, también llamada High Performance Liquid 

Chromatography = Cromatografía Líquida de Alta Eficacia) puede ser de re 

parto, de'adsorción, de intercambio iónico y de permeación en gel. 
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II. ANTECEDENTES 

Las técnicas analíticas cromatográficas, como ya se ha seña

lado, son diversas. De éstas, las que primeramente se desarrollaron co

mo la de columna, papel y capa fina, presentan algunas limitaciones para 

su ejecución e interpretación de resultados. Actualmente se han imple-

mentado otras que permiten mayor rapidez y exactitud en su ejecución, -

así como el empleo de pequeñas cantidades de muestra; entre ellas están 

principalmente la cromatografía gas líquido (C.G.L.) y la HPLC. 

Una diferencia fundamental entre ellas es que en las primeras 

se realizan en condiciones ambientales de temperatura y presión, lo que 

requiere mayor tiempo de operación; en tanto que las Últimas requieren de 

temperatura y presión específicas, que conducen a resultados más exactos. 

Martín y Synge (1) idearon en 1941 la cromatografía de repar

to entre dos líquidos, para lo cual utilizaron columnas de gel de síli~e 

como fase estacionaria. Esta cromatografía es muy apropiada para separar 

sustancias que tienen diferente solubilidad ante un mismo líquido estacio 

nario. Cuanto menor sea esta diferencia, más difícil será lograr una bue 

na separación; como por ejemplo cuando se trata de separar isómeros es-

tructurales, así como compuestos relativamente no polares, etc. 

Posteriorment~ condensen, Gordony !-lartin (2) describieron la -

cromatografía de reparto sobre papel que permitía la identificación simu!_ 

tánea de muestra ante sustancias testigo, así como el uso de menor canti-
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dac de muestra que en la de columna. 

La cromatografía de reparto en fase gaseosa (C,G.L.) que im

plica un reparto entre un gas inerte portador y un líquido mantenido so

bre un soporte sólido dentro de una columna, es una técnica de gran uti

lidad actualmente; misma que fue dada a conocer por James y Martin (3) en 

1952. 

En 1968 se lograron avances considerables en la cromatografía 

de reparto líquido - líquido en col\.111\na, pues se comenzó a hacer uso de -

altas presiones para la elución así como de sistemas de detección continua. 

De esta manera se estableció la cromatografía Líquida de Alta 

Presión, en la que los aparatos empleados para soportar estas presiones -

requieren de un diseño especial. 

En suma, la selección del método cromatográfioo apropiado, J2!l 

ra una determinación específica, se basa en un conocimiento amplio de las 

propiedades de la muestra. Por ejemplo los polímeros, los polisac&ridos, 

las proteínas y otros compuestos de alto peso molecular; se separan con -

cierta facilidad utilizando cromatografía de exclusión. 

compuestos tales como aminas, ácidos carboxilicos, aminoáci-

dos, alcaloides, fenoles, sulfonamidas, vitaminas solubles en agua, nu-

cleótidos, etc., pueden separarse por cromatografía de intercambio iónico. 

A su vez, compuestos que tienen peso molecular relativamente 

bajo (< 2000) y son no iónicos, pueden separarse por la cromatografía de 
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adsorción o por la de reparto, en cualquiera de sus modalidades. 

La Cromatografía Líquida de Alta P.resión es una de las técnl 

cas actuales más poderosas para separar y analizar mezclas complejas de -

sustancias. Esto es debido a la variedad< de métodos de separación que dan 

los mecanisllWJs apropiados para el analista, este tipo de técnica. 

La HPLC, se ha desarrollado en los últimos años, 

Una de las grandes aplicaciones de la HPLC está en el campo · · 

de la toxicología. Esta técnica no es destructiva para la muestra, lo 

cual es con~ario a la cromat.oqrafía de gas, detector de ionización de 

flama1 permitiéndo as! alta resolución cromatográfica y fácil recupera--

ción de la muestra, misma que puede ser concentrada para nuevos estudios. 

Una gran variedad de compuestos, tales como polares o sustancias no volá 

tiles, que causan problemas en cromatograf1a de gas, por esta técnica -

pueden ser flcilmente separadas. 

Una pequeña cantidad de muestra, en baja concentración, así 

como la interferencia de otros compuestos, no presentan gran problema en 

esta técnica. 

En relación a los problemas que se presentan en toxicología, 

sabemos que el cuerpo humano metaboliza una droga convirtiéndola sucesi

vamente en un compuesto más polar. De tal manera que con HPI.C en fase -

inversa, usando un sistema de elución en gradiente, para que haya cambios 

de polaridad, se favorece la separación de los componentes de la muestra 
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(suero, orina, saliva, líquido cefalorraquídeo, etc.), 

En relación a la química forense hay cuatro áreas de análisis 

químicos que son de importancia. (1) La detección y caracterización de 

drogas, sus metabolitos y, menos frecuente venenos. (2) Los análisis -

comparativos de una variedad de materiales tales como pinturas, vidrios, 

suelos, etc., que aparecen como trazas. (3) Los análisis cuantitativos 

de alcohol en fluidos biológicos. (4) La caracterización de disolven-

tes, particularmente en ruinas de incendios premeditados. 

En lo referente a drogas, por ejemplo, el tamaño de muestras 

puede estar entre intervalos muy amplios desde Kg (ej., grandes cantida-

des de cannabis, en el transporte de la droga ilícita, etc.) hasta g o 

ng de drogas aparecidas por ejemplo en el lavado de jeringas. Para tra-

zas, muestras asociadas con un sospechoso (ej., materiales sobre sangre -

coagulada o calzado} se compara con aquellas tomadas en el lugar del cri

men, y en la mayoría de los casos las muestras son muy pequeñas. El desa 

fío analítico de la ciencia forense es muy grande y podría ser descrita -

tal vez como inversamente proporcional al tamaño de la muestra, 
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III. LA TECNICA DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESION 

Los precursores de la Cromatografía Líquida de Alta Presión -

son: Hamilton, Kirkland, Huber, Waters, y otros (4). 

La técnica ofrece estas ventajas principales; 

Selectividad óptima 

Tiempo de anális corto. 

Gran sensibilidad, capaz da detectar compuestos en los nive-

les de picomoles y subpicornoles. 

Estabilidad, ya que la temperatura de operación por lo ge!!e 

ral es la ambiente; lo cual resulta ideal para compuestos térmicamente -

inestables como lo son los materiales biológicos, y algunas drogas, corno 

las que en este trabajo se investigaron, como la morfina, heroína, LSD, 

etc. 

Estabilidad, ya que la temperatura de operación por lo gene-

ral es la ambiente: lo cual resulta ideal para compuestos térmicamente -

inestables como lo son los materiales ebiológicos, y algunas drogas, corno 

las que en este trabajo se investigaron, como la morfina, heroína, LSD, -

etc. 

Es muy conveniente en el análisis de compuestos polares. 

Purificar cantidades grandes de componentes con presición y -

exactitud de 1%. 

8 



Las sustancias no tienen que ser. volátiles necesariamente. -

La polaridad de la fase móvil es tan variable como la de la fase fija. 

Determinación simultánea de diferentes componentes en una --

muestra. 

Generalmente se requiere de cantidades pequeñas de muestras 

para análisis cualitativos y cuantitativos, es así como para purificación 

por lo que bajas concentraciones, así como volumen limitado de muestra -

en HPLC no es problema. 

Ofrece varios modos de separación ya que existen varios tipos 

de empaque para columna. 

Estasventajas se pueden optimizar v~riando los siguientes pa

rámetros: tamaño de poro, constitución química de la superficie del mat~ 

rial de empaque de la columna, características del poro, las dimensiones 

de la colwnna, composición del eluyente. 

Las ventajas mencionadas anteriormente, hacen de la HPLC una 

herramienta muy útil para aplicaciones biomédicas, por ejemplo en separa

ciones para la identificación y cuantif icaci6n de drogas y metabolitos en 

fluídos biológicos. Aunque los fluídos biológicos pueden ser cromatogra

fíados directamente, es con frecuencia preferible extraer y concentrar -

los compuestos de interés, ya que el resultado en muestras concentradas -

dan muy pocas interferencias. 

La HPLC ofrece muchas posibilidades de ajuste para seleccio 

nar la fase del sistema combinada con altas eficiencias, lo cual ~a hace 
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' conveniente para el análisis de compuestos térmicamente lábiles, hidro--

fílicos e hidrofóbicos. 

Los metabolitos de una droga son más hidrofílicos que la dr~ 

9a misma, en este caso se esc09er!a por ejemplo, una fase estacionaria -

hidrof6bica, para que los compuestos más hidrofílicos sean eluídos prim~ 

ro, lo cual permitiría fácil detección y cuantificación de metabolitos. 

En la mayoría de los casos, el cuerpo metaboliza una droga -

convirtiéndola en un compuesto más polar, por lo que se necesitaría un -

sistema de separación cromat09ráfico en el que hubiera cambios de pola-

ridad para realizar la cromat09rafía, y HPLC tiene para este caso el tipo 

de cromatografía ideal que sería la de fase inversa. 
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l. Bases Teóricas 

El proceso de separación se basa en las diversas interaccio

nes entra la fase móvil y estacionaria por un lado, y la naturaleza quí

mica de la molécula del problema, por otro. La naturaleza de la fase mó 

vil y estacionaria determina por lo tanto, los mecanismos en que se basa 

una separación cromatográfica (4). 

Los principales factores y variables que involucra una sepa

ración cromatográfica son: 

Selectividad,. que se da por los valores de a 

Eficacia de separación, caracterizada por el número de platos teóri 

cos y la altura de ellos. 

Una característica cualitativa analítica de una sustancia es el 

tiempo total de retención (tr), que caracteriza bajo condiciones 

estandarizadas la separación cromatográfica de una muestra de mane

ra reproducible. 

El tiempo de retención ajustado (t'r), indica cuánto tiempo se que

da la sustancia en la fase fija, y es la diferencia entre el tiempo 

total de retención (tr) y el tiempo muerto (tm) • 

t'r = tr - tm (1) 
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tm tiempo muerto, indica cuánto tiempo necesita una sustancia inerte, 

la cual no entra en interacción con la fase fija para pasar por la -

columna de separación. De esta forma corresponde con el tiempo que 

la sustancia se queda en la fase móvil. 

Como el tiempo de retención depende de la velocidad de flujo del me

dio de elución, se puede usar los volúmenes de retención para identi 

ficar las sustancias separadas. 

El volumen total de retención (Vr), es el producto del tiempo total 

de retención y la velocidad de flujo del eluyente (Fe) • 

Vr = tr • Fe (2) 

De esta ecuación se puede definir el volumen muerto, el volumen de -

la fase móvil Vm, en la columna de separación: 

Vm = tm • Fe (3) 

El volumen de retención ajustado V'r, es igual a la diferencia del -

volumen total de retención y el volumen de la fase móvil: 

V'r = Vr - Vm (4) 

si un segundo componente es eluido, después de un tiempo t
2

, la sep~ 

ración entre dos componentes 1 y 2 es medido por el factor de resolu 

ción, que es el grado de separación de dos sustancias. 
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Si un segundo componente es eluido, después de un tiempo t , la sepa 
2 -

ración entre los dos componentes 1 y 2 es medido por el factor de re 

solución, que es el grado de separación de dos sustancias. 

R (5) 

donde w1 y w2 es la anchura de los picos medidos en la línea base. -

Picos totalmente aislados se logran con una resolución mayor que 1.5 

como se indica en la Figura l • 

..._ _____ tdr1 -----

tiempo 

'-----tr1 

Figura l. Cromatograma típico y sus principales 
variables 

Durante el paso por la columna la proporción de las cantidades de -

una sustancia entre la fase fija y la móvil es constante, caracter~s 

tica de la sustancia, y es lo que se conoce como factor de capaci--

dad k'. es decir, .es la habilidad de una columna para retener mues-

tras, y está en relación con el coeficiente de distribución de Nernst 
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1 
K, a través de la proporcionalidad de volúmenes Vs/Vm. 

Donde: 

k' K • 
Vs 
Vrn 

k' = factor de capacidad 

K = coeficiente de distribución de Nernst 

(6) 

Vs = volumen de sustancia en la fase estacionaria 

Vm volumen de sustancia en la fase móvil 

La teoría de la distribución multiplicativa explica la relaci6n en-

tre el factor de capacidad k' y los datos de retención. 

k' = Vr - Vm 
Vm 

= tr - tm t'r ----= --tm tm 
(7) 

Factor de separación o de selectividad («) • Es la capacidad de una 

columna de separar dos o más sustancias al pasar por ella, por me--

dio de diferencias bastante grandes en las interacciones con la fa-

se fija, y es una relación de los factores de capacidad: 

t'r 
l =--t'r 
2 

(8) 

cuando es igual a l, no hay resoluci6n. Un valor grande por ejem--

plo indica gran selectividad y muy fácil separación. También se de 

nomina retención relativa. 

El factor de capacidad y el de separación definen un proceso termo-

dinámico, o sea la distribución de las sustancias entre la fase m6-

vil, y a esto se le conoce como el número de platos teóricos N, que 

14 
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representa la eficiencia de la columna. 
' 

N = 16 (Vr) 2 
w (9) 

Para una columna de longitud L y N platos teóricos, un plato teórico 

tiene la altura téorica H; 

(10) 

Las retenciones de los compuestos en el sistema cromatográfico, gen~ 

ralmente son expresados en valores de k' y la eficiencia de la col~ 

na en platos teóricos (N) • Su relación con la resolución ea un valor 

práctico y está dado por: 

(ll) 

Para una resolución máxima de dos picos el factor de capacidad k', -

tiene un valor de 2 - S. 

Para la separación de dos o más componentes el valor de k', es ajus-

tado en el intervalo de 1 ~ k' ~ 10. 
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2. Mecanismos de Separación de Formas Diferentes de Cromatografía Líqui
,da de Alta Presión (5) 

Hay cuatro formas de realizar la Cromatografía Líquida de Al-

ta Presión, cada uno se basa en diferentes mecanismos de separación. Me-

diante un cambio de coltunnas, es posible utilizar cada uno de ellos. 

a) Cromatografía Líquido - Líquido o de Partición. Aquí el 

mecanismo de separación se basa en la distinta solubilidad que presentan 

las moléculas de la muestra en la fase móvil y en la fase estacionaria, -

los compuestos más solubles en la fase estacionaria son selectivamente re 

tenidos por ella en tanto que los menos solubles son transportados más 

rápidamente por la fase móvil. 

En este tipo de cromatografía, la fase líquida estacionaria -

que es inmiscible con la fase líquida móvil, está soportada sobre las Pª! 

tículas de un sólido. La fase líquida estacionaria determina fundamental 

mente el grado de separación. 

Este tipo de separación es apropiado para la investigación de 

compuestos moderadamente polares, cuyo peso molecular sea inferior a 1500, 

y no ionizados. 

En el caso ideal, la fase fija estacionaria, es completamente 

inmiscible en la fase móvil, situación que casi nunca sucede. Una forma 

de resolverlo es saturando la fase móvil con la fase estacionaria por me-

dio deu na columna que contenga un alto porcentaje de la fase estaciona--

ria. Otra fonna es utilizar r.:al:eriales que contengan la fase estaciona--
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ria químicamente unida a un soporte, a manera de empaque de la columna, 

para así evitar la pérdida de la fase estacionaria y el uso de precolum

nas para saturar la fase móvil. 

b) Cromatografía de Fase Inversa. Aquí se superponen meca

nismos de la cromatografía líquido - líquido, por lo que no es posible -

clasificarla claramente en alguno de éstos procesos de separación. 

Aquí, al contrario que la cromatografía de adsorción o líqui~ 

do - sólido, se emplean fases estacionarias o fases fijas no polares y -

fases móviles polares. 

La separación consiste en las fuerzas de atracción diferen-

tes según Van der Waals entre la fase fija no polar y las moléculas de -

muestra no polares hasta polares. Cuanto más fuertes son estas interac

ciones, más tiempo se quedan los compuestos de ésta fase. Como fase mó

vil se usan disolventes polares. 

Con este método de separación se logran mejores resultados -

trabajando con elución en gradiente. 

Normalmente se usan como fase móvil: agua/metano! o agua/ 

acetonitrilo; el acetonitrilo tiene la ventaja de poseer una baja viscosi 

dad. 

Las fases fijas estacionarias se producen por una modifica-

ción química del gel de silice, los grupos silanol (Si-OH) son transfor

mados con clorodimetil n-alquil-silanos, Los compuestos producidos son 
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químicamente muy resistentes. La fase ligada cubre la superficie como 

un cepillo, las características de esta fase fija o estacionaria son par~ 

cidas a los sólidos de la cromatografía de adsorción. Los restos alquilo 

ligados tienen entre dos y dieciocho átomos de carbono. 

Para una cromatografía en fase inversa satisfactoria, la ioni._ 

zación de compuestos iónicos debe ser suprimida; por ejemplo, para compu~s 

tos ácidos y básicos esto puede lograrse reemplazando el agua de la fase 

móvil por ácido acético acuoso o carbonato de amonio. 

La cromatografía en fase-inversa es el método de separación -

más aplicado en la HPLC una de las razones para elegir este método, es que 

es sencillo, los resultados son reproducibles, las columnas son usadas a 

pH menores de ocho resistiendo más tiempo. Sobre todo es un método de se 

paraci6n de sustancias altamente polares, que solo se disuelven en disol

ventes polares, como agua, alcohol. Aunque también se pueden separar su~ 

tanelas no polares. La universalidad de este sistema de separación se -

muestra en la capacidad de separar hasta sustancias ionizadas, lipofíli--

cas. 

c) Cromatografía de Intercambio Iónico. El efecto de separ~ 

ción se produce por medio de la unión entre los iones de la fase móvil -

amortiguada y la sustancia por analizar ionizada, ocupando los sitios ac

tivos del intercambiador de iones de la fase fija o estacionaria. Para -

cumplir con la exigencia de estabilidad de presión, se han desarrollado -

intercambiadores de iones especiales para HPLC, 
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Aquí la fase estacionaria está dada por una resina de inter-

cambio de iones ·o partículas ácidas o básicas, en las que su superficie -

sólida está cubierta con resina líquida de intercambio iónico. 

La fase móvil es generalmente un disolvente polar, semejante 

a alcohol o agua. 

En la fase m6vil se puede variar la fuerza iónica o el pH, ya 

que ambos influyen en la resolución. 

d} Cromatografía de Exclusión, de Permeación o de Filtración, 

su mecanismo de separación depende de el tamaño diferente de las moléculas 

de las sustancias analizadas. 

La fase fija es un sólido poroso, con una distribución de diá 

metro de poro definida (ej. vidrios porosos, geles de sílice con superfi

cie desactivada, gel de sílice con una base ligar:a, por ej.; 

Como fase móvil se usan sistemas acuosos y no acuosos. Hay 

que elegir que la fase móvil no se adsorba en la fase fija. 

Los poros del empaque de la columna son de tamaño similar al 

tamaño de las moléculas de la muestra. Las moléculas pequeñas pueden pe

netrar dichos poros y quedar retenidas, en tanto que las grandes eluyen. 

Conviene m~ncionar que el tiempo de elución es proporcional al peso mole-
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cular. 

Esta técnica es muy aplicada para compuestos de alto peso mo~ 

lecular, como polímeros, proteínas, polisacáridos, enzimas; pero su reso

lución no es buena y al tiempo de análisis puede resultar largo. 
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3. Instrumentación 

Las partes esenciales de un cromatógrafo de líquidos de alta 

presión son las siguientes: 

(a) • Recipiente para eluyentes 

(b). Bomba 

(c). Programador de eluyentes 

(d). Sistema de inyección 

(e). Columna: empaques, soportes, fases estacionarios líquidos 

(f). Detector 

(g) • Sistema de registro 

• e 

t 1 
d e 

b 

Figura 2. cromatógrafo de Líquidos de Alta Presión 

(a). Recipiente para eluyentes. Estos recipientes pueden -

ser de vidrio, acero inoxidable o plástico inerte, con una capacidad entre 

1 y 3 litros. casi todos los aparatos existentes en el comercio, ya 
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tienen un desgasificador en el recipiente del disolvente, el cual es nec~ 

sario para evitar burbujas de aire sobre todo en las fases móviles pola-

res, en donde hay una marcada tendencia del oxígeno y otros gases a disol 

verse en el disolvente. Estas burbujas pueden afectar seriamente el fun-

cionamiento del detector y de la columna y por tanto a la determinación. 

La desgasificación se hace calentando el disolvente o bien por desplaza--

miento con gases como helio, nitrógeno, o algún otro gas menos soluble e 

inerte. También se emplea ultrasonido. 

(b). Bomba. El sistema de transporte de la fase móvil es una 

parte muy importante de cada cromatógrafo, y en el caso de los cromatógra

fos de líquidos de alta presión se usan empaques de columnas de partículas 

muy pequeñas, lo cual hace que haya una gran resistencia al flujo de la -

fase móvil. Por esta razón se requiere de un sistema de bo:nbeo que haga 

fluir la fase móvil a una velocidad razonable, ya que de lo contrario los 

análisis serían excesivamente lentos. 

les: 

Un sistema de bombeo debe cumplir con éstos aspectos esencia-

Presión máxima de operación 

Intervalo de volúmenes obtenibles 

Reproducibilidad y constancia de flujo 

Características del flujo 

Resistencia a líquidos corrosivos 

Facilidad de efectuar cambios de fase móvil, así como de la 

limpieza del sistema. 
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Con base en las características de funcionamiento y diseño, -

existen dos tipos de bombas: 

- Bombas mecánicas 

- Bombas neumáticas 

Las primeras se dividen en dos tipos: bombas recíprocas (de 

pist6n o diafragma), y bombas de desplazamiento continuo. 

Las bombas recíprocas. Son las que desplazan flujos de volu

men constante en forma no continua, sino mas bien pulsante. La presión -

máxima que se puede alcanzar es aproximadamente 200 atrn, aunque esto pue

de variar según el diseño. 

Bombas de desplazamiento continuo. Conocidas también como bom 

bas de émbolo o de tipo jerin9a1 son aquellas en que un gmbolo o pistón -

es desplazado en forma continua y uniforme por un motor de precisión, COI.!!, 

pitiendo el l!quido contenido en una cSmara de un cierto vol\111\en, en seg~i 

da el l!quido fluye a través de una abertura en la misma cámara obtenién

dose as! un flujo de volumen constante que puede variar según se desplace 

el émbolo a mayor o menor velocidad. 

Bombas neumáticas. En este sistema de bombeo el l!quido es -

desplazado mediante la presión ejercida por un gas inerte a alta presión, 

ya sea en forma directa sobre el l!quido o bi'n sobre el recipiente com-

prisnible que lo contiene. La presión obtenible es limitada por la presión 

del gas as! como del material de fabricaci6n del sistema. Las velocida--
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des del flujo obtenidas están libres de pulsaciones y son de presión CO!}_S 

tante, lo cual significa que si la caída de presión de la columna cambia, 

el flujo también cambiará. Las desventajas de estas bombas son capacidad 

limitada en el volumen total que pueden bombear, y la difusión que prese!}_ 

ta el gas en el líquido; esto último se puede resolver utilizando algún -

tipo de interfase entre el líquido y gas, para evitar el contacto directo 

entre ellos, o desechando las Últimas porciones de líquido que han sido -

saturadas por el gas. 

Para cualquier tipo de bomba utilizado, es conveniente colo-

car un filtro entre la bomba y la cámara de inyección para evitar que pa!_ 

tículas extrañas interfieran en el sistema, este filtro debe tener la ca

pacidad de retener las partículas extrañas sin producir una caída de pre

sión excesiva. Al utilizar bombas que desplazan flujos de volwnen cons

tante, se recomienda usar una válvula o sello de seguridad -que libere la 

presión del sistema cuando alcance un límite superior al normal, Esto -

podría suceder si por alguna razón el sistema se bloquea y la bomba cent! 

núa desplazando el mismo vol\Ullen e incrementando continuamente la presión. 

c). Programador de eluyentes. En la Cromatografía de Líqui-

dos de Alta Presión tiene mucha importancia el cambio de la composición -

del eluyente o fase móvil, durante el análisis (elución en gradiente) • -

Con este método se puede redisolver en una sola separación composiciones 

muy complejas de sustancias swnamente polares como no polares. Por lo -

general se utilizan dos disolventes de diferente polaridad y se varía el 

porcentaje del disolvente más polar en la mezcla binaria. 
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Con elución en gradiente los análisis son más rápidos, mejo

res separaciones, mayor simetría en los picos, mejor detectabilidad. 

La formación en gradiente se hace, o en el lado de la baja 

presión en cámara de mezcla, o en el lado de alta presión, aplicando una 

segunda bomba. 

Este sistema no tiene limitaciones en cuanto a disolventes 

y garantiza una interfase mínima entre cámaras de mezcla y columna de se

paración como un flujo contínuo sin señales. 

Por otra parte sus desventajas son1 difíciles de efectuar -

en cromatoqraf!a líquido - líquido, necesidad de regenerar la columna, in 

compatibilidad con el detector en algunos casos. 

El programador de la fase móvil es un dispositivo muy com-

plejo que puede resultar tan costoso como el instrumento mismo, 

d) Sistema de inyección, Esta parte del instrumento exige -

cuidadoso diseño, puesto que debe resistir altas presiones, tener un volu 

men pequeño y sus cavidades deben ser bien barridas por la fase móvil. 

Aqu! en estas c&naras es donde se introduce la muestra que luego es arra! 

trada a la columna, Existen tres diferentes formas o modos de introducir 

la muestra¡ por medio de jeringas de alta presión, por medio de válvulas 

inyectoras, y suspendiendo el flujo momentáneamente, 

Si la inyección se hace por medio de jeringa, se requiere que 

la presión sea menor a 100 atrn.1 aqu! la muestra se introduce perforando -
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con la aguja de la jeringa, un disco o sello de teflón, que es capaz de 

resistir altas presiones y la acción disolvente de la fase móvil. Si se 

opera a presiones mayores de 100 atrri., se utilizan válvulas inyectoras, 

si se carece de este tipo de válvulas, se puede recurrir a la técnica de 

suspensi6n del flujo, que consiste en interrumpir la presión parando la 

bomba, se espera que el flujo cese antes de perforar el sello al introdu 

cir la muestra, en seguida se restablece el flujo. Con este tipa de in

yección no hay pérdida de eficiencia en la separación, ya que las veloci 

dades de difusión en líquidos son muy bajas. 

e) Columna. La elección correcta de la columna de separa-·· 

ción así como de la fase estacionaria, es la parte más importante para -

el analista, ya que esto determina la calidad de separación. 

Básicamente la columna consiste en un segmento de tubo de -

material inerte, de diámetro uniforme y capaz de resistir altas presiones. 

Se ha visto que el material ideal para la columna es el de acero inoxid!_ 

ble, también se usan cobre, vidrio de paredes gruesas, pero con el cual 

existe el inconveniente de no permitir conexiones metalvidrio herm~ticas 

a altas presiones. Las colwnnas.de acero son relativamente resistentes 

a la corrosión, y se pueden utilizar con cualquier presión, la condición 

para resultados reproducibles es que sus paredes internas estén finamen-

te pulidas. 

Las columnas de cobre se trabajan fácilmente, pero son más -

sensibles a la corrosión, además se observa con frecuencia efectos cata

l!ticos. Las colwnnas de tántalo son las más inertes, siendo equivalentes 
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en muchos ca~os a las de vidrio, pero su desventaja es la dureza del mat~ 

rial, el cual es muy difícil de trabajar, por lo que resulta además muy 

costoso. 

La longitud de la columna varía entre 15 cm y varios metros y 

el di&metro entre 2 y 3 mm, la capacidad de la columna depende de su lon

gitud, di&metro y material de relleno. 

Si se desean realizar trabajos de tipo preparativo, o sea se

parar y recuperar los componentes de una muestra en cantidad suficiente -

para poder utilizarlos en posteriores análisis, se deben de utilizar col.!:!" 

nas con materiales de mayor capacidad. Estas columnas efectúan la separ!_ 

ción mS.s lenta y con una eficiencia menor, 

Normalmente las columnas son de forma recta, se cierran de 11!!!, 

bos lados para evitar que las conexiones permitan un volumen muerto inne

cesario. En algunas ocasiones es necesario usar columnas muy largas para 

estos casos se pueden utilizar columnas rectas conectadas entre s! o bién 

columnas enrolladas o en forma de u, L, s, u 8, estas últimas formas faci 

litan el control de la temperatura. En todo caso, recu,rdese que cualquier 

estrangulamiento de la columna provocará una gran p'rdida en la eficiencia 

y para el caso de las columnas enrolladas, la pérdida será mayor conforme 

disminuye el diámetro de la columna. 

Los materiales de empaque o fase estacionaria de la Cromato

grafía de Líquidos de Alta Presi6n. La condición química de las part!cu-

las es variable, para poder lograr una selecci6n variable. El tamaño de -
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las partículas oscila entre 5 y 50 µm. Las.partículas usadas hoy en Cro-

matografía de Líquidos de Alta Presión se dividen en dos clases: Los com 

pletarnente porosas y las de capa fina, llamados también adsorbentes pecu-

liares, de porosidad superficial o de centro sólido. A la primera clase 

pertenecen: óxido de aluminio, gel de sílice y alúmina principalmente. 

Estas partículas tienen una superificie específica grande de 50 a 500 m
2
/g 

y un gran volumen de poro de 0.2 a 2 ml/g, estas características importa_!! 

tes para la cromatografía las pueden variar los fabricantes. 

Las partículas de capa fina tienen un núcle<> duro e inerte, -

esféricas generalmente vítreas, no porosas, cubiertas con una capa fina -

porosa y activa como gel de sílice o alúmina, el espesor de esta capa es 

de l a 3 mµ. 

Los materiales peculiares tienen superficies específicas men~ 

2 
res entre l y 12 m /g, un menor volumen de poro o sea que aceptan muestra, 

de 10 a 20 veces menos que los materiales porosos y su costo es considera 

blemente elevado. 

La elección del material depende de las propiedades f !sico-

químicas de las sustancias por analizar y así se determina el método de -

separación cromatográfico. 
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El siguiente cuadro esquematiza la selección de la fase esta 

cionaria (4) • 

PESO MOLECULAR 
MENOR oe 2000 

HIDROFILICO 

LIPOFILICO 

HIDROFILICO 

PERMEAC!ON 
EN GEL 

PERMEACION 
EN GEL 

DEBILMENTE 

POLAR 

FASE INVERSA 

~-~,_ __ __¡ l PARTICION 1 
POLAR 

NO IONICO 

- 29 -

FASE POLAR 
LIGADA 

FASE INVERSA 

FASE POLAR 
LIGADA 

INTERCAMBIO 
IONICO 

FASE INVERSA 



La selección de un disolvente o una mezcla de ellos no es la 

borioso, ya que éstos poseen propiedades elutrópicas además de que se 

pueden hacer pruebas preeliminares en cromatografía en capa fina para eli 

minar rápidamente disolventes no prácticos. La solubilidad aquí es muy 

importante, se debe de asegurar que no se precipite los compuestos en la 

cabeza de la columna. 

La densidad del disolvente debe ser más alta que la del diso!_ 

vente eluyente, ya que de lo contrario, el material de empaque puede pa-

sar en bandas propagadas. 

El disolvente debe tener una viscosidad adecuada, estabilidad 

con la fase estacionaria de la columna y compatibilidad con el detector. 

Disolventes con baja viscosidad, mantienen alta eficiencia en 

la columna, permitiendo separaciones rápidas, porque da alta velocidad 

del flujo y genera alta presión, por ej. acetonitrilo es menos viscoso que 

metanol. 

Empaques enlazados tienen un límite de estabilidad químico y 

en esencial asegurar que el pH y la actividad hidrol!tica del disolvente 

sean compatibles con el empaque. Por ejemplo: ester enlazado a fases -

estables son menos estables que con éter, siendo uniformemente hidrolizadas 

por alcoholes alifáticos las primeras, mientras que las segundas son es~ 

bles a alcoholes y pueden ser usadas excesivamente en un moderado inter-

valo de pH. 

30 



El uso de disolventes puros es importante en los procesos -

cromatográficos, ya que. pueden existir por ejemplo impurezas en disolven

tes no polares. 

En lo que atañe a las características que debe presentar toda 

fase móvil para ser útil en cromatografía líquida cabe citar; 

Disolver la muestra 

No degradar o disolver la fase estacionaria 

Tener baja viscosidad 

Ser compatible con el tipo de detector utilizado 

Es esencial que la muestra sea soluble en la fase móvil para que 

pueda ser transportada a través de la columna. cuando se introducen mues 

tras en disolución, puede ocurrir precipitación de la muP.stra dentro de -

la cámara de inyección o en la columna si el disolvente de la muestra y -

la fase móvil son mu~ diferentes en polaridad, 

Esto causaría pérdidas de resolución en la separación y por 

lo tanto ambos se deben de seleccionar con cuidado. 

La baja viscosidad de la fas~ móvil es muy importante en la -

eficiencia de la separación, ya que la viscosidad influye en el efecto de 

transferencia de masa entre la fase móvil y la fase estacionaria, 

La fase m6vil debe ser compatible con el detector empleado, -

lo cual es particularmente importante en.el caso de programaciones de la 

fase móvil, puesto que el cambio de composici6n de esta puede afectar el 
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funcionamiento del detector, 

La composición óptima de la fase móyil es cuando se tienen 

pequeños factores de capacidad y altos coeficientes de selectividad, 

Como fase móvil o eluyente se usan líquidos de polaridades di 

versas. Los disolventes usados con más frecuencia se citan a continua--

ción: Agua, hexano, metano!, etanol, benceno, ciclohexano, acetonitrilo, 

ácido acético, tetrahidrofurano, dietil-alil-éter, cloruro de metileno, -

tetracloruro de carbono. 

En la Tabla l se da una lista más extensa de eluyentes y sus 

propiedades cromatográficas m&s importantes: 
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TABLA 1 

PROPIEDADES CROMATOGRAFIAS DE LOS ELUYENTES (6) 

Disolvente E~ (Al
2
0

3
) Viscosidad I.R. Límite de 

(cP, 20°) índice de transparenci 

refracción en U.V. 
(n.m.) 

luoroalcanos 0.25 1.25 210 
n-Pentano o.oo 0.23 1.358 210 
Isooctano 0.01 0.54 1.404 210 
ter de petróleo 0.01 0.3 210 

Skellysolve B., etc. 
n-Decano 0.04 0.92 1.412 210 
iclohexano 0.04 1.00 1.427 210 
iclopentano o.os 0.47 1.406 210 
iisobutileno 0.06 1.411 

1-Pentano 0.08 1.371 
isulfito de carbono 0.15 o.-37 1.626 389 
etracloruro de 
carbono 0.18 0.97 l.466 265 

loruro de amilo 0.26 0.43 l.413 225 
ileno 0.26 0.62-0.81 1.50 290 

1-Propil éter 0.28 0.37 l.368 220 
1-Propil cloruro 0.29 0.33 l.378 225 
olueno 0.29 0.59 1.496 ·205 
loruro de n-propilo 0.30 0.35 l.389 225 
lorobenceno 0.30 o.so 1.525 
enceno 0.32 0.65 l.501 280 
r0111uro de etilo 0.37 0.41 1.424 
til éter 0.38 0.23 l.353 220 
ulfito de etilo 0.38 0.45 1.442 290 
loroformo 0.40 0.57 1.443 245 
loruro de metileno 0.42 0.44 l.424 245 
etil-i-butilcetona 0.51 0.43 1.381 330 
etrahidrofurano 0.45 1.408 220 
icloruro de 
etileno 0.49 0.79 1.445 230 

etiletilcetona 0.51 1.381 330 
1-Nitropropano 0.53 1.400 380 

ce tona 0.56 0.32 1.359 330 
ioxano 0.56 1.54 1.422 220 
cetano de etilo 0.58 0.45 1.370 260 
cetano de metilo 0.60 0,37 1.362 260 
lcohol amílico 0.61 4~1 1.410 210 
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TABLA 1 

(continuación) 

Disolvente Eº(Al
2
0

3
) Viscosidad l.R. 

Límite de 

índice de transparencia 

refracción en U.V. 
(n ,rn.) 

Dimetil sulfóxido 0.62 2.24 1.47'7 
Anilina 0.62 4.4 1.586 
Dietil amina 0.63 0.38 1.387 275 
INitrometano 0.64· 0.67 1.394 380 
Acetonitrílo 0.63 0.37 1.344 210 
Piridina 0.71 0.94 1.510 305 
Butil celosolve 0.74 220 
i-propanol, 
n-propanol 0.82 2.3 1.38 210 

Etanol 0.88 1.20 1.361 210 
Metanol 0.95 0.60 1.329 210 
Etilenglicol 1.11 19.8 1.427 210 
Acido acético grande 1.26 1.372 
Agua muy grande l.00 1.333 

En la Tabla 2 se citan algunos de los soportes más comunes -

que se emplean para empacar columnas de Cromatograf!a de Líquidos de Al-

ta Presión.y también en la Tabla 3. 
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TABIA i 

SOPORTES CROMATOGRAFICOS (6) 

Tipo Nombre Uso 
Superficie Tamaño de Forma Suministro 
area m2/g partícula 

(µ) 

Poroso 
Silica Porasil A LSC,LLC 350 - 500 37 - 125 5 13 
Silica Poracil B GPC 125 - 250 37 - 125 5 13 
Silica Porasil c. GPC 50 - 100 37 - 125 s 13 
Silica Porasil D GPC 25 - 45 37 - 125 5 13 
Silica Porasil E GPC 10 - 20 37 - 125 s 13 
Silica Porasil F GPC 2 - 6 37 - 125 s 13 
Silica Porasil T GPC 300 15 - 50 1 13 
Silica Spherosil XOA 400 LSC,LLC 350 - 500 37 - 150 s ll 
Silica Spherosil XOA 200 GPC 125 - 250 37 - 150 s ll 

w Silica Spherosil XOB 075 GPC 50 - 100 37 - 150 s 11 U1 
Silica Spherosil XOB OJO GPC 25 45 37 - 150 s 11 
Silica Spherosil XOB 015 GPC 10 - 20 37 - 150 s 11 
Silica Spherosil XOC 005 GPC 2 6 37 - 150 s 11 
Silica Biosil A LSC,LLC 200+ 20 - 40 1 2 
Silica Sil-X LSC 300 36 - 45 1 14 
Silica Lichrosorb LSC,LLC 200+ 5 - 30 l 516 112 
Silica Zorbax-Sil LSC,LLC 250 - 350 10 s 3 
Alumina Woelm LSC,LLC 200+ 18 - 30 l 13 
Alumina Bio-Rad AG LSC,LLC 200+ 74 l 2 
Tierra 

diato-
LLC l - 10 50 l 1,12,8 

Tierra 
diato-

Diachrom, LLC 10 37 - 44 1 1,8 
Fase 

enlazada Durapak OPN BPC 50 35 - 75 s 13 
Fase 

enlazada Durapak Carbowax BPC 50 35 - 75 s 13 



TABLA 2 

(continuación) 

Tipo Nombre Uso 
Superficie Tamaño de Forma Suministro 
área m2/g partícula 

(µ) 

Fase en la 
zada Durapak n-octano BPC 50 75 - 125 s 13 

Pelicular 
Silica Zipaz LLC 1 25 - 44 s 3 
Silica Liqua-Chrorn LLC 10 44 - 53 1 1 
Silica Corasil l LSC,LLC 7 37 - 50 s 13 
Silica Corasil 11 LSC,LLC 14 37 - 50 s 13 
Silica Vydac LSC,LLC 12 30 - 44 s 1,10 
Silica Pellosil HS LSC,LLC 4 37 - 44 s 9 
Silica Pellosil HC LSC,LLC 8 37 - 44 s 9 

w Silica Perisorb A LSC,LLC 10 30 - 40 s 5,6,12 
al Alurnina Pellurnina HC LSC,LLC 4 37 - 44 s 9 

Alumina Pellumina HC LSC,LLC 8 37 - 44 s 9 
Poliamida Pellidon LLC I 55 - 65 s 9 
Poli amida Zipax Polyamide LLC I 25 - 37 s 3 
Fase enla Durapak/Corasil 

zada Carbowax 400 BPC 7 37 - 50 s 13 
Fase enla Vydac fase reversa BPC 12 30 - 44 s 1,10 

zada 
Fase enla 

zada Vydac 
Fase polar enlace BPC 12 30 - 44 s 1,10 

Fase enla Bondapak c18¡ 
zada Corasil BPC 7 - 14 37 - 50 s 12 

Fase enla Phenil/corasil BPC 7 - 14 37 - 50 s 2 
za da 

IFase enla A."</Corasil BPC 7 - 14 37 - 50 s 2 
zada 

IFase enla Permaphase ETH BPC I 37 - 44 s 3 
zada 

IFase enla Permaphase ODS BPC I 37 - 44 s 3 
za da 

I = Irregular s = Esférica 



TABLA 3 

OTROS SOPORTES CROMATOGRAFICOS (6) 

Tipo Nombre Grupo Fuerza Capacidad de Tamaño de 
funcional intercambio partícula 

!Poroso 

Intercambio de Anión Aminex A14 + 
-NR4 SB 3400 17 - 23 

Intercambio de Anión Aminex A25 -NR~ SB 3200 17.5 + 2 -
Intercambio de Anión Aminex A27 + 3200 12 - 15 -NR$ SB 

Intercambio de Anión Aminex A28 -NR4 
SB 3200 7 - 11 

Intercambio de Anión Durrurn DA-XB -NR+ SB 4000 20 + 5 

Intercambio de Anión Durrum DA-XBA 
i 

SB 4000 8 2 -NR4 + -
Intercambio de Anión Durrurn DA-X4. -NR¡ SB 2000 20 + 5 

Intercambio de Anión Durrurn DA-X2 + SB 2000 20 + 5 (,J -NR4 ....., -
Intercambio de Catión Aminex A4 -so3H SA 5000 16 - 24 

Intercambio de Catión Aminex AS -so3H SA 5000 13 + 2 -
Intercambio de Catión Aminex A6 -so3H SA 5000 17,5 + 2 -
Intercambio de Catión Aminex A7 -so3H SA 5000 7 - 11 

Intercambio de Catión Durrum DClA -so3H SA 5000 18 + 3 

Intercambio de Catión Durrurn DC2A -so3H SA 5000 12 + 3 

Intercambio de Catión Durrum DC4A -so3H SA 5000 8 + 2 -
Intercambio de Catión Beckman AA-15 -so3H SA 3000 22 + 6 

Intercambio de Catión Beckman PA-28 -so3H SA 5000 16 

Intercambio de Catión Beckman PA-35 -so3H SA 5000 13 



Tipo 

Pellicular 

Intercambio de Anión 

Intercambio de Anión 

Intercambio de Anión 

Intercambio de Anión 

Intercambio de Anión 

Intercambio de Ani6n 
w Intercambio de Catión 
CX> 

Intercambio de Catión 

Intercambio de Catión 

Intercambio de Catión 

Intercambio de Catión 

SA = Acido fuerte 

TABLA 3 

(continuación) 

Nombre Grupo 
funcional 

Pelicular Anión + 
-NR

4 
AS-Pellionex-SAX -NR+ 

4 
Vydac Anión -NR+ 

4 
Vydac Anión -NR+ 

4 
Zipax SAX -NR+ 

4 
Zipax WAX -NR 

2 
Pellicular Catión -SO H 

3 
HS-Pellionex SCX -SO H 

3 
HS-Pellionex ses -SO H : 
Vydac Catión -so

3
H 

Zipax SCX -so H 
3 

Fuerza 

SB 

SB 

SB 

SB 

SB 

WB 

SA 

SA 

SA 

SA 

SA 

SB = Base fuerte WB = Base débil 

Capacidad de Tamaño de 
intercambio part!cula 

10 40 

100 44 - 53 

12 25 - 37 

100 30 - 44 

12 25 - 37 

12 25 - 37 

10 40 

8 - 10 44 - 53 

60 44 - 53 

100 30 - 44 

3.2 25 - 37 



f). Detector. Las sustancias separadas en la columna se in 

dican con la ayuda de un sistema detector. 

Por mucho tiempo la HPLC se ha visto obstaculizada por la fa!. 

ta de un detector adecuado, ya que su diseño no es fácil y ha requerido -

de una tecnología avanzada. 

El detector tiene por objeto originar una señal proporcional 

a la concentración en la fase m6vil de la muestra, a medida que esta sale 

por la colwnna, por medio de medi'c'iones continuas de una magnitud física -

pa.ra las sustancias contenidas en el eluyente. Por desgracia, la mayor!a 

de las propiedades de la muestra que pudieran medirse son muy similares -

en magnitud y características a las del disolvente o fase miSvil, dificul

tando así el proceso de detecci6n. 

Este problema puede resolverse por dos formas1 una consiste en -

eliminar el disolvente, antes del proceso ~e detecci6n, y la otra en me-

dir alguna propiedad de la soluci6n que contiene la muestra, y de alguna 

forma, restar a la propiedad medida la cantidad correspondiente al disol

vente. Esto prácticamente no es f&c:il de hacer, ya que por lograr una -

alta sensibilidad se deben controlar adem&s par&metros de operaci6n sus-

ceptibles de influenciar dichas propiedades de la soluci6n y del disolven, 

te, aquí también se requiere un control cuidadoso de la velocidad de flu

jo y de la temperatura. 

Para considerar un detector en términos de su aplicaci6n a un 

cierto problema, o al evaluar las cualidades de un cierto diseño, debe 
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tenerse en cuenta las siguientes propiedades generales: 

- Respuesta. Esta puede ser universal o seléctiva, es universal sí 

el detector es capaz de trabajar con todo tipo de muestras, y sele.=_ 

tivo solo con muestras específicas. En general son más deseables -

los detectores universales, los selectivos suelen ser más sensibles, 

ya que detectan ciertos componentes a muy bajas concentraciones. 

- Sensibilidad. La sensibilidad en un detector es la razón entre la 

señal generada y la cantidad de muestra que produce dicha señal. -

Este es un término relativo, ya que a partir de un mismo detector, 

la señal obtenida puede ser muy diferente para diversas muestras. 

Además nos da una idea clara de la cantidad mínima detectable, ya 

que puede estar severamente limitada por el nivel de ruido del ins 

trwnento. 

~· Es la variación en la señal del instrumento, que no se 

atribuye a la muestra, y que puede ser atribuida a fallas electr~ 

nicas, variaciones de flujo o temperatura, fluctuaciones en el v~l 

taje, burbujas de aire atrapadas en el detector, etc. La cantidad 

mínima detectable es la cantidad de muestra que produce una señal 

igual al doble del nivel de ruido del instrumento. De esto se de

duce porqué un detector muy sensible y muy ruidoso puede no ser tan 

Útil, com:> uno menos sensible pero con un nivel de ruido más bajo. 

- Linearidad. Para utilizar la señal generada por el detector como 

una medida cuantitativa, ésta señal debe guardar una relación li-

neal con la concentración de la muestra, esta propiedad es lo que 
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se conoce como linearidad, 

El intervalo lineal de un detector, se define como la raz6n entre 

las concentraciones máximas y mínimas respecto a las cuales la -

respuesta del detector es lineal. Para obtener resultados cuanti 

tativos se recurre a gráficas de calibraci6n, que representan la 

señal en funci6n de la concentraci6n en el intervalo de concentr!_ 

ciones en que la respuesta del detector es lineal. 

- Estabilidad. Un buen detector debe ser insensible a los cambios 

de temperatura y a la variación de flujo, y a la vez ser compati

ble con programacione~ de fase móvil. 

Un detector ideal cumple con las siguientes características: 

- Bajo límite de comprobaci6n, expresado en la concentraci6n, normal 

mente expresado como la doble desviación estándar. 

- Sensibilidad alta y lineal. Es decir grandes cambios del valor -

medio proporcional a la concentración, con pocos cambios de con-

centración en el disolvente. 

Poca desviación, o sea constancia de los valores medidos proporci2_ 

nales a la concentración, sumamente importante para la precisión -

en mediciones en serie. 

- Insensibilidad. En cuanto a combinaciones de la fase móvil (elu-

ción en gradiente) • Un detector colocado a la salida de la colum

na, proporciona un registro cont!nuo del líquido que sale, lo que 
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permite obtener un cromatograma similar a los obtenidos en cromato 

grafía de gases. 

Tipos de Detectores 

La cromatografía de Líquidos de Alta Presión utiliza los si-

guientes detectores: 

- Detector de luz-ultravioleta (U.V.). La respuesta de este detector 

es selectiva ya que su funcionamiento se basa en la absorción de la 

luz por parte de la muestra al pasar a través de ella un haz de luz 

monocromática ultravioleta. 

Aquí se detectarán solo los compuestos que absorben luz en el ámbi

to del u.v. 

Este detector es relativamente insensible a los cambios de flujo y 

temperatura, y siempre y cuando el disolvente no absorba en grado -

apreciable en la longitud de onda que opera el fotómetro, sera muy 

fácil efectuar programaciones de fase móvil, actualmente este es -

el detector más sensible en HPLC1 en condiciones óptimas se pueden 

obtener sensibilidades de hasta 0.005 unidades de absorbancia, y si 

el compuesto absorbe intensamente en el ultravioleta, es posible 

detectar cantidades de muestra del orden 2 nanogramos, coll'O es el -

caso de la mayoría de compuestos biológicos, así como en las drogas. 

La mayor parte de los diseños comerciales operan a una longitud de 

onda de 254 o 280 nm, utilizando como fuente de luz ultravioleta -
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una lámpara de mercurio de baja presión. 

- Detector de Índice de Refracción. Mide la diferencia entre los -

Índices de refracción del disolvente puro y de la solución de la 

muestra que sale de la columna; detectándose de esta manera cual

quier cambio en la composición de la fase móvil. La respuesta de 

este detector es universal y su sensibilidad es moderada, por lo 

general del orden de microgramos o partes por millón. 

Debido a la respuesta universal, es muy difícil efectuar progr~ 

ciones de la fase móvil con este detector, que además es sensible 

a las variaciones de flujo y temperatura. Por ejemplo para poder 

observar diferencias en el !ndice de refracción del orden de 

1 x 10 unidades se requiere un control de la temperatura de + 

O.OOOl°C. 

Hay dos modelos diferentes de este tipo de detector: Uno de ellos 

llamado refractómetro de desviación, basada en el desplazamient~ -

óptico de un rayo de luz, que es proporcional a la diferencia del 

índice de refracción de dos líquidos. El otro refractómetro se -

basa en el principio de Fresnel, según el cual en la interfase en

tre la prisma de vidrio y algÚn líquido, la cantidad de luz trans

mitida y reflejada es proporcional a el ángulo de incidencia de la 

luz y al índice de refracción del líquido. 

LOs dos refractómetros miden cambios en el índice de refracción de 

hasta 10 unidades, el refractómetro de desviación es menos sensible 
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a los cambios de temperatura y es más compatible con la programa

ción de la fase móvil, tiene un intervalo lineal menor, es muy -

sensible a las vibraciones o movimientos del instrumento, sus ce.'.!:_ 

das son tan pequeñas como las del refractómetro de Fresnel, pero 

este se considera más sensible y menos adecuado para programaciones 

de fase móvil, es más sensible a los cambios de temperatura y, es 

necesario además intercambiar prismas para abarcar por completo -

el intervalo de índices ·ae refracción. 

Las detectores de índice de refracción son de respuesta universal, 

requieren compensación por el aisolvente, que es moderadamente -

sensible, no destruye la muestra, su estabilidad es buena, la se

ñal que genera puede ser positiva o negativa, s.egún el !ndice de 

refracción de la solución que contiene la muestra sea mayor o me-

nor que el índice de refracción del disolvente. 

- Detector fluorométrico. Mejora la sensibilidad, ya que su detec

ción es específica, es también un detector muy selectivo, muy po

cos compuestos de interés cl!nico son naturalmente fluorescentes. 

Este sistema de detección fluorométrica, es muy adecuada para an!, 

lizar muestras muy pequeñas, o en casos que se tenga que buscar -

muy bajos niveles de algÚn compuesto cr.ie podr!a ser LSD (el cual 

presenta fluorescencia natural), pueden hacerse fluorescentes 

por derivación con reactivos fluorescentes. 



- Detector de Polarografía. Este detector es muy usado para compu~s 

tos que pueden ser oxidados o reducidos electroquímicamente. La 

sensibilidad de este detector depende de la velocidad de flujo, -

coeficiente de difusión del compuesto, así corno de su valencia -

electroquímica. Para el funcionamiento del detector móvil debe -

tener suficiente conductividad. Se reportan pocas aplicaciones, -

con detecciones en los niveles de picoqraioc>s, 

- Detector de Ionización de Flama. Por medio de un sistema de alam

bres, el disolvente es evaporado, y transferido al compuesto o so

luto a una cámara de combusti6n donde es convertido catal!ticamen

te a metano, el cual es detectado por ionización de flama, La re!. 

puesta del detector es directamente proporcional al contenido de -

carbono, su sensibilidad es comparable a la del detector de Índice 

de refraccion. 

- Detector de captura de Electrones. Es ideal para compuestos qU"e -

contienen grupos que presentan fuerte atracción electrónica; como 

por ejemplo pesticidas policloradoa. 

Se utilizan también entre otros detectores, el de infrarrojo, el -

de conductividad térmica, el de espectrometría de masas y el radi2_ 

qu!mico. 

g). Sistema de Registro. su función ea representar qrifica

mente la señal dada por el detector. Por lo general se utilizan reqistr!_ 

dores potenciométricos de l a 10 MV. Es deseable que se registre la rea-
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gistre la respuesta rápida de la pluma y que la velocidad del papel sea -

variable. 

Ademis de las partes esenciales descritas anteriormente, el -

cromatóqrafo de l!quidos de alta presi6n puede contener los siguientes -

accesorios: 

Un segundo recipiente, útil en los casos que se requiera pro

gramar la fase móvil, con lo cual como ya se ha mencionado, se logran seea 

raciones m&s exactas, y se disminuye el tiempo de análisis; este acceso-

. rio es semejante al programador de temperaturas en el cromat6grafo de ga

ses. Un modular de la fase móvil u otra bomba, además se puede adicionar 

al aparato una &rea termost&tica para controlar la temperatura, útil en -

los casos que por ejemplo la temperatura de la columna necesite no ser 

superior a + 20ºC o en la cromatograf!a l!quido - l!quido en la que se -

requiere un control m&s refinado de la temperatura. En los casos en que 

se trabaja a temperaturas superiores a la temperatura ambiente, se.utili

zan baños de _agua, etilenglicol, etc., o bien hornos de tipo eléctrico. 

El control de la temperatura del detector, depende del detes 

tos usado, ya que muchos no lo requieren, mientras que otros necesitan un 

control sumamente minucioso. Un recolector de fracciones, este puede ser 

aut:omltico o manual, este accesorio es útil en trabajos preparativos. Un 

programador o medidor de la fase móvil. 
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IV. DROGAS DE ABUSO 

l. gué son las Drogas 

Son compuestos naturales o sintéticos, no necesariamente medi 

camentosos, de diversos grupos químicos (7). 

Se dice que una droga es de "abuso" cuando su uso es excesivo, 

ya sea en forma persistente o esporádica, generalmente sin relación con la 

práctica médica habitual por ejemplo, alcaloides del opio, LSD, etc. 

2. Clásificación de las Drogas 

Las drogas generalmente se clasifican coIN:> se señala en la ---

Tabla 4. 

En este trabajo se revisa 3 tipos de drogas: Barbitúricos, -

Anfetaminas y Alcaloides del Opio. Se revisa sus propiedades físicas,' quf. 

micas y toxicológicas; así co~ técnicas de HPLC por medio de las cuales -

pueden determinarse cualitativa y cuantitativamente. Se revisó la biblia 

grafía comprendida entre 1960 a la fecha,'encontrándose información rela-

cionada a estos 3 tipos de drogas a partir de 1973. 

3. Propiedades Físicas y QUÍmicas 

a) Barbitúricos. 

Introducidos en el uso terapeútico en 1903 por Fischer y Von -

Mering. Utilizados adecuadamente son medicamentos muy eficaces y seguros. 
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Estupefaciente• ~ 

Psicotrópicos 

Sustancias 
volátiles 
inhalables 

TABLA 4· 

CLASIFICACION DE LAS DROGAS 

Derivados 
del Opio 

Psicolépticos 

Psicoanalép
ticos 

J Naturales 

1 Sintéticos 

Hipnóticos 

Ansiolíticos 

Neurolépticos 

{
Morfina 
Codeína 

{
Heróína 
Pentazocina 

{ 
Barbitúricos 
Metacualona 

{ 
Meprobramato 
Benzodiazepina 

{ 

Fenotiacinas 
Butiro~e~onal 

Reserp1n1cos 
Tioxantenos 

. . {Anfetaminas Ps1coest1mulantes C f 1 a eina 

Antidepresivos 

Psicodislépticos 

{
Imao 
Tricíclicas 

LSD 
Psilocibina 
Mezcalina 
Tetrahidrocanna-

bino l 
Psilocina 

Se refieren a diversos gases y líquidos orgánicos muy 
volátiles incluyendo colasaromáticas, adelgazadores de 
pinturas (thinners), gasolina, algunos anestésicos y -
nitrito de amilo entre otros. 
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Aunque los barbitúricos causan hábito y puede incluso originar toxicoma-

nía. 

Son ácidos débiles, que atraviezan las membranas biológicas -

en forma no disociada por su solubilidad en los lípidos. 

La combinación de urea y ácido malónico es la malonil urea o 

ácido barbitúrico, del cual se deriva toda la serie de los barbitúricos. 

H o H o 
1 q 1 11 
N - H HO - C , 

' H ,,, 
o = e + e 

' N - H 
,, 'H 

1 HO - C 
H ~o 

N - e H ,,, 
' " o = e e + 2H

2
0 

' ,/ 'H 
N - e 
1 11 
H o 

urea Ac. malónico Ac. barbitúrico 
(2,4,6-Trioxohexahidropiri

midina) 

La mayor parte de los barbitúricos útiles en clínica se ob--

tienen haciendo sustituciones adecuadas en la posición 5 de la molécula. 

LOs barbitúricos usados en terapeútica tradicionalmente se -

clasifican según su duración de acción, a base de experimentos en anima-

les, por lo tanto la literatura farmacológica describe barbitúricos de -

acción ultracorta, corta, intermedia y prolongada. Pero la experiencia 

ha demostrado que esta clasificación es algo equívoca. Está justificado 

pensar que los barbitúricos pueden clasificarse simplemente según sus --

indicaciones terapeúticas, en barbitúricos sedantes, hipnóticos y anes--

tésicos. 
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Las variaciones de absorción, distribución, fijación proteín!_ 

ca, rápidez de desintegración proteínica, desintegración metabéiica, loe~ 

lización tisular, duración de acción y eliminación renal, guardan buena -

correlación con la solubilidad lipídica del derivado no disociado del ác!_ 

do barbitúrico. Los anestésio:>s intravenosos de acción ultrarrápida son 

muy solubles en los l!pidos; los hipnóticos de acción corta intermedia, -

así como los de acción prolongada como el fenobarbital y barbita1 son poco 

solubles en los lípidos. 

b) Anfetaminas. 

La anfetamina es un líquido móvil de ligero olor característ!, 

ex>, sabor acre, fácilmente volátil a temperatura ambiente, ligera::nente s~ 

luble en alcohol, éter, clorofo.rmo y en ácidos diluídos1 la densidad osci 

·la entre 0.930 y 0.935 a 20°c. 

En soluciones acuosas es alcalina, expuesta al aire absorbe -

dióxido de carbono. 

La forma racémica se conoce como anfetamina y el is6mero dex-

txógiro como dextroanfetanúna, este último es un estimulante muy poderoso 

del sistella nervioso central; el isómero lev6giro tiene una acci6n vaso--

presora mayor. 

Anfetamina 
(l-fenil-2-aminopropano) 

so 



c) , Alcaloides del Opio 

El opio es el látex seco de las cápsulas inmaduras de la Papaver 

somniferum Linn, familia de las papaveráceas. 

Contiene unos 25 alcaloides diferentes, que se encuentran en 

combinación con el ácido mecónico, el cual esta presente en aproximadame!!. 

te un 5%.y con H2so4• Otros constituyentes son: pequeñas cantidades de -

mucilago, alntldón, gaucho, y sales de calcio y magnesio. 

Los alcaloides presentes en mayor cantidad en el opio son: --

morfina del 10 al 20\, codeína (metil morfina) del 0.3\ al 4i, narcotina 

del 2 al 8\, tebaína del 0.2 al o.si. 

El opio no tiene rival como analgésico-narcótico, administrá!!. 

dose frecuentemente para calmar la excitación y aliviar el dolor. Su ac-

ción es debida principalmente a la morfina, 

Morfina 

(7, B - didehidro- 4, 5 - epoxy 17 - metil
morfina - 3, 6 - dial) 

En general los alcaloides son aminas cíclicas, bases óptica-

mente activas insolubles en aqua, solubles en ácidos con los que forman 

sales, y en disolventes orgánicos. 
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o~etilamida,del Acido Lisérgico (LSD). Se obtiene a partir -

de los alcaloides del cornezuelo (Claviceps purpurea), hongo que se desa-

~olla sobre el centeno. 

su fórmula condensada es c
16

H
16

o
2
N

3
; es un ácido monobásico, 

su molécula contiene la quinoleína y el indol. Es un produt:to hidrosolu-

ble, sin olor ni sabor. 

El LSD es una droga de potencia considerable, siendo la dósis 

efectiva oral en el hoai>re de l mg/Kg. El mecanismo de acción de la dro-

ga no es conocido, Upshall y Wailling (8), han encontrado que la caneen-

tración de LSD en plasma alcanza un valor mbimo, l hora después de su --

administración. 

La vida media del LSD en el hombre es de cerca de l 75 minutos. 

El LSD es rápidamente absorbido desde el tracto gastrointestinal, y la vía 

de excresión principal es la urinaria. 

N 
1 

CH3 

LSD 

(Dietilamida del Acido Lisérgico) 
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4 , Propiedades Farmacológicas 

a) • Barbitúricos 

La acción primaria de los barbitúricos es sobre el sistema -

nervioso central. Las consecuencias de esta acción se manifiestan como: 

Hipnósis y anestesia, efectos anticonvulsivos y efectos diversos. 

Pueden producir un estado de depresión del sistema nervioso 

central parecido al suefio normal, por lo que se les denominan productos 

hipnóticos, en dosis menores producen un estado de somnolencia¡ utiliza

dos en esta forma se denominan sedantes. Utilizados en grandes dósis -

pueden producir anestesia, intoxicación y muerte. 

En los tiobarbitúricos se ha sustituído el oxígeno ureíco por 

azufre en la posición 2. Los barbitúricos clínicamente útiles, poseen un 

radical.alquilo y un sustituyente de alto peso molecular en el carbón s. 

Si se tiene grupos alquilo en los dos átomos de nitrógeno, se obtienen c~m 

puestos convulsivantes, pero cuando tienen un solo alquilo en uno de los 

nitr~genos, con frecuencia aparece una mayor potencia y corta duración de 

la acción. Los tiobarbitúricos son de acción corta, localizándose rápid!_ 

mente en el tejido adiposo. 

Los barbitúricos son absorbidos rápidamente por estómago, in

testino, recto, tejido subcutáneo o músculo. Ya que son productos ácidos, 

se empiean sus sales sádicas, cuando se administran como soluciones inyes 

tables. 
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La excresi6n de los barbitúricos en el organismo depende de -

su estructura química, por ejemplo el barbital se elimina principalmente 

¡x>r la orina. 

Com::> ya se ha mencionado anteriormente, los barbitúricos gen~ 

ralmente se distribuyen en todos los tejidos y líquidos orgánicos. A --

grandes dósis aparecen en la leche materna, huellas en heces, sudor, atr~ 

viezan con facilidad la barrera placentaria, encontrándose en los tejidos 

fetales, en proteínas plasmática, c'erebro, hígado, riñón, y lÍquido cefa

lorraquídeo. 

b). Anfetaminas 

Para establecer la relación entre la estructura química y a~ 

ciones farmacológicas de la anfetamina se han estudiado las diferencias -

que existen con otros estimulantes simpatomiméticos así coro con deriva-

dos de la misma anfetamina. Se ha observado que la Beta- fenil isopropi!a 

mina racémica (anfetamina) esta íntimamente ligada a su estructura quími

ca especialmente con la efedrina, la properdina, la metil anfetamina y la 

paredina. 

La estructura de la anfetamina tiene resistencia contra la -

destrucción enzimática en el organismo, por esto es eficaz administrada -

¡x>r vía oral, sus efectos son prolongados y tiene la notable propiedad de 

estimular el sistema nervioso central. 
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La Beta-fenilisopropilamina existe en tres formas, por la 

presencia de un átomo asimétrico en su molécula. La forma dextrógira que 

es aproximadamente dos veces más potente que la racémica. Lo cual se de

duce de pruebas clínicas, practicadas en individuos normales y en pacien

tes (:c>n narcolepsia, enfermedad de Parkinson postencefálica e hipotensión 

postural. 

La forma levógira es la menos potente de las tres, esto es de 

gran importancia porque los compuestos levógiros generalmente poseen mucha 

mayor actividad farmacológica que los dextroisómeros y racémicos. 

La anfetamina tiene la propiedad de estimular los órganos ef!:_c 

tores inervados por los nervios adrenérgicos, por lo que se observa eleva

ción de la presión sangu!nea, constricción de los vasos periféricos, esti

mulación del miocardio, relajamiento de los músculos bronquiales e intest! 

nales, dilatáci6n de la pupila, además de·estimular el eje crebroespinal. 

e). Alcaloides del Opio 

los dos grupos hidroxilo en la molécula de IN)rfina, un fenóli

co y otro alcohólico, tienen mucha importancia ya que algunos derivados de 

la morfina se obtienen por simples modificaciones de uno o de ambos. 

Por ejemplo, la codeína es la metil morfina, con sustitución -

en el hidroxilo fenólico. La heroína es la diacetil morfina. 

La acción de la morfina es en el sistema nervioso central, en 

donde datos recientes indican la existencia de un receptor específico. 
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Dietilamida del Acido Lisérgico, LSO, No se conoce depende~ 

cía física para este producto. Sin embargo rápidamente se desarrolla to 

lerancia, que también se pierde con rápidez después de interrumpir la ad 

ministración del LSD. 

La dósis inicial usual de 200 a 400 µg suele elevarse hasta 

varios miles de microgramJs, después de unos pocos días de empleo C'Ontí

nuo. 

Su acción es sobre el sistema nervioso central. 

Al9UJlOS investigadores opinan que el LSD puede ser útil como 

agente psicoterápico, si se administra en condiciones estrictamente con

troladas. 

El LSD suele tomarse oralmente, sin embargo, a veces se in-

yecta, solo o en combinación con otros medicamentos. También se absorbe 

por los pulDDnes cuando se fuma marihuana mojada en solución de LSD. 

5. Acción Toxico lógica 

a) • Barbitúricos 

PrOducen dependencia física intensa, el individuo puede par!.. 

cer normal con las dosis usuales. Hay un margen muy estrecho ~ntre las 

dosis necesaria para evitar síntomas de supresión y la dosis t6xica, por 

lo que este margen fácilmente se sobrepasa, y la persona parece borracha, 

con somnolencia, ataxia, palabra furfullante y nistagmo con la mirada --
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lateral, dimensiones y reacciones pupilares normales. 

La causa de la muerte en la intoxicación barbitúrica aguda -

es indudablemente el paro respiratorio a consecuencia de depresión del -

centro de la respiración. Si la dosis ingerida no es mortal, o la absor 

ción por el tubo digestivo se retrasa, el individuo puede sobrevivir ho

ras o días. En estas condiciones muchas veces esta en coma, respira len 

tamente, y su piel y mucosas están cianóticas; diversos reflejos están -

disminuídos o ausentes. La temperatura cor¡:oral está baja, la presión -

arterial puede estar disminuída. 

Aunque la depresión respiratoria es la causa primaria de muer 

te, existen otros factores que pueden contribuir, si es que no sucumbe -

en las primeras horas. Estos factores son trastornos de la circulación, 

neumonía hipostática y quizá otros mecanisll'Os desconocidos pueden causar 

la muerte incluso asegurando un aporte adecuado de oxígeno. 

Durante años se había dicho, que el hábito crónico de tomar -

barbitúricos era problema sin importancia si se comparaba con el uso cró

nico de los narcóticos. Ahora se acepta que la administración crónica de 

dosis elevadas de barbitúricos origina síntomas graves de supresión. Las 

manifestaciones de supresión incluye ansiedad, temblores, a veces fenóme

nos convulsivos y deseo vehemente de la droga, en este caso el barbitúri

co. 

b) • Anfetamina 

En estudio sobre los efectos psíquicos de las anfetaminas, las 
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respuestas dependen de la dosis, estado mental y la personalidad del pa

ciente. Así, con la administración oral de 10 a 30 mg. de la misma, los 

resultados observados son: insomnio, vivacidad, aumento de iniciativa, -

aumento de la confianza, euforia, jÚbilo, aumento de la actividad motora 

y del lenguaje, del poder de concentración, de la elevación del ánimo y 

disminución de la fatiga. Fortalecen al individuo para un mayor período 

de esfuerzo mental, pero no aumenta la eficacia. 

Todos los efectos anteriores no son siempre los mismo, porque 

la acción benéfica o plancetera puede intervenir en las dosis excesivas -

o la medicación repetida. Muchos pacientes experimentan cefalea, palpi-

tación, mareo, trastornos vasom:itores, agitación, confusión, disforia, -

aprensión, delirio, depresión o fatiga. La dosis elevadas casi siempre 

van seguidas de fatiga y depresión mental por lo que existe grave peli-

bro con el uso indiscriminado del medicamento. 

Las anfetaminas suelen emplearse en forma inadecuada por est!:!_ 

diantes, amas de casa, conductores de camiones y personal que trabaja en 

las noches y toma este producto por largo tiempo. Las recetas de anfeta

minas proporcionadas en forma liberal por médicos para tratamientos diet! 

tices han contribuído mucho al abuso de estos productos. 

El uso prolongado de anfetaminas se acompaña de efectos inde

seables y potencialmente peligrosos. Las dosis elevadas de anfetaminas -

disminuyen la agudeza mental y perturban la ejecución de actos complejos, 

incluso en ausencia de fatiga. La conducta puede resultar irracional, un 

fenómeno peéuliar en los que toman anfetaminas en exceso es la situación 
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que se describe como de "atrasado", el consumidor puede tener una conduc

ta repetitiva. 

La administración de anfetaminas en grandes dósis puede cau

sar lesión cerebral. 

Algunos toxicómanos una vez desarrollada la tolerancia pueden 

inyectarse varios centenares de miligramos de anfetaminas en pocas horas. 

Se ha señalado una dosis total de más de 10 g de anfetaminas en 24 horas. 

c). Alcaloide del Opio 

Produce dependencia física intensa, tolerancia, analgesia, -

eventualmente con depresión del sensorio, el individuo puede estar alerta 

y parecer normal, con dosis muy fuertes presentan depresión respiratoria. 

Cuando se administra la rrorfina a una persona normal en cant.!_ 

dadas de 10 a 15 mg por vía subcutánea, puede que produzcan somnolencia. y 

euforia, o ansiedad y náusea. El individuo puede dormirse, su respiración 

se vuelve lenta y sus pupilas se contraen. 

La morfina se absorbe fácilmente después de inyección subcu-

tánea o intramuscular, se calcula que aproximadamente el 60% de la morfina 

inyectada, es absorbida durante los primeros treinta minutos. La absorción 

por el tubo digestivo es lenta; por lo que el medicamento no se administra 

por esta vía. Alrededor del 90% de una dosis administrada, puede recupe-

rarse en la orina en forma conjugada. 
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La codeína o metilnorfina, es un analgésico y antitusivo muy 

importante • 

. En dosis terapeúticas tiene acción sedante y analgésica menor 

que la m:>rfina, y produce tolerancia más lentamente y causa mucho menos -

adicción. También tiene menor efecto sobre las vías gastrointestinales y· 

urinarias y sobre la pupila, y provoca menos náuseas y estreñimiento que 

la morfina. 

La heroína o diacetilmorfina es una droga sintética, de acción 

muy euforizante y analgésica. 

Heroína o Diacetilmorf ina 
7,8 - didehidro- 4,5 a- epoxy - 17 - metil morfina - 3,6adiolaceta
to (éster), 

Los síntomas de abstinencia son iguales para morfina y heroí-

na, y aparecen unas ocho horas después de la última dosis, y alcanzan el 
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máximo entre las 36 y 72 horas. Hay lagrimeo, rinorrea, bostezo y sudor 

al cabo de 8 a 12 horas. Poco después, aproximadamente a las 13 horas, 

puede producir un sueño inquieto. Aproximadamente a las 20 horas hay -

carne de gallina, pupilas dilatadas, agitación y pueden aparecer temblo

res, en los días segundo y tercero, cuando el trastorno está en su máxi

mo, los signos y síntomas incluyen debilidad, insomnios, escalofr{os, -

calambres intestinales, náuseas, vómitos, diarreas, bostezos violentos, 

dolores musculares en las piernas, dolor intenso en la espalda, aumento 

de la presión arterial y frecuencia cardíaca, sudación tensa y crisis de 

piel de gallina. La pérdida de líquidos durante le periodo de supresión 

a veces ha originado colapso cardiovascular y muerte. Durante el curso 

de la supresión a veces ha originado colapso cardiovascular y muerte. 

ourante el curso de la supresión la administración de un opioáceo en do-

sis adecuadas suprime los síntomas en forma espectacular y restablece un 

estado de aparente normalidad. La duración del síndrome es de unos 7 a -

10 días. 

Dietilamida del Acido Lisérgico, LSD. Los efectos fisiológi

cos son pocos1 incluyen midriásis, hiperreflexia, incoordinación muscular. 

Hay trastornos imprevisibles del ego, que se manifiestan por extrema lab.!_ 

lidad de los efectos y disrupción caótica del pensamiento, peligro de CO!!, 

ducta perturbada sin control, pupilas dilatadas que reaccionan a la luz. 

se han observado crisis de gran mal después de i.ngerir LSD. 
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V. ANALISIS DE DROGAS DE ABUSO POR CROMATOGRAFIA 

LIQUIDA DE ALTA PRESION 

l. Barbitúricos 

Tjaden V.R. y sus colaboradores (9) han descrito un método -

para analizar barbitúricos en muestras de sangre y saliva. La preparaci6n 

de las muestras se hace conforme al siguiente esquema: 
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Esquema de la extracción de barbitúricos de suero y saliva -

con n-hexano-dietileter-n-propanol (49:49:2). 

l ml de suero o saliva centrifugada 
2 ml de buffer de acetato 0.01 M de pH 5.5 

conteniendo estandar interno 

l. Agregar 10 ml HEP .,. _________ ..., 

2. Mezclar 2 x 5 segundos (con agitación) 
3. Centrifugar 5 min (a 2500 rpm) 
4. Decante y separe la fase HEP 

1-------------9t Fase acuosa 

Fase HEP 

l. Agregar 5 ml de solucicSn acuosa de Na
3

PO 
4

, 0.01 M 
2. Mezclar 2 x 5 segundos (con agitaciónJ 
3. Centrifugar 5 min (a 250 rpm) 
4. Decantar y separar la fase HEP 

Fase acuosa 

l. Agregar 5 ml de HCl04 soluci6n acuosa 0.02 M 
2. Agregar 10 ml de HEP 
3. Mezclar 2 x 5 seg (con agitador) 
4. Centrifugar 5 min (a 2500 rpm) 
5. Decantar y separar la fase HEP 

i------------------. Fase acuosa 

FAse HEP 

evaporar a (40°, en corriente de Nitr6geno) 

disolver en 500 µl de eluyente 
---. alícuota de 104 µl analizado por HPLC 
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Experimento 

Se utilizó un Cromatógrafo de Líquidos de Alta Presión, equi

pado con un detector U.V. (Oupont), una valV'..ila demuestra de alta presión, 

un registrador potenciómetrico lineal y un integrador electrónico (Spectra 

Phisica, Autolab Sistema I) • 

La columna es de acero inoxidable tubo 316 con un D.I. de --

2.8 nun y 6.35 mm O.E. y una longitud de 10 cm. 

Para prevenir contaminación de la columna de separación se ins 

taló una precolumna (500 x 9 mm) • 

LOs reactivos utilizados son: agua bidestilada y disolventes 

orgánicos de grado analítico (Merck oarmstadt G.F.R). 

i.a metil silica (Lichrosorb 5160, Merck) se trató con dimetil 

diclorosilano, la precolumna se empacó con silica silanizado 63 - 2000 ~m. 

La columna se empacó con o.a g de metil silica previamente 

agregado a 5 ml, de mezcla de tetrabromoetano y clorofonoo, el 2, 2, 4 - tri 

metilpentano fue entonces bombeado adentro del tubo con un alto flujo a --

1000 bar, después eluir con 100 ml, de acetona y 100 ml de etanol para dis 

persar el líquido con 100 ml de eluyente. 

Fase móvil: mezcla de agua y metanol. 

Fase sólida: metil - silice de tamaño de partícula pequeña. 
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Detección UV a 205 run. 

Se inyectaron muestras con jeringas de una capacidad de 13.6 

µl. para las mediciones de la altura del plato teórico y de 104 µl. para 

determinaciones cuantitativas en suero y saliva. 

La capacidad de selectividad de los barbitúricos cromatográ

fiados, se midió en función de el porciento de metanol presente en la -

mezcla, con agua, que se usó como fase móvil. 

El comportamiento de retención de barbitúricos depende del pHi 

por lo tanto sería mejor utilizar una solución buffer para obtener mejor 

resultado. En este caso, en lugar del buffer, se utilizó solamente agua 

destilada. 

Esta investigación demuestra que la metil silica es altamente 

eficiente, pueden prepararse columnas de diámetro pequeño apropiado para 

analizar huellas o indicios de barbitúricos. La capacidad de la metil -

silica se ilustra en la Figura 3) • 

Ensayos anteriores demuestran que los barbitúricos, que son 

altamente lipofílicos, pueden ser extraídos cuantitativamente de solucio 

nes ácidas, utilizando disolventes no polares tales como el hexano. 

Para barbitúricos menos lipofílicos y sus metabolitos deberán 

usarse disolventes más polares como el dietil éter y el cloroformo, o mez 

clas de disolventes polar no polar. 
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Fiqura 3. Separación de una mezcla de 6 barbitúricos sobre -
metil silica: Columna 100 x 2.e mm. Eluyente: -
metanol agua (1:1). Detección uva 205 nm. 1 a ero 
mato de Potasio¡ 2 = Fenobarbital¡ 3 = Barotal¡ 4 ; 
Butobarbital¡ 5 = Hexobarbital¡ 6 a Vinylbital¡ 7 m 

secobarbital. 

Por esta razón se decidió usar el HEP como el disolvente de 

extracción tanto de barbituratos muy lipof!licos y poco lipof!licos. 

La precisión de la dete~minación cuantitativa de barbitura--

tos por HPLC se investig6 inyectando un volumen constante de soluciones 

de barbituratos de diferentes ooncentracionea (desde 1 - 2 µg/ml). 

La Fiqura 4 muestra la proporcionalidad del Srea de cada se-

ñal con respecto a la cantidad inyectada de hexobarbital medida en el iE, 

tervalo de 20 a 5000 ng, Las l!neas incompletas muestran los l!mites de 

confianza para.:!:. 3 veces la desviación est!ndar (99.7\ de confiabilidad)' 
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La desviación estándar relativa es O.Ji para 50 g/ml, J\ para 5 g/ml, 

y 15% para O.OS g/ml. La sensibilidad de todo el sistema definida corno 

la pendiente de la curva del área del pico contra la cantidad inyectada 

del compuesto (hexobarbital), expresada en unidades de integración (U.I.), 

en 5.18 v/seg/ng, calculados por regresión lineal. La linearidad de la 

calibración de la gráfica es caracterizada por el coeficiente de correl~ 

ción, .que fue determinado ser 0.99984 indicando la muy alta linearidad. 

Figura 4. 

QTfQ 

""'º C¡N•s 

uf· 

10" 

_, 
10 

Linearidad y precisión. Las líneas discontinuas 5-
muestran 3X la desviación estándar. Y = 5.18 • 15 • 
x 6.20 • lo.3, donde X = cantidad inyectada (µg), -
Y = área del pico. 

La desviación estándar de la línea base, medida durante el -

mismo período de tiempo como el pico integral, fue 385 µv • seg, corres--

pendiente a casi 0.8 ng. de hexobarbital. El límite de detección de 

hexobarbital para una señal notable conocida de 3 es cercana a 2.4 ng. -

El rendimiento y reproducibilidad del procedimiento de extracción fueron 
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probados por extracción de cantidades conocidas de ba.r'bituratos de difen 

te lipofilicidad agregar agua destilada, Y un blanfO dé suero. La recup~ 

ración de el hexobarbital altamente lipofílico y seco.barbital para ambos 

agua y suero rangos de 90 a 95%. Para el fenobarbital menos lipofílico, 

una recuperación más pequeña (agua 70% y suero 50\) se encontró, 

La reproducibilidad en todas las extracciones fue de cerca a 

3\ en 10 g/ml y 10\ en l µg/ml, indicando que la precisión de la deter-

minación total es principalmente determinada por la extracción, Figura 5 

muestra la separación de 6 barbitúricos ampliamente usados (300 ng, de -

cada uno), agregar a el blanco de suero y extraerlo como se describió --

anteriormente. 

Para:. eliminar posibles errores durante la extracción, 

uno de estos barbitúricos pueden ser seleccionados CCJmO un estándar in--

terno para la determinación de los otros. 

Transcurso del tiempo de hexobarbital en sangre y saliva de!_ 

pués de la administración oral. 

Las Figuras 6 y 7, muestran los cromatoqra.mas de los extra.s_ 

tos de muestras de suero y saliva, respectivamente, óel mismo sujeto se 

muestran en Figura B y concuerda también con los resultados obtenidos -

por otros trabajos en experimentos similares (10) usando cromatografía 

de gas. De figuras 6 y 7 puede verse que la determinación de metabolitos, 

los cuales son esperados en el cromatograma anteri~r de los barbitúricos, 

es impedido por interferencia de compuestos presentes en el extracto. 
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Figura S. Análisis de seis barbitúricos extraídos de suero. 
Inyección: 104 µ1 de 500 µl de una solución obte 
nida de 1 ml de suero, a el cual fue agregado -
1.5 µg, de cada componente. Condiciones como en 
la Figura 7. l = Fenobarbital; 2 = ciclobarbital; 
3 = Hexobarbital; 4 = Heptabarbital; 5 = Amobar
bital; 6 = Secobarbital. 

Para examinar el método con muestras naturales, sangre y sa-

liva de hombre fueron examinadas después de la administración oral de --

400 mg, de hexobarbital en cápsulas de gelatina sólida. Muestras de san 

gre y saliva fueron tomados aumentando los intervalos de tiempo. 

De 1 ml, de suero o saliva centrifugada (5 min, a 2500 rpm), 

3.5 µg de amobarbital agregado como estándar interr.c y la muestra fue e~ 

tonces tratada como se describió anteriormente. El extracto fue analiza 

do por HPLC. 
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Figura 6. cromatograma de un extracto de suero de hombre 
después de la administraci6n oral de 400 mg de 
hexobarbital en cápsulas de gelatina sólida. 
Muestras tomadas 6 horas después de la adminis
tración. condiciones: Columna, 100 x 2.8 mm¡ 
empaque, metil silica¡ eluyente, metanol- agua 
(2;3) pico correspondiente a hexobarbital 160 ng; 
AmObarbital a 700 ng. 
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Figura 7. Cromatograma de un extracto de saliva de hombre des 
pués de la administraci6n oral de 400 mg de hexobar 
bital en cápsulas de gelatina sólida. Muestras tJi>-: 
madas 2.5 horas después de la administraci6n. Col~ 
na 100 x 2,8 111111 empaque metil silica1 eluyente me
tanol-agua (2:3) 1 detecci6n U.V. a 205 nm. El pico 
de hexobarbital correspondiente a 140 ng1 amobarbital 
pico correspondiente a 700 ng. 

C(lJQ/ml) 

T 
2 

O 2 3 4 __.,. !lempo (h) 

Figura B. Curvas de concentraci6n de hexobarbital en suero y 
saliva de un sujeto después de la administraci6n -
oral de 400 mg de hexobarbital en c&psulas de gel!, 
tina sólida. 
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Dixon P. F. y Stoll M. s. (ll) describen un método para la -

determinación de barbitúricos por HPLC. Emplean la técnica de cromato-

graf!a de adsorción en fase inversa, 

Experimento 

El proceso de extracción de barbitúricos consta de las si--

. guientes etapas, similar al de CG. 

l. Extraer 1 ml. de suero con 2 ml. de cloroformo con ligera y 

suave rotación por 5 min. 

2. Extraer 1 ml de la mezcla de estándar acuoso y procesarl~ par~ 

lelamente para identificación y cuantificación. 

3. Centrifugar y quitar l ml. de la capa inferior. 

4. Evaporar, redisolver en O.l ml. de metanol acuoso al 60\, 

S. Inyectar 10 µ1. dentro de la columna con c18 Porasil, meta~l 

acuoso al 60\ a una presión de 900 psi. con detección a 200 run. 

los resultados se muestran en la Figura 91 muestra un ejemplo -

de los resultados alcanzados. Dos diferentes blancos de suero 

fueron extraídos y cromatografiados seguidos por los mismos su~ 

ros adicionados c~n cantidades de 1 mg/100 ml. de fenobarbitona 

y butobarbitona. 

Se utilizÓ un cromatógrafo Waters Associates con bomba de pr~ 

sión m&xima de 1000 psi, columna de acero inoxidable empacada con s!lica, 

el detector fue un espectrofotómetro, ajustado con un flujo de 8 µl y una 

celda de l cm. de espesor. 
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Longitud de onda fue continuamente variable de 200 a 450 run. 

Se ut~liz6 un registrador Perkin-Elmer. Como disolvente se usó metanol 

acuoso, 

(o) ( b) 

Figura 9, Cromatograma de dos sueros blancos con y sin feno
barbitona, l mg/ 100 ml (a) y butobarbitona, 
l mg/100 ml. (b) , 

LOs resultados de las primeras separaciones de barbitúricos -

por este método se presentan en la Tabla S. 
j 
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TABLA 5 

SEPARACION DE ALGUNOS BARBITURICOS POR LOS SISTEMAS DE FASE 

INVERSA: EN SILICA DE ADSORCION Y SILICA ENLAZADA - c18 

Corasil l c~@a corasil c1 Porasil c
1 

Porasil 
benceno/ m nol/agua me~anol/agua me~anol/agua 
cloroforJOO 

50:50 60:40 60:40 50:50 

k' k' k' k' 

Barbitona 4.47 1.30 2.13 2.39 

Phenobarbi tona 3.67 1.45 2.57 3.48 

Butobarbitona 3.13 1.70 3.04 S.17 

~lobarbitona 3.00 2.20 3.78 8.17 

Pentobarbitona 3.00 2.20 3.78 8.17 

~inalbarbitona 2.33 2.67 4.30 10.70 • 

Aunque las separaciones son buenas para cinco de las drogas -

ellas serían m&s completas sí el tamaño de partícula de empaque fuera de 

10 iim como se observa en los cromatoqramas siguientes Fiqura 10. 
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Aunque las separaciones son buenas para cinco de las drogas -

ellas serían más completas sí el tamaño de partícula de empaque fuc,::a de 

10 µm come se observa en los cromatogramas siguientes, Figura 10. 

e 

B 

20 10 10 

Time (min) 

Figura 10. Separación de barbitúricos en un sistema de partición 
fase inversa, muestra el efecto del tamaño de partícu 
la. A: barbitona; B: phenobarbitona; C; butobarbito 
na: O: arnylobarbitona; E: quinalbarbitona. -

El marcado incremento del volumen de retención cuando la pol~ 

ridad del disolvente es ligeramente disminuída puede observarse en la mi~ 

ma tabla. LOs isómeros amilobarbitona y pentobabitona no logran separar-

se por ninguno de los sistemas de fase inversa. 
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Se ha encontrado que los barbitúricos tienen una absorbancia 

!T.áxima en rnetanol acuoso cerca de 216 nm, y la detección a esta longitud -

de onda de buena sensibilidad, la cual es todavía mayor a medida que se --

trabaja a menor longitud de onda como lo indican los resultados en la Fig~ 

ra 11. 

06 

05 
Fenobarbitona 

01 

200 204 206 212 216 220 224 226 

Longitud de ondo (min) 

Figura ll. El efecto de detección de la longitud de onda -
sobre la sensibilidad para cantidades inyecta-
das de fenobarbitona, barbitona, y quinalbarbi
tona. 

La linearidad y reproducibilidad de este método se comprobó 

haciendo las determinaciones por triplicado y utilizando cantidades entre 

10 ng a 4 µg; siendo lineal la respuesta hasta cerca de 2 µg, ya que por 

arriba de esta cantidad se obtiene una respuesta constante sobre todo pa-

ra los compuestos altamente absorbentes. 
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La sensibilidad fue buena para cantidades del orden de 5 ng, 

de droga inyectada. 

Una característica de la Cromatografía Líquida de Alta Pre--

sión es la facilidad y reproducibilidad con que se efectúan las inyeccio-

nes, por lo cual no se considera ne~esario usar estándares internos para 

compensar la variabilidad de la inyección. Por ejemplo cuando se hicieron 

tres extracciones del mismo suero del paciente que contenían pentobarbit.!?_ 

na, las alturas de los picos tuvieron mínima diferencia como lo muestra -

la Figura 12. 

Figura 12. Cromatogramas de tres extractos de el mismo suero 
conteniendo pentobarbitona, muestra la reproduci
bilidad del método. 

La recuper~ción de los cinco barbitúricos se muestra en la -

Tabla 6. 
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TABLl\ 6 

RECUPERACION DE BARBITURICOS DEL SUERO 

Droga \ recuperación 

Barbitona 68 

Fenobarbitona Bl 

Butobarbitona 86 

.l\milobarbi tona ca. 100 

Quinalbarbitona 90 

Lurie I. (12), adaptó la cromatografía de fase inversa de Pª! 

tición par iónico a una colwnna con µsondapak 18c, usando varios alquil

sulfonatos como iones contrarios, para la determinación de una gran varie

dad de drogas de abuso por HPLC, en este caso nos referiremos a la separa

ción de barbitúricos. 

Método 

Cromatógrafo de l!quidos de alta presión (Waters Associate, -

Inc., Milford, MA), con bomba modelo 6000 A, detector U.V. a 254 nm, mode

lo 440, e inyector modelo UGK, sistema integrador IVB, registrador de 10 -

mv. 

Columna de acero inoxidable de 4 11111 de d.i. x 30 cm de longi

tud, empacada con µ Bondapak lff. 
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Fase móvil: disolver l.l g de la sal de sodio del ácido l -

hepatano sulfonato en l l. de metanol +'ácido acético glacial + agua 

(40 + l + 59). La molaridad final deberá ser 0.005 M a un pH de 3.5. 

Velocidad de flujo: 2 ml/min. 

Inyección: de 0.25 - 0.20 µl. 

Procedimiento 

Disolver las drogas en metanol y diluirlas a una concentra-

ción aproximada de 0.5 mg/ml. Cuando sea necesario filtrar las soluciones 

a través de filtros de poro de 0.45 lJJD. Inyectar de 10 a 20 µl seguidas -

de la inyección de la solución esta.ndar de concentración similar. cuanti

ficar el ingrediente activo de la droga presente en la muestra por compara 

ción de la altura prC111edio de los picos o las &reas promedio de los picos 

de la droga problema ante el estindar, basada en inyecciones dobles de la 

muestra problema y del estándar. 

Los volúmenes de retención relativo de los barbitGricos est! 

diados se dan en la Tabla 7. 
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TABLA 7 

VOLUMEN DE RETENCION (R ) DE BARBITURICOS 
r 

RELACIONADOS J\L SECOBARBITAL 

Compuesto R r 

Fenobarbi tal 0.37 

Butabarbital 0.47 

Amobarbi tal 0.78 

Pentobarbi tal 0.78 

Secobarbital 1.00 (22.2 rnl) 

El cromatograma representativo de esta determinación se mues 

tran en la Figura 13. 3,4 

2 

5 

o 4 e 12 16 

MIN 

Figura 13. Cromatograma de una mezcla de barbitúrieos estánda
res: 1, fenobarbital; 2, butabarbital; 3, amobarbi
tal; 4, pentobarbital¡ 5, secobarbital. 
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La linearidad del método se determinó utilizando clorhidrato 

de metanfetamina y fenobarbital., utilizando inyecciones de 10 ¡il. 

Para fenoharbital, representante de drogas ácidas, fue lineal 

para cantidades hasta de 100 µg por inyección. Este método es aplicable -

para el análisis simultáneo de mezclas de drogas ácidas y básicas, a dife

rencia de otros métodos (13} que son específicos para drogas ácidas o ba-

sicas. 

La técnica descrita es capaz de separar adecuadamente mezclas 

complejas de dz:ogas, CO!!\Unmente encontradas en forma de tabletas. 

A su vez, permite el análisis directo de las sales básicas y 

de las sales de los ácidos débiles, porque al pH trabajado existen los ác.!:_ 

des libres. Ciertas combinaciones de d?;ogas ácidas y bisicas, tales cano 

mezclas de barhitúrioos y anfetaminas, podrían ser analizadas simultánea-

mente por este procedi.m.iento, usando tllla única inyección. General.mente, -

para. drogas básicas, ano no podría usar supresión iónica en HPLC en fase -

.i1'1versa pcm¡ue xesultan picos excesivamente anchos (14,15). 

Los eluatos pueden ser colectados y analizados por espectro-

metría de masas, o por cualquier otra técnica instr1mental para una identi 

fic:ación c:onfllmativa. 
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2. Anfetaminas 

Trinler W. A. y sus colaboradores (16) han desarrollado un mé 

todo para el análisis por HPLC en fase inversa, de algunas drogas de abuso 

comunes como anfetamina, efedrina, fenciclidina, y de los excipientes com~ 

nea como la cafeína. Entre las enfermedades analizadas están la anfetami

na propiamente dicha, la metanfetamina, la metilendioxi-3,4-anfetarnina 

(MOA) y la 4-metil-2,5-dimetoxianfetamina (STP). 

En este estudio se emplearon los procedimientos de adsorción 

y fase inversa, siendo este segundo procedimiento el que dió mejores resu~ 

tados, ya que las muestras se encuentran comurunente como clorhidratos y en 

la cromatografía de adsorción se requiere disolver estas sales en disolven 

tes no acuosos, lo cual no es siempre fácil. 

Experimento 

El sulfato de dextroanfetamina y el clorhidrato de metanf eta

mina fueron obtenidos de la United states Phannacopeial Convention Inc. El 

clorhidrato de efedrina de Baker grado N,F. El clorhidrato de metilendio

xianfetamina de Terre Haute Police Department. 

La cafe!na de Merck u.s.P., todas las drogas se utilizaron -

como fueron proporcionadas o sea sin nueva purificación. 

Las soluciones de las drogas estándares fueron del orden de --

0. 25 - 1.0 1119/ml, que fueron preparadas en acetonitrilo/aqua (con 0.1, de -

carbonato de amonio) o metanol/cloroformo (con 0,1\ de dietilamina), 
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El carbonato de amonio y la dletilamina se utilizaron para --

convertir los clorhidratos de las drogas en sus correspondientes bases li-

bres antes de inyectarse al cromatógrafo. El acetonitrilo, el cloroformo 

y el.metanol fueron utilizados sin purificar. El dioxano se purificó por 

el método Oglukian (etapas 1, 2, y 3) como lo describen Riddick y Bunger -

(17). La dietilamina fue redestilada antes de usarse, El carbonato de --

amonio utilizado fue de alta pureza. 

Se utilizó un cromatógrafo para líquidos de Water Associa--

tes ALC 202/401. 

Las colwnnas fueron de acero inoxidable, empacadas con Cora--

sil II, Bondapak Fenil/Cor.asil o Bondapack c18/corasil (Water Associates), 

Se utilizó un detector U.V, a 254 nm; y una jeringa de preci

sión de O - 25 µl de capacidad; Sampling Corp. Series C-210. 

Se usó un espectrofotómetro registrador Beclanan DBG, 
/ 

Resultados 

Para el sistema de fase.inversa las columnas Bondapak c18/ 

Corasil y Fenil/Corasil fueron tratadas con diferentes fases móviles. 

Los resultados preliminares indican que la resolución y la S!_ 

paración de todas las drogas estudiadas, fueron superiores en la columna -

empacada con Fenil/Corasil; los experimentos sobre c18/corasil fueron dis

contínuos y solamente se reportan los resultados obtenidos sobre Fenil/Co

rasil. 
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Todas las drogas analizadas en fase inversa se disolvieron en 

una mezcla de acetonitrilo/agua 50/50 v/v con Q,l\ en peso de carbonato de 

amonio. 

Los tiempos de retención fueron medidos como una función de la 

composición de la fase móvil para las mezclas acetonitrilo/agua y como se 

esperaba, los tiempos de retención disminuyeron cuando el contenido de 

acetonitrilo fue incrementado, esto fue anotado para todas las drogas ana-

lizadas. Para la mayor!a de las drogas, la composición 50/50 v/v condujo 

a una mejor separación, como lo muestra la Figura 14. 

Sin embargo, las sales de MDA, la anfetamina y la efedrina --

tienen el mismo valor de t . La MDA puede ser separad~ de la anfetamina y 
r 

efedrina incrementando el contenido de agua a 15/85 de la mezcla acetoni--

trilo/agua, como se observa en la Figura 15. 
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Figura 14. Cromatograma de una muestra de anfetamina (2), ca
fe!na (1), y fenciclidina (4) en 50/50 de CH

3
CH/H

2
0, 

La columna empaquetada con Fenil Bondapak/Corasil, 
La fase móvil fue 50/50 de ca3CN/H O con 0.1\ por -
peso de (NH4)2co3• Velocidad de f~ujo 3 ml/min, La 
inyección fue de 10 µl en una concentración de 1 -
mg/ml para cada componente. 
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Fiqura 15. Cromatograma A, una muestra de efedrina (l) y (2) -
MDAi y a,· una muestra de (l) anfetamina y (2) MDA, en 
50/50 de CH~CH/H2). Empacr~e de la columna Fenil -
Bondapak/Cotasil. Fase móvil ca3cH/H20 l5/S5 con -
O.li por peso de (NHi) 2co3• Velocidaa de flujo --
3 ml/min, La inyecc ón fue de 10 µl a una concen-
tración de 1 mg/ml de cada componente. 
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La anfetamina y efedrina no se pueden resolver con este sis-

tema de fase inversa, pero s! con un sistema de adsorci6n como se descri-

be más adelante. 

Otras fases m6viles ensayadas, por fase inversa, fueron mez-

clas de metanol/agua, dioxano/agua y dioxano/acetonitrilo/agua. Aunque -

cad~ uno d~ estos sistemas fue capaz de separar anfetamina de MOA, la re-

solución no fue mejor que la obtenida con la mezcla acetonitrilo(agua 

15/851 es decir, una resoluci6n de aproximadamente 0.8 - 1.0 (estudiada a 

partir de la resolución de las curvas estándares). Estos resultados se -

resumen en la Tabla B. 

TABLA 8 

TIEMPOS DE RETENCION EN SEGUNDOS POR SISTEMAS DE FASE INVERSA 

Composici6n v/v de Metil- Fencicli 
la faae m6vil y ve- Cafeína Efedrina Anfetamina MOA anf eta dina 
locidad de flujo mina 

SO/SO 
ICHfH\H2o 23 72 73 73 160 210 

3 ml/min 

15/8S 
CH~CH/Ht np 200 210 330 np np 
3 l/mi 

lS/85 
Dioxano/H2o 3S np 135 200 np np 
2 ml/min 

lS/1/84 
pioxano/CH~CN/ np np 120 170 270 ne 
a2o 3 ml/m n 

30/70 
~etanol/H2o 3 ml/min np np 225 350 np np 

1 
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Los resultados para el sistema de adsorción son los siguien-

tes: · 

Todas las drogas analizadas en este sistema, fueron destila--

das en cualesquiera de las siguientes mezclas: cloroformo/metanol 50/50 ó 

90/10 con 0.1% en peso de dietilamina. 

Con mezclas de cloroformo/etanol 99/1, 90/10, y 80/20, con --

O.l\ en peso de dietilamina sobre Corasil II, fueron separadas varias se--

ríes de éstas drogas, pero fue difícil la resolución entre MDA y la anfet~ 

mina. Sin embargo, la efedrina y la anfetamina que no pudieron separarse -

por el sistema de fase inversa, fueron bien resueltas sobre Corasil II, 

como se muestra en la Figura 16 • 

. os 

E Figura 16. Cromatograma de una mues 
e tra de (1) anfetamina y 
0:-
U') (2) efedrina en 90/10 -
C\J 

CHCL3/CH30H. La columna 
<t empaquetada con Clorasil 

DE LA INYECCION 
II, La fase móvil fue -

--PICO 99/l de CHCl30H con 0.1\ 
~ 
u en peso de dietilamina. 
z Velocidad de flujo 2 <t 
(1J ml/min. La muestra iny~c a: o tada fue de 10 µ1 a una ,., 
(1J 

concentración de 1 mg/ml <t 

de cada componente. 
(1) 

(2) 

¡----/\__ 

o 5 
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os resultados correspondientes se muestran en la Tabla 9. 

TABLA 9 

TIEMPOS DE RETENCION EN SEGUNDOS POR EL SISTEMA DE ADSORCION 

Fase movil 
composición v /v cafeína Anfetamina MOA Metil- Efedrina CHCl3/CH30H anfetamina 
y velocidad de flujo 

99/l 38 55 55 70 215 2 ml/min 

90/10 70 80 80 160 1 ml/min np 

80/20 66 80 80 np 130 
np • no probada 

Mezclas de cloroformo/dioxano 90/10 y 95/5 con o.l\ de dieti!a 

mina pudieron separar la MOA de la anfetamina. Sin embargo, debido a la -

poca 10lubilidaa de las sales en estas mezclas, las drogas fueron disuel--

tas en una mezcla cloroformo/metanol. 

En reaUlllen una mezcla de acetonitrilo/agua 50/50 sobre Bonda-

pak Fenil/corasil provee un sistema apropiado para la mayor separaci6n de 

las drogas analizadas. 

La anfetamina, la MOA y la efedrina no se resuelve bajo estas 

condiciones. Una mezcla de acetoni trilo/agua 15/85 logra separar la MOA 

de la anfetamina y efedrina, las dow Gltimas pueden separarse sobre una -

columna de coraail II con una fase m6vil de cloroformo/metanol 99/l. 

- 89 -



/ 

B.B. Wheals (18) observó la importancia que tiene el empaque 

de la columna para l~ eficienci~ en la separación de un determinado com

puesto, en este caso, anfetaminas. Por ejemplo, micropart!culas de sil! 

ce químicamente modificadas con octadecilclorosilano proporcionan difer~n 

tes cargas orgánicas, como puede verse en la Tabla 10, 

Empaque 

A 

B 

e 
D 

TABLA 10 

NIVELES DE CARGA ORGANICA SOBRE SILICE MODIFICADO CON 

OCTADECILCLOROSILANO (ODS) 

Disolvente 

Hexano 

Hexano 

Iaooctano 

Xileno 

Temperatura de 
reacci6n (ºC) 

20 

69 

99 

139. 

Peso pérdido a 600 x 100 

Pesos residual 

12.0 

16,8 

30.7 

32,5 

Las muestras analizadas, fueron las siguientes preparaciones 

fumacéuticas: benzoanfetamina, anfetamina y metilanfetamina. 

En las Figura 17 se muestran 101 cromatogramaa obtenidos en 

la aeparaci6n de (a) benzoanfetamina (b) anfetamina y (e) metilanfetamina, 

sobre atlice y sílice modificado con ODS, con las diferentes cargas org¡

nicaa mstradaa'en la Tabla ll, para 1u comparaci6n y as! poder realizar 

una elecci6n posterior adecuada. 

- 90 



o b 

1 

1 1 

l~ 

4 

a 

b 

2 

a 

e 

3 

a 

b 

lll 
5 

a 

b 

e 

Pigura 17. separaciSn de drogas b&sicas sobre Prtiail S y Par
tisil 5-0DS-modifica con diferentes cargas de ODS. 
Oolumna de 25 an x 4 9 11111 d.i. Sistema disolvente, 
.. tanol•hidrSxido de amonio 2N-nitrato de amonio -
lH (27:2:1)1 velocid d de flujo 1 ml/min1 presi6n ~ 
1000, 1000, 1100, 13 o, 1500 psi, para 1, 2, 3, 4 y 
5 respectivamente1 d teetor W a 254 nm1 escala de 
ti•po marcada en in ervalos de 5 min. a • benzoan
fetamina1 b • anfet ina1 c .. metilanfetamina. 
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Los resultados obtenidos se dan en la Tabla 11. 

Tl\BLA 11 

VARIACION DEL FACTOR DE CAPACIDAD k' COMO UNA 

FUNCION.DE LA CARGA DEL CDS 

Empaque k' 
Benzoanfetarnina Anfetamina Metilanfetamina 

sílice o 0.7 1.6 

A 0.3 l.3 2.8 

B 0.3 l.5 3.7 

e 1.4 l.5 4.1 

D 2.0 1.7 5.1 

Puede observarse que tales compuestos pueden ser separados -

muy eficazmente sobre sílice usando como disolvente metanol acuoso en --

solución amortiguadora. 

Los autores recomiendan que deben evitarse las separaciones -

de éstas droqas básicas, en fase inversa, ya que se obtienen picos exce--

sivamente anchos, sobre el sílice modificado con octadecilclorosilano. 

Estudios sobre sílice modificado con ODS disponible comerci!_l 

mente, también mostró que la eficiencia de la columna fue particularmente 

mala para drogas básicas, disminuyendo por ésto su utilidad. 

caahman y colaboradores (19), estudiaron la HPLC de estosºº!!!. 

puestos sobre DA-X4, que es una resina de fuerte intercambio aniónico, y 
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mostró que bajo condiciones isocráticas fué posible obtener buenas separ~ 

ciones en disolventes tanto ácidos com:> básicos. ,El también estudió la -

separación basada en la adsorción sobre eorasil II (que es una sílice pe

culiar) y concluyó alcanzar separaciones comparables a las obtenidas en -

el sistema de intercambio iónico sí usara una elución en gradiente, De -

nuevo nosotros encontranos que las separaciones sobre sílice usando como 

disolventes soluciones amortiguadas de metanol acuoso fue el más útil. -

Las condiciones cromatográficas usadas para los alcaloides del opio son -

también capaces de separar las feniletilaminas de abuse ~ás comunes y me~ 

clas ilícitas adulteradas, Los crol)latogramas pueden ser usados para aná

lisis cualitativos y cuantitativos y la separación puede ser hecha sin un 

procedimiento preeliminar de extracción si fuera requerido. 

Randall e, c. y sus colaboradores (20) han estudiado por HPLC 

y GLC el comportamiento de algunas 4-nitrobenzamidas d~ anfetaminas y 

arilalquilaminas relacionadas, que son los compuestos derivados de las an 

fetaminas y arilalquilaminas correspondientes, ya que los compuestos der! 

vados tienen una absorción mayor en el UV, con lo que se mejora su detec

ción, pudiéndose detectar en los niveles de ng, siendo así un método útil 

para detectar cantidades trazas en algunas muestras que se manejan en los 

casos terapéuticos y subterapéuticos. 

Las reacciones de derivación son r&pidas, químicamente esta-

bles y se purifican por extracción, 

Estas 4-nitrobenzamidas (4-NBA) fueron separadas por HPLC- en 

fase inversa usando un sistema de solvente isocrático. 
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Experimento 

Las anfetaminas son traneformadaa en sue correspondientes 

4-nitrobenzamidas, de acuerdo al siguiente procedimiento general: 

A una solución de la anfetamina o su sal correspondiente 

(0.017 ml) y trietilamina (0.034 mol) se le añadieron 150 ml de tetrahi--

drofurano gota a gota, esta mezcla puesta a reflujo durante 4 horas. El 

exceso de HCl producido fue hidrolizado por la adici6n de agua, y la fase 

org&nica evaporada. Al residuo se le adicionó 100 ml de clor.oformo y se 

le.extrajo con una solución al 10' de carbonato de potasio (3 x 50 ml), y 

después lavado con 50 ml de agua. 

El cloroformo fue secado con Mgso4 y evaporado. Los produc

to• fueron recriatalizados en solución de banceno-hexano, obteniéndose -

finalmente s6lidoa cristalinos blancos, loa cuales se disolvieron en meia 

no. cantidades de 5 µ1 de esta solución fueron inyectados en el cromat6-

qrafo uaando una jeringa de 25 µ1. 

Se utiliz6 para estas determinacione11 

columna da acero inoxidable de 30 cm de longitud x 6.3 mm de d.i. 

Fas~ estacionaria: Bondapak c18 

Fase m5vil: una mezcla de 65\ de agua bideatilada y 35\ de aceto

nitrilo 

Velocidad de flujo1 1.5 ml/min. 

0etección1 u.v. a 254 run. 

Temperatura de operación: la ambiente. 
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IDs resu1tados muestran que la mezcla de derivación (4-NBA) 

puede ser cromatografiada directamente si la concentración de anfetamina 

es alta. No obstante, para concentraciones bajas de anfetamina, se re--

quirió una concentración por medio de extracciones de la muestra, previ~ 

mente derivada en su correspondiente 4-NBA. 

El cromatograma obtenido es el de la Figura 18. 

2 

3 

4 

5 

o 5 10 n Z025l03'404550 

Minutos 

Pi.gura 18. EluciÓn por HPLC de los derivados arilaquil 4-NBA. 
Pilo (l) bencilamina, (2) feniletilamina, (3) anfe 
t.ami.na (4) metanfetamina, (5) n-propilanfetamina.-

El tiempo de separación fue de 25 min, el cual puede reduci!_ 

se usando un sistema de disolvente proqramado. 
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La aplicación cuantitativa del método f.ue examinada por el -

estudio de los rendimientos de las amidas a varias concentraciones de --

amina. El rendimiento promedio de la 4-NBA fue de 86% + 3. 

Lee Ch. M. y sus colaboradores (21) han usado un método croma 

tográfico empleando un sistema de gradiente, para separar en aproximada-

mente 30 - 40 minutos 16 drogas de abuso. Las drogas fueron fenciclidina 

(PCP), metadona, cocaína, tetrahidrocanabinol (THC), metanfetamina, 2,S

dimetoxi-4-metilanfetamina (STP), metilendioxianfetamina (MOA), heroína, 

N,N-dimetiltriptamina (DMT), ácido lisérgico dietilamida (LSD), valium, -

mezcalina, secobarbital, amobarbital, fenobarbital y dilantina. 

Las separaciones fueron investitadas por cromatografía de ad 

sorción sobre Corasil II o Supelcosil-ATF 230; y por cromatografía de Pª!. 

tición. 

Experimento 

Columna de acero inoxidable de 2.3 mm de di.i. x SO cm. de -

lo.ngitud 

Detección: U.V. a 254 nm. 

Preparación de los Disolventes: 

Se recomienda que todos los disolventes sean recientemente -

destilados, con el fin de quitar contaminantes que absorban en el U.V. 

Preparación de la Muestra. 

Los estudios estuvieron restringidos a las formas en que ªP!. 

recen en el mercado: tabletas, cápsulas, etc. 
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Una porción de la muestra se pulverizó y se le añadió 1 rnl de 

metanol. Esta solución se filtró, conservándose el resi-

duo sólido. 

Al filt~ado se le agrega 5 ml de cloroformo y 5 m1 de HCl --

0.l N. La capa clorofórmica contendrá sustancias ácidas y 

neutras, estas capas son colectadas y evaporadas a seque-

dad, este residuo es redisuelto en 100 µ1 de metanol o et~ 

nol (95%), y alícuotas de esa solución de inyectan en el -

cromatógrafo. 

A la fracción acuosa ácida se le agrega NaOH hasta un pH que 

este entre 10-ll, y se extrae con 5 ml de cloroforI!Wl. La fase orgánica -

se coloca y evapora a sequedad. El residuo se redisuelve en 100 µl de -

metanol (95), y alícuotas de esto se inyecta en el cromatógrafo para el -

análisis. Esta fracción contiene las drogas básicas. 

Sistemas con un Solo Disolvente 

{A) Fase estacionaria: Corasil II, de 37-50 µ. 

Disolvente (a) 0.22\ de ciclohexilamina en ciclohexano 

(8 gotas/100 ml) • 

Disolvente (b) 0.22\ (8 gotas/100 ml) de ciclohexilamina 

y 1.Si de metanol en ciclohexano. Temperatura de opera

ción: la ambiente. 

(B) Fase estacionaria: Alúmina Woelm B 18, 18-30 µ. 
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Disolvente (a) 0.22% (8 gotas/100 ml) de ciclohexilamina 

en ciclohexano. 

Disolvente (b) 0.22% (8 gotas/100 ml) de ciclohexilamina y 

1.5% de metanol en ciclohexano. Temperatura de operación: 

la ambiente. 

Velocidad de flujo en ambos sistemas: 1.45 ml/min. 

Sistema en Gradiente 

Fase estacionaria: Corasil II de 37-50 ~. 

Disolventes: (1) 0.5% de etanol (95%), 0.25\ de dioxano y 

0.13% (5 gotas/100 ml) de ciclohexilamina; (2) 10% de eta 

nol (95%), 20 % de dioxano y 1.4\ de ciclohexilamina. 

Preequilibrar la columna de Corasil II con el disolvente 

(a). 

calibración para Determinaciones cuantitativas 

eurvas de concentración contra respuesta del detector se ob-

tienen fácilmente por inyección de varias cantidades ( gs/inyección) de 

muestra y midiendo la respuesta del detector (unidades de densidad óptica). 

Cada compuesto tiene un coeficiente de extinción molecular diferente, y es 

necesario obtener este tipo de curva patrón para cada droga, para poderla 

cuantificar. 

Análisis Posterior con U.V. 

El eluato de la columna conteniendo la muestra de droga se e~ 
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lacta en un vial de vidrio, el disolvente se evapora y el residuo se re

disuelve en l ml de HCl 0.1 N. La solución se transfiere a una celda -

para medir su espectro en el U.V. 

Estos investigadores eligieron explorar el método de cromat~ 

grafía de adsorción y partici6n, apoyados en investigaciones anteriores. 

Se encontró que la adsorción fue la mejor, directamente cuantificables, 

se pueden elegir parámetros tales como temperatura y disolvente. El in

cluir una a~~na en el sistema del disolvente, significó la obtención de 

mejores fonnas de picos, permitió más rápida elución, manteniendo una -

adecuada resolución. Se encontró que las aminas volátiles son inadecua-

das y que la composición de los disolventes cambia con el tiempo entre -

más sustituidas sean (aminas 2 aras, 3 aras). 

Se encontró que la ciclohexilamina reunía las características 

para ser usada en todos los disolventes. 

La Tabla 12 muestra los tiempos de retención relativos de va

rias drogas con la~ cuatro diferentes condiciones de disolventes y colum-

na. 
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TABLA 12 

TIEMPOS DE RETENCION RE>LATIVOS DE DROGAS REPRESENTATIVAS DE ABUSO 

Drogas Columna con Corasil II Columna con Alúmina 

Disolvente a b Disolvente a b 

0.20 0.24 0.54 o. 56 

0.23 0.24 0.54 0.56 

5.91 0.28 0.69 0.72 

trahidrocannabinol 1.20 0.38 l.38 l.08 

1.33 0,38 3,54 l. 20 

2.66 0.62 2.56 2.46 

d o.al a.os 2.40 

d 4.14 d 4.24 

d 1.48 d d 

d 1.48 d d 

d 1.48 d d 

d .2.14 d 7.21 
d. 2.43 d d 

d 2.52 d 2.80 

d 3.47 d d 

d 3.81 d 11.45 

d 6.66 d d 

d = indica que la droga no eluye de la columna dentro de los 30 minu-
tos de1pué1 de la inyección. 

Las Figuras 19 y 20 muestran los cromatoqramas de mezclas de 

drogas, demostrando la capacidad del método. 
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de ciclohexilamina en ciclohexano. Velocidad de 
flujo 1.45 ml/min. Temperatura: 23°C. Tamaño de 
muestra: 5 µg de cada oustancia en un volumen 
total de inyección de 5 µ1. 
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Figura 20. Separación de drogas 
más ¡x:>lares. Columna 
empaquetada con cora 
sil II, dimensiones7 
50 cm de longitud x 
2.3 mm de d.i. Disol 
vente: 1.5\ de meta':' 
nol y 0.2\ de ciclohe 
xilamina en cicloheia 
no.~velocidad de flÜ 
jo 1.45 ml/min. Tem':' 
peratura: 22ºC. Tama 
ño de muestra: s-10-
µg de cada sustancia 
en un volumen total 
de inyección de B µl. 



~e encont~ó la siguiente secuencia tentativa para la identi

ficación de una droga: 

Conocer primero qué t~po de droga es, usando corasil II con 

el disolvente (b) y determinar su tiempo de retención e igualarlo al de 

una droga conocida. 

Si la droga eluyera antes que el valium, puede ser. reexamina 

da usando el disolvente (a) , porque con este disolvente se obtienen mej~ 

res resoluciones de drogas con cortos tiempos de retención (drogas con -

baja polaridad relativamente), 

Si la droga presenta un tiempo de retención relativamente -

grande y no hay seguridad de que se trate de un barbitúrico, la muestra 

puede ser reexaminada usando alúmina coroo empaque y el disolvente (b) • -

LOS barbitúricos tienden a absorberse en este empaque básico y no eluyen 

de la columna en menos de 30 minutos. Es necesario obtener al menos dos 

tiempos de retención característicos en dos sistemas diferentes para po

der identificarlas. 

cuando se cambia de disolvente, un mínimo de 15 m1 del nuevo 

disolvente debe fluir en el sistema antes de realizarse otra inyecci6n. 

La Figura 21 demuestra como puede ser obtenida más exactitud 

y rápida elución si se incrementa la polaridad disolvente. 
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Figura 21. Jlápida eluci6n usando Un disolvente polar. columna 
empaquetada con corasil II, dimensiones SO cm de -
lonqitud x 2.3 11111 de d.i. Dis~lvente: 4.5\ de me
tanol, l\ de ciclohexilamina en ciclohexano, Velo 
cidad de flujo: 1.45 ml/min. Temperatura: 23ºC. =: 
Tamaño de muestra: 5 lJg de cada sustancia en un V2, 
lumen total de inyecci6n de 5 µl. 

No obstante, se observa, hay mucha pérdida de resolución. 

El sistema en gradiente es una buena técnica que cubre una 

gran variedad de droqas polares en períodos .cortos de t.tempo. Obtenién-

dose una mejor resolución que con cualquier sistema de disolvente simple, 

como puede verse en la Tabla 13 y Figura 22. 
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flujos 1.45 111/ain. Tem¡iuatura: 23•c. Tlmaño de 
... tras S-8 ll9 de cada 1ustancia en un wlumen to 
tal de 10 lll de inyecci6n. 
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'l'l\BLA 13 

TIEMPOS DE !U:7rENCION REI~'\TIVOS DE DROGAS REPRESENTATIVAS 

DE ABUSO USAflOO UN SIS'rEMA DE ELUCION EN GRADIENTE 

Droga Tiempo de Retención 

Fenciclidina 0.216 

Propoxifeno 0.221 

Metadona 0.27 

Cocaína 0.35 

Metacualona 0.37 

Tetrahidrocannabinol 0.42 

Valium 0.59 

Hidrocarbostiril 8.86 

Librium 1.02 

Metanfetamina l.ll 

Anfetamina 1.18 

Benzocafoa l.26 

2,S-dimetoxil-4-metilanfetamina 1.32 

3,4-metilendioxianfetamina l.64 

Proca!na l.80 

QUinina l.84 

Pentobarbital l.86 

codeína 1.93 

AlllObarbital l.95 

Hero!na 2.22 

N,N-dimetiltriptamina 2.47 

Dilantino 2.49 

Fenobarbital 2.55 

Estricnina 2.73 

LSD 2.00 

Mezcalina 3.06 
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La reproducibilidad no se obtiene fácilmente, como con un di 

solvente único. 

Cambios en la composición del disolvente afectan la elución 

modelo de la droga a un tiempo de retención más grande, por lo que reco--

miendan incluir uno o más estándares con grandes tiempos de retención --

(ejemplo, fenobarbital, DMT, mezcalina, etc.) en la prueba. Para análisis 

de purificaci6n encontraron adecuada una microcolumna empaquetada con Su-

pelcosil, de dimensiones de 4.6 ftlll de d.i. x 1 m de longitud, 

El potencial cuantitativo del método se 11\Uestra en las Figuras 

23 y 24, siendo evidente que las cuantificaciones están en el intervalo -

de 2 - 5 µg. 

0.20---------------

o.o. 0.15 

(254rm) 

0.10 

o.o~ 

./ 
10 20 30 40 50 

THC (10-6 G) 

Figura 23. Cuantificación de fenciclidina. 
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o.o. 
(254 nm) 

0.3 

0.2 

0.1 

Figura 24. Cuantificación de tetrahidro 
cannabinol. 

Por otra parte, la cromatografía par-iónico en columna ~ bon-

dapak c18 en fase inversa utilizada por Lurie, I. (15) para barbitúricos, 

tambi'n la aplica en la separación de anfetaminas, bajo las mismas candi-

cienes experimentales. 

Los resultados para anfetaminas se dan en la Tabla 14. 
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TABLA 14 

VOLUMEN DE RETENCION (Rr) DE COMPUES'roS 

RELACIONADOS A LA.FENTERMINA 

COlllpuesto R r 

Acetomi.nofen 0.28 
Pemolina 0.32 
Teof ilina 0.34 
Cafelna 0.40 
Fenilpropanolamina 0.59 
Efedrina 0.64 
Fenmetrazina 0.78 
Anfetamina 0.79 
Fendimetrazina o.so 
Metanfetamina 0.86 
Fentermina l.00 (15.6 ml) 
Estricnina l.10 
Metilfenidato l.38 
'l'onziluiina 2.44 
Difenhidramina 4.32 

El crODatograaia de esta separaci6n es el de la Fiqura 25. 
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Figura 25, A cromatoqrama de una m••ola de drog11 eatind1re1 
cuyos picos repre11ntan l, c1tefn11 2, 1tedrin11 3, 
metantetamin11 4, tentert11ina1 y a, tablet11 cuyo• 
pico• repre11nt1n l, oafefna1 2, etedrin11 3, me• 
tanfetamina1 4, fentermin1, 

Loa e1tudio1 de 11 linearidad dal m•todo, para antet1111in11, • 

•• hi•o inyectando al!cuot11 de 10 µl, 

Para metantetamina que •• una dr09a repr•••ntativa bi1ica, 1u 
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respuesta fue lineal de 3-100 µg, usando un integrador. Multiplicando la 

altura del pico y el volumen de retención, el rango de linearidad resul-

tante fue limitado a 1.5 - 6,5 µg/inyección. Este cálculo manual se limi 

ta a los picos simétricos y similares. 

Se observa que con altas concentraciones de anfetamina, el -

agente par iónico se agota, resultando un pico en forma de cola, porque -

representa una mezcla del complejo de metanfetamina y su sal, también hay 

variaciones grandes en los volúmenes de retención, observándose que estos 

disminuyen, debido a que es retenida menos en la columna con c18 • 

El error relativo para metanfetamina fue determinado usando -

el integrador e inyectando ocho veces soluciones de metanf etamina de con

cen traci6n conocida e igual a una solución est1ndar de metanfetamina¡ y -

fue de 0.01\ y una desviación est&ndar de 0,96,. 
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3 • Alcaloides 

Enseguida se describen métOdos de análisis por H,P.L.C. para 

alcaloides del opio, LSD y hero!na. 

Wittwer y Kluckhohn (22) han descrito un método de análisis 

por HPLC para LSD usando una columna empacada con s!lice y una mezcla de 

eluyentes de acetoni trile y eter di-isopropHico. Aunque el procedimie~ 

to da una buena separación del LSD con respecto a los alcalóides del 

ergot, se complica porque usa detección U.V., por lo que fue necesario -

usar una precolumna para quitar los compuestos que absorban también en -

el U.V., posteriormente se concentra el LSD antes de su determinación -

por HPLC. 

La alta fluorescencia natural del LSD y la ausencia de exci

pientes fluorescentes en muchas preparaciones il!citas indica que la de

tecci6n fluorom,trica acoplada con la HPLC ofrece buena selectividad ~ -

sensibilidad. Heacock y colaboradores (23) han hecho 'nfasis en lo ven

tajoso que es usar el detector fluorom,trico, pero su sistema cromatográ!i 

co deja mucho que desear en cuanto a su resolución. 

Un procedimiento simple de HPLC ha sido desarrollado (24) 

cuya separación se basa en el uso de una fase inversa, el cual se susti

tuye por un m'todo de intercambio iónico que emplea s!lica con CDS (25). 

El procedimiento es el siguiente: una porción de la muestra 

se disuelve en metanol, y una al!cuota de la capa sobrenadante se inyec

ta al cromat6grafo de HPLC, 
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Las dimensiones de la colwnna fueron: 25 cm de longitud x 4.9 mm de 

d.i. 

Fase estacionaria: Partisil 5. 

Fase móvil: metanol-carbonato de amonio al 0.3\ (60:40) 

Velocidad de flujo: l ml/min. 

W.A. Trinler y D. J. Reuland (26) han demostrado como la HPLC 

puede utilizarse para análisis rápidos de drogas de abuso con un sistema 

de fase inversa, pero la separación de cocaína, heroína, metadona y morfi 

na es inferior a la separación lograda sobre sílice, como se muestra en -

la Figura 26. 

b 

a 

e d 

Figura 26. Separación de algunas drogas -
comúnes de abuso sobre sílica. 
Columna de 25 cm x 4. 9 11111 de -
d.i., disolvente: metanol-hi
drÓXido de amonio 2 N-nitrato de 
amonio 1 N (27:2:1); velocidad 
de flujo: 1 ml/min; presión; 
900 ps; detector: U.V. a 254 
nm. a = cocatna, b= heroína, 
e = metadona, d = morfina. 

112 

112 



Detección: fluorométrica. 

Bajo estas condiciones, el límite de detección del LSD es cer 

ca de 10 ng/7ml de inyección. La intensa fluorescencia del LSD puede pr~ 

porcionar bases para un análisis muy sensible por HPLC. Es necesario, no 

obstante, utilizar un detector que opere bajo condiciones 6ptimas de exci 

tación y emisión y con una fuente de lu~ intensa. 

Cashman y Thornton (27) han logrado la separación de morfina 

monoacetilmorfina y heroína sobre Porasil T usando como eluyente clorof or

mo-metanol. Separaciones de intercambio catiónico de algunos compuestos 

sobre Zipax SCX han sido logradas por Knox y Jurand (28) bajo condiciones 

de eluci6n isocrática y por gradiente, y una modificación a su método se 

ha aplicado al análisis de preparaciones iltcitas (29) • 

Un sistema mejor, para separar este tipo de compuestos se 

basa en el uso de columnas empacadas con s!lica (25). El mecanismo de 

separación no se entiende claramente, pero la secuencia de elución es: 

herotna, monoacetil¡aorfina y morfina, Esta secuencia es la misina que se 

obtiene en columnas también empacadas con s!lica pero operadas en un méto 

do cromatogr,f!CQ de adsorción (27), pero esto es contrario a lo encentra 

do en columnas ~acadas con Zipax SCX (28). 

B. B. Wheals (18) ha utilizado para este tipo de separaci~ 

nes las siguientes condiciones experimentales: columna de 25 cm x 4.9 mm 

de d.i.; empa~ue Partisil 5; disolvente metanol-hidr6xido de amonio 2 N

nitrato de amonio 1 N (27:2:1)1 velocidad de flujo 1 ml/min; detector U.V. 

a 254 y 278 nm. Bajo estas condiciones todos los alcaloides del opio elu 
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yeron en un tiempo aprox do de 10 minutos. Incrementando la concentra 

ción de buffer acuoso en el eluyente se favorece la eluci6n y reduce la 

resolución. 

Con este sis ema los alcaloides presentes en el opio pueden 

ser rápidamente separado , aunque sólo morfina; codeína, tebaína, papav!:_ 

rina y narcotina estén p esentes en niveles suficientemente altos para -

ser detectados sin conce traci6n previa. Los cromatogramas obtenidos de 

diferentes muestras pue en ser usados para comparación de opio, ver Fig~ 

ra 27. 
• y 

b 

e e 

1 

Figura 27. ici6n de alcaloides del opio 1obre s!lica: 
lo en la ccmparaci6n del opio. Columna de 

x 4.9 11111 de d.i. Las muestras l y 2 son 
iferentes extractos de opio. a • papaveri

na, b • narcotina, e • teba!na, d • codeína, -
e • lllOrfina. 
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Heroína frecuentemente encontrada en la forma llamada "heroí 

na de la China". puéde ser rápidamente separada de sus compuestos adulte 

rantes, tales como cafe!na, estricnina y quinina por el mismo método de 

HPLC que los alcaloides del opio. Para el análisis la muestra es sola--

mente disuelta en la fase móvil antes de inyectarla. Inyecciones hechas 

antes y después de hidrólisis alcalina proporciona una simple confirma--

ción qu!mica de la presencia de heroína, como se muestra en la Figura 28. 

a 
a 

1 f 

b 

e 

• 

d 

Figura 28. Análisis de una muestra de "Heróna de la China" -
sobre s!lica. Condiciones cromatogr&ficas iguales 
a los utilizados para el an&lisis de los alcaloi
des del opio. (l): a • cafe!na, b • hero!na, 
e = monoacetilmorfina o monoacetilcode!na, d • es 
tricnina, (2) la misma muestra despu'• de haberla 
tratado con un &lcali: 3 • code!na, f • morfina. 
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HPLC puede también ser usada para controlat· la presencia de = 

morfina en fluidos biológicos. Jane y Taylor (30) han desarrollado un mé 

todo sensible basado en la conversión de morfina a pseudornorfina. 

Siendo el compuesto posterior altamente fluorescente, el cual 

es separado y detectado fluorornétricarnente. El método es particularmente 

interesante por la incorporación ingeniosa de un reactivo estándar inter

no que compense la influencia de material extraído en la primera reacción. 

Twitchett P.J, y sus colaboradores (31) han dado a conocer -

un método de análisis de LSD en fluidos biológicos por HPLC. Generalmente 

la detección de LSD en este tipo de muestras se dificulta por la baja dó

sis de la droga así como por un rápido metabolismo, 

El método emplea un anSlisis preliminar por radioinmunoensayo 

IRIAl para eliminar muestras negativas, seguido por un análisis cuantita

tivo por HPLC, empleando detección fluorométrica. 

Las muestras de sangre, orina y lavados estomacales empleadas 

para el análisis, se obtuvieron de personas que se sospechó habían inger!. 

do LSD, desconociéndose por lo tanto, dósis ingerida y tiempo de inges-

tión. Tales muestras se analizaron primero por RIA para investigar la -

presencia de LSD o sus metabolitos. 

El tartrato de LSD de referencia y otros alcalóides derivados 

del ergot fueron proporcionados por el laboratorio Sandox, de Inglaterra. 

El esquema de análisis se ilustra en la Figura 29. 
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Análisis del extracto por 
HPLC en fase inversa con 
detecli6n fluorométrio• 

·:00 ""~. 

Muestra 
1 

RIA 

1 

ver el especto 
de fluorescencia 

Recromatografiar 
sobre una columna 
de sílica 

1. Negativa 

No esta presente el LSD 

1 Negativa-no hay LSD 
Metabolitos pueden estar 
presentes •

1 

1 

e 1 
HPLC de RIA 

eluato 
1 1 

Pibo de Otros 
LSD picos 

metaboli tos 

Figura 29 • . . Secuencia del análisis para la detección del LSD en -
fluidos biológicos. A, B y e son procedimientos con
firmatorios cuando la cantidad de muestra disponible 
es suficiente. 

La señal del volumen de retención corregido indica la prese~ 

cia de L.SD, lo cual se confirmó midiendo la excitación de fluorescencia 

y el espectro de emisicSn del componente atrapado en la celda del fluróm!_ 

tro. El material medido se irradio entonces con luz U.V. a 320 nm, y el 

espectro de fluorescencia se corrió nuevamente. La confirmación posterior 

para la identificacicSn se obtuvo por cromatograf !a, sobre una columna de 
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sílica, y por fraccionamiento de una porción no extraída de la muestra -

usando HPLC en fase inversa, las fracciones colectadas se examinaron in

dividualmente por RIA. 

El suero y la orina se extrajeron por el método de AXelrod -

y colaboradores (32). A un volumen conocido del fluido biológico se aj~s 

ta el pH a 8.5 con NaOH 0.1 M acuoso y se satura con Nacl. La mezcla se 

extrae con tres volúmenes de n-heptano que contiene 2% de isopentanol, -

agitando suavemente en la obscuridad en un tubo perfectamente tapado. Un 

volumen conocido de la capa orgánica se separa, y se evapora hasta cerca 

de 5 ml y se vuelve a extraer a un volwnen conocido más pequeño (por 

ejemplo a 200 µl) con HCl 0.01 M. 

El eluyente para la columna de la fase inversa (Spherisorb 

5-0DS) consistió en metanol al 65\ y fosfato ácido disódico al 35\ en -

agua (0.025 M). La mezcla se ajustó a pH de 8 con ácido orto-fosfórico 

al 10\. 

Para la columna de sílica (Spherisorb SSW) se empleó una me~ 

cla de metanol al 60\ y solución acuosa de nitrato de amonio al 40%, --

cuya molaridad fue de 0.2. La velocidad de flujo del eluyente fue de --

1 ml/min. 

IDs resultados cromatográficos para 24 alcalóides del ergot 

y derivados del ácido lisérgio se citan en la Tabla 15. 
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TABLA 15 

RETENCION CROMATOGRAFICA DE ALCALOIDES DEL ERGOT 'i LSD 

Compuesto Retención (relativa al LSD) 

Spherisorb 5-0DS Spherisorb SSW 

LSD 1.00 (4.9 ml) 1.00 (3,4 ml) 

so-Lisergoamida 2.04 1.28 

-ácido lisérgico 0.38 2.76 

0,23 0.65 

-oxo-L.SD 0.65 0.59 

-monoetilarnida del 
ác. Lisé.rgico 0.52 0.81 

ihidroergocornina 2.60 0.74 

ihidroergocristina 3.68 o. 76 

ihidroergocriptina 2.63 o. 71 
ihidroergotamina 2.48 0.01 

. gocornina 1.39 0.79 

rgocristina 2.31 0.81 

rgocriptina 1.86 0.78 

rgocriptinina 2.08 0.72 

rgometrina 0.26 o.79 

rgometrinina 0.47 0.79 

1.22 o. 78 

rgosinina 1.22 0.75 

rgotamina 1.57 0.81 

rgotioneina 6 2.35 

etise.rgida 0.65 o.as 

eti.lergometrina o.39 o. 76 

- 119 -



La Figura 30 ilustra el grado de correlación de la retención 

en las dos colwnnas. 

z. 

LSD 

! 
o 

o 

ºº o o o o 
o o o ºº ·o 

Q 
o 

Figura 30. Correlación de retención (relativa al LSD) para 
los alcaloides en colwnnas Spherisorb 5-0DS y -
Spherisorb S5W. 

Aunque el LSD se resuelve con claridad en ambos sistemas, so-

lamente la columna Spherisorb 5-0DS separa adecuadamente los alcaloi-

des del ergot de los demás. 

Los niveles de LSD encontrados en las muestras de los supues-

tos consumidores de esta droga, fueron: en suero o plasma de 6 - 6 --

ng/ml, en orina de o.a - 54 ng/ml, y en lavado estomacal de 5-11 ng/ml. 

Un cromatograma representativo de una muestra de extracto de -

plasma conteniendo LSD, es el de la Figura 31. 
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.l B 

500 pg LSD EXTRACTO DE 
PLASMA 

6 10 

Figura 31. Cromatograma (en fase inversa) de un extracto de -
plasma conteniendo LSD. A, LSD auténtico (500 pg); 
B; extracto de plasma (equivalente a 0.1 ml de plas 
ma. Las flechas indican los picos debidos al LSD.-

El límite de detección de LSD por este método, depende prín-

cipalmente de la cantidad de sustancia interferente, presente en la mue!!_ 

tra. Menos de 100 pg de LSD pueden fácilmente medirse en soluciones 

buffers, pero en fluidos biológicos, niveles menores de 1 ng/ml, presen-

tan dificultades, particularmente en orina. 

La Tabla 16 ilustra la aplicación de este método analítico -

en muestras de siete casos recientes. 
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TABLA 16 

RESULTADOS DE SIETE CASOS CONSIDERADOS PARA EL ANALISIS DE LSD 

Rv • volwnen de retanci6n1 RRY • voluinen de retenci6n relativa a LSD 

CHO Origen Mue1tra RIA Directo HPLC•Fluore1cencia HPLC•RIA Colllentario 

1 Una muchacha que Lavado e1tomacal 4 nc¡/1111 Inyecci6n directa1 Loe an•li1i1 inicial•• de RIA 
18 soapecho, to.S tomado 12 h dH• 5 ng/111. Lol HP!,C y HPLC dan valorea 8imil&rll 
una tableta de -- pub de la inc¡e! trol de excitaci6n ya que no e1tan preaente• 101 
LSD, lleCJO incon- ti6n. y ea11i6n indicaron •tabolito1 de LSD. 
ciente y muri6 -- LSD. 
aproxi111&damente -
44 horas de1pués. 

2 Un individuo que Orina 15 n9/llll Extracto de orina: El pico principal El alto nivel de la actividad 
parece haber tolll!, 3 n9/11l. di6 un RY que coi!!. del LSD encontrado por RIA --
do LSD en una -- cidi6 con LSD. directo, 1e debi6 probabl•me!!. 
fiesta de drogas. te a los metabolito1 de LSD. 

3 Un hombre arreata San9re tomada una 4 ng/al Extracto de pla1ma1 sola.ente el pico La auaencia de picos de meta-
do por crimen, _-;: hora de•pu'• del 5 ng/111. principal tiene Jtv bOlitos en HPLC•RIA y la ·~ 
aospechoao de ha- arrea to. que corre1ponde a jansa de los resultados entre 
ber in9erido alta LSD. RIA inicial y HPLC•de fluore•-
dosis de LSD. cencia su9iere que el nivel --

del .. tabolito de LSD fue bajo. 

4 un nii\o de cinco Orina tollada 4 -- 2 D9/lll Extracto de orina1 Resultado• inconclu 
años de edad admi d!u de1pu'8, -- o.e ng/ml llOI debido al bajo -

\l tidO en el hoapi':: aproxi•damnte, nivel de LSD. 
tal con p1ico•i,1 de1puf1 de la in-
agude guti6n de LID. 



TUI.A 16 

(contlnuacidn) 

cuo Ori9en .lllMt•tr• UA Dil:eoto HPU:~fluos.aoenola US.C-UA. ODMntario 

5 un holllbre que •• .Llvado 11touoa1 7J nt/111 znr1ooida cU.rtcta• l'\alru raaoo1'n º'll 
adalt:i& habU • u lll). u .ftllal• ...... lft lY .. a.o. 
taMdo LID. 

' ... nífto di u •• luero, lavado 11 2 nf/a1 ....... ,.., ... 11 ,, .... - lft 1.1 •'"!, 
adllitldo lft 11 • toaaoa1. orina. neta U• .. ............. aionüa a 11t1u.ina r 11 de • 
holpUa1, oon • netadvo 411 llA· 1.1 .............. ,,.. .. ª 
1tnt:c11111 de hi•• ll~uto de orina• ...... ,. ................ 
peraotivldad. ti .. para UY lft 110.lln .. la ertotaina 1n 11 

1.1 r 1.1. MllA.o &t&dt furte. LID 11D • 
1.aYUI •U.oal, •WVO PftHnt:I, pero lo• nl• 
'1• para llY tn . Yelu di 1111uain1 in orina 
1.1. y l&VIMI Mc.Aoal11 fueron 

c1t 10 ftf/111 r 120 nt/1111 ru-
peotiVMtnta. 11 nifto t\Mt -
IGOllO & vallH 4rofU illol\A• 
rendo tartrato di •totulna. 

7 un b8' di t ... orina 175 .nt/al •n:noto di orina• l'latrt• r11coidft ar¡ z.. pr111noi1 d• LID en orina 
••• ln9lrld pal• lantrt (h..,lil!, o.s ftf/111 14 nt/1111 udl 1n 11 ltY di •• 11 oonflno por 1. 1111u.c1e · 
tillu lllcrodot da. lxtraoto di "'uo 1 LID r en 11 de u • 1• fracalan •• HPLC CW• •• 
de LID. liet• • 1.1 ~/111 prlMr ploo dt '" • 323, 221). rA• bajot ni.vil• 
tab1ttal 11 flCO 11 •peotro di - MtaboU.to, en 11 1uero diflCNltan la OCI!. 

. 1i1ron 41 tu vtJ": fluoraoenoia f\11 paHci4n. 
llito. 1.-nuoo oon el d• 

LID, 



Poochikian G. K. y Cradock J.C. (33), reportan un método -

crollliltográfico de HPLC en fase inversa para la separaci6n de clorhidratos 

de heroína (diacetil im>rfina), cocaína y sus productos hidrolizados. 

El método fue usado para estudiar la estabilidad de heroína y 

cocaína en mezclas Brompton, que son formulaciones orales utilizadas en -

pacientes con dolor cr6nico severo. 

El método de C'.G.L. requiere para este tipo de estudio, extr!_C 

ción y derivación, pero tiene el inconveniente de presentar degradación -

térmica, lo cual es una limitaci6n. 

EXperimento 

LOs clorhidratos de heroína, 6-monoacetilmordna, morfina, ~ 

ca!na, benzoilecCJOnina, se usaron como se recibieron. El &cido benz6ico, 

la 2-cloro--3-nitropiridina y el ast&ndar interno (clorhidrato de 4-clo~ 

piridina), se adquirieron en el comercio. Acetonitrilo y agua destilada 

se filtruon a trav¡s de filtros de poro de 0.45 "1• 

Se empleó una columna de acero inoxidable de 300 x 4.6 mn de 

d.i. 

Pase estacionaria: sílice de tamaño de partículas de 10 "1 -

enlazadas a una capa mnomlecular de octadecilsilano, nombre comercial -

aondapak c18 • 
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Fase móvil: acetonitrilo-fosfato potásico monobásico 0.015 

M (l + 3); ajustado a un pH de 3 con ácido fosfórico 2 N. 

Velocidad de flujo: Q,8 ml/min (presión 620 psi). 

Detección: U.V. a 235 run. 

Temperatura: ambiente. 

Soluciones de heroina y cocaína se disolvieron en los medios 

indicados en la Tabla 17, en concentraciones de 1-0,5 mg/ml, respectiva-

mente. 

TABLA 17 

COMPOSICION DE VARIOS VEHICULOS 

illehículo Alcohol Jarabe (34) Agua destilada Buffer de 
% (v/v) % (v/v) % (v/v) citrato, % {v/v) 

I o 25 75 

II 12.5 25 62.S 

III 25 25 so 

IV 40 25 35 

V 100 

VI 12.5 12.S 75 

VII 12.S 40 47.S 

VIII 25 75 

IX 12.5 25 62.S (2.30) 

X 12.5 25 62.5 (3.00) 

XI 12.5 25 62.S (3.50) 

XII 12.5 25 62.5 (4.50) 

XIII 12.S 25 62.5 (5.25) 

El valor del pH se da entre parentésis. 
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Soluciones de morfina-cocaína en concentraciones de l y 0.5 -

mg/m1 fueron preparadas en el vehículo estándar II. Las soluciones fueron 

filtradas a través de filtros resistentes al disolvente, enseguidas pues

tas en ámpulas de 2 ml, l ml de cada solución, y almacenadas a 5° ;t 0.1, 

25° ;t 0.1, y 50° + 0.1. Peri6dicamente se tomaban 300 µ1 de muestra y se 

diluían con 2 ml de la fase móvil conteniendo 85 mg/ml de estándar interno 

(clorhidrato de 4-cloropiridina) • La estabilidad de heroína, morfina y -

cocaína en estas mezclas es controlada en un periódo no mayor de 65 días. 

El tiempo de an&lisis fue de 22 minutos. 

La Figura 32 muestra la separación de una mezcla sintética de 

estas sustancias, y ácido benzóico. 
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Figura 32. cromatograma de (M) ioorfina, (MAM) monoacetilmorfi
na, (BE) benzoilecgonina, (IS) estándar interno, 
(DAM) diacetilmorfina, (BA) ácido benzóico, y (COC) 
cocaína. 

La Tabla 18 muestra los resultados de los parámetros de reten 

ción correspondientes. 
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TABLA 18 

TIEMPOS DE RETENCION (Tr), FACTORES DE CAPACIDAD (K'), 

FACTORES DE SEPARACION (~)Y RESOLUCION (Ra) 

Compuesto Tr seg. K' a Rs 

Morfina 270 0.42 2.88 4.89 

6-monoacetilmorfina 420 1.21 1.35 2.19 

Benzoilecgonina 500 1.63 1.48 ·3.12 

4-cloropiridina 648 2.41 1.38 2.87 

Diacetilmorfina 820 3.32 1.24 2.14 

Acido benzcSico 972 4.12 1.22 2.02 

Cocaína 1140 s.oo 1.26 2.46 

2-cloro-3-nitropiridina 1390 6.32 

Las respuestas cromatogr&ficas para estos compuestos fueron -

lineales (r > 0.999) en el rango de concentración trabajado, 20-200 µg/ml. 

Los l!mi. tes de sensibilidad fueron 10 ng para heroína y 3 .ng para cocaína. 

Clorhidrato de 4-cloropiridina fue seleccionada como estándar 

interno por su corto tiempo de retención1 no obstante, la 2-cloro-3-nitro 

piridina puede ser usada en su lugar. 

También se siguió la desaparición de la heroína y cocaína --

como una función del contenido de alcohol en la mezcla, a varias tempera-

turas. 

Se observó que la cocaína es estable a 25° y SºC, sin embargo, 

la heroína es mucho más estable1 las recomendaciones que dan son en base a 
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la estabilidad d~ heróna en estas mezclas. La t
90 

para heroína o cocaína 

en etanol fue mayor de 45 días a 50°C, y cuando se almacena 5ºC esta mez-

cla puede usarse oonx> solución stock para facilitar la preparación de me~ 

clas.Brompton. 

La influencia del pH en la mezcla Brompton para la estabilidad 

de la heroína y cocaína es interesante, ya que los valores óptimos de pH 

para la degradación mínima de diacetilmorfina y cocaína se demostró ser -

4.0 - 4.5 y 2.5 - 3.0 respectivamente, (35,36,37). También se encontró que 

el pll óptimo paxa la hidrÓlisis mínima de hmna y cocaína es de 3. o y 3 • 5. 

Sullivan A.T. y sus colaboradores (38) han estudiado el metabo-

liao del LSD, dietilamida del 'cido lisé.rgico. Para lo cual analizaron -

muestras de plasma y orina de monos Rhesus, a los que se les suminis tr6 -

LSD marcado radiactivamente con 14c e3u. 

El LSD es una droga de potencia considerable, siendo la dósis 

oral efectiva en el hombre de 0.5 - 1.0. g~ y O.l mg/Kg intramuscularme~ 

te. Su efecto principal es sobre el sistema nervioso central. 

El mecanismo ~e acci6n de la ~ga no es conocido. 

Upshall y Wailli.ng (8) encontraron en 1972 que la concentra--

ci6n de LSD en plasma, alcanza el valor m&ximo una hora después de su adJn!. 

nistracicSn. La vida media del LSD en el hombre es de cerca de 175 min. 

La detección de LSD en fluidos biol69icoa es difícil, debido 

a las pequt.'ñas cantidades involucradas. Pero aquí desarrollaron método 
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sensible para su detección en sangre y orina, empleando una combinación -

de HPLC y radioinrnunoensayo, Twitchett P.J. y colaboradores (39), en 1978. 

Debido a una variedad de razones, no se pudieron obtener voluntarios h~ 

nos que tomaran LSD y pro¡xircionaran sus muestras, ¡xir lo que los experi

mentos fueron hechos usando monos Rh.esus, los cuales se ha demostrado, -

tienen caminos de metabolisl!P semejantes a los del hombre para muchas dro 

gas; Smith, R.L. y William, R.T. (40), en 1974. 

Los monos Rhesus fueron machos adultos, con un peso promedio 

de 3.1 Kg. Antes de la administración de LSD, fueron sedados con cetami

na (6 mg/Kg), ¡xisteriormente, cada uno fue puesto en una caja construída 

especialmente para facilitar la colección de orina, heces y sangre. 

El LSD, en forma de tartrato, se administró oralmente confor

me los datos de la Tabla 19. 

TABLA 19 

DOSIFICACION DE LSD A LOS MONOS RHESUS 

Animal Peso (Kg) 3H(µg) 14c(µg) µg mg/K~ 

171 3.00 630 0.21 

303 2.85 6.6 500 0.18 

172 3.50 6.6 500 o.15 

164 2.80 2856 1.02 

170 3.00 2910 0.97 

172 3.40 3570 l.05 
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Se recolectaron muestras de orina y heces antes de administrar 

sl LSD, y se recogieron muestras posteriores a la administración de la si-

guiente manera: 

Sangre: 

Orina: 

Heces: 

1 ml a la l, 2, 3, 4, 6, y 24 horas después de la adminis 

tración. 

a la 1, 2, 3, 4, 6, 24 y 48 horas después de la administra 

ción. 

a las 24 y 48 horas después de la administración. 

Orina. Porciones de 0.2 ml fueron puestas en tubos que conte-

nían 0.3 ml de .agua + 4 ml de fluido de centelleó.. Los tubos se mezclan 

durante 30 minutos a lOºC. 

La radioactividad en los tubos se midió en el contador de cen--

telleo; la cantidad de extinción fue determinada por un método de radio con 

tador externo. 

Plasma. Muestras de O.OS ml se colocaron en tubos que conte-

n!an 0.45 ml de agua y 4 ml de fluido de centelleo. su radioactividad y -

qrado de extinción se midió de igual manera que en las muestras de orina. 

Heces. La muestra fecal se horrx:>qenizó con agua destilada, y -

se dividió en cuatro volúmenes; 0.2 ml del hon.lqenizado + 1.2 ml de solubi 

lizador NCS se colocaron en tubos, los cuales se incubaron durante toda la 

noche, en un horno a SOºC. Enseguida se aqreqó 4 ml de fluido de centelleo, 

y se determinó su radioactividad y grado de extinción, COn.l se describe --

anteriormente, 
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Células sangu!neas: cada muestra fue suspendida en solución 

salina isot6nica (0.5 ml); porciones de 0.2 ml de la suspensión se incubó 

durante toda la noche a SOºC con 2.4 ml de solubilizador NCS. 

Después se le adicionó 4 ml de fluido de centelleo, y se midió 

su radioactividad y grado de extinción, como en los casos anteriores. 

Radioinmuno Ensayo de las Muestras 

La cantidad de material para reacción cruzada en las muestras -

de orina a partir de C-LSD-marcado y LSD-sin marcar, se determinó usando -

el método de radioinmunoensayo (antisuero II) ya descrito. 

Fraccionamiento de Muestras de Orina por HPLC 

Muestras de orina (O.l - 0.2 ml) de los monos que recibieron -

LSD marcado 14c, se cromatografiaron bajo estas condiciones: 

Columna:· de 10 cm de longitud x 4.6 mm de d.i. 

Fase estacionaria: Spherisorb-5-0DS 

Fase móvil: metanl (NH
4
) 2co

3 
acuoso (O.l\ w/v). 1:1 y v/v. 

Velocidad de flujo: l ml/min. 

Las fracciones obtenidas se analizaron por RIA, y la cantidad 

de radioactividad 14c se determinó por conteo del líquido de centell~, co

mo se ha descrito antes. 

Hidrólisis enzimática de muestras de orina. Se mezcló O.l ml 

de orina con 0,2 ml de buffer de acetato 0.2 M a pH de 5 ±. 0.2 ml de una 

preparación de S-glucuronidasa y 1.0 ml de sulfatasa. La mezcla se incuba 
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durante 48 horas a 37°C, enseguida se agrega 2 ml de metanol para precip!_ 

tar la proteína, esta suspensión se centrifuga para quitar la proteína 

precipitada. El sobrenadante se reduce a un volumen pequeño bajo una 

corriente de nitrógeno, para después fraccionarse por HPLC. A cada frac-

ción se le determinó su radicactividad. 

14 En la Figura 33 se muestra la cantidad de e en la muestra de 

orina, respecto al tiempo y se muestra que después de 48 horas de haber ad 

ministrado el LSD marcado, 24% de la dósis administrada ha sido excretada. 
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Fiqura 33. 

HOLA~ MOfl.~S 

f¡cresi6n urinaria de 
14c después de administra~ 

C•LSD (45 µCi, mono l 7l). A: total de µci 1 e en 
tfda muestra de orinar B: excresi6n acumulativa de -

e, expresado como \ de la dosis administrada, 

La Figura 34, muestra que en el plasma se alcanza el valor m! 

ximo de concentraci6n en una hora o antes, y disminuye sobre las siguien-

tes 23 horas. 
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Figura 34. 
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HO!t.AS 

A: Niveles ge plasma de 14c después de la adminis 
tración de 1 C-LSD (45 µci, mono 171). B: Nive-
les de plasma de 3H después de la administración -
de 3H-LSD (225 µCi; 111:>nos 172 y 303), 

En las heces y células sanguíneas no se detectó LSD marcado. 

se encontró que ex>n 50\ de metanol-50% de CNH4) 2co3 (0.1% -

acuoso) hay buena separación de los oomponentes radioactivos en un tiem-

po de 0-2 horas, de las muestras de orina de los monos que recibieron --

LSD marcado. usando este eluyente, se obtuvieron siete picos de compue!_ 

tos radioactivos, com se muestra en la Figura 35. 
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Figura 35. Radiocromatograma de la muestra de orina del mono -
171, en un tiempo de 0-2 hrs, (45 µci l4c-LSD). 

Los resultados del presente experimento indican que el LSD es 

absorbido rápidamente del tracto. gastrointestinal, y que el nivel máx:im::> 

en sangre se alcanza en aproximadamente una hora después de su administr_! 

ción, y después decrece constantemente. Estos resultad.os coinciden con -

los encontrados por Aghajanian y Bing (41) en 1964, Usphall y Wailling --

(8) en 1972. 

Los resultados encontrad.os indican que la principal vía de --

excresión del LSD es la urinaria. Ya que 24 horas después de haber admi-

nistrado el LSD, 24\ de la dósis administrada se recuperó en la orina. E!, 

tos resultados difieren a los encontrados por Siddik (42) en 1975, el en-

contró a las 48 horas después de la administraci6n del LSD, 38\ en orina y 

22\ en heces. Esta diferencia puede deberse a que la ruta de administra-
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ción no fue la misma, él administró 0.1 mg/Kg intramuscularmente. 

Los resultados obtenidos en los monos indican que después de 

una in9~sti6n oral de LSD, puede ser posible detectar sus metabolitos en -

la oringa por mucho tiempo, aunque ya no se detecte el ISO, esta situación 

puede ser similar en humanos. La presencia de los metal:>olitos del LSD en 

una muestra, confirman la evidencia de que la droga estuvo presente, sie~ 

do esto de gran significancia forense, ya que como se ha visto la droga no 

es detectable en el organismo por largo tiempo. 

Ziegler H. w. y sus colaboradores (43) describen un método 

para la determinación cuantitativa de morfina, code!na, criptonina, tebaf 

na, y narcotina que son los alcal6ides principales del opio por HPLC. Es 

toa alcal6ides primeramente se extraen en medio&cido, utilizando &cido fos 

fórico dilu!do, a un pH cercano a 9.1 que es el ideal. 

Luego, se eluyen por la técnica de adsorci6n, utilizando una 

columna de resina de Amberlite XAD-2, en la que se hace pasar primero me

tanol y después cloroformo-metano (3+1). Enseguida el disolvente se evaP.:?_ 

riza a presión reducida para concentrar los eluatos, los alcalóides se re

disuelven en cloroformo-metanol (3+1). Después, se inyectan muestras de -

esta solución m&s brucina como est&ndar interno, sobre una columna de eo-

rasil II, usando como eluyentes: hexano + cloroformo-metanol-dietilamina 

(100+300+1), para la cuantificaci6n de los alcalo!des. 

Las absorbancias de los alcalo!des fueron controladas a 254 nm, 

en un espectrofot6metro de flujo directo u. v. de doble haz. 
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La resina de fuerte intercambio cati6nico usada (44) para el 

aislamiento de los alcalóides extra!dos de plantas hidrofílicas extrañas, 

a menudo rindieron residuos indeseables que impidieron una buena recuper!. 

ci6n de los alcaloídes y enviciaron las oolwnnas. 

La Amberlite XAD-2 es una resina no iónica macroreticular con 

una gran área de superficie y porosidad. Tiene la capadidad de absorber 

compuestos orgánicos que sean solubles en .ª<JUª· 

Experimento. 

Fases estacionarias: Amberlite XAD-2, resina preparada y al 

macenada con baja cantidad de aqua1 y Corasil II de 37-50 µm. 

Reactivos y Disolventes: 85\ de a
3
P0

4
, NaOH, y NH

4
c11 hexano. me

tanol anhidro y CHC1
3

1 dietilamina y etanol anhidro. 

Disolvente pr~gramado: diluir 100 ml de CHC1
3 

a 400 ml con metan~l, 

adicionar l ml de dietilamina, y mezclar. 

Disolvente inicial de la fase móvil: adicionar 15 m1 del disolvente 

proqramado, a l l de hexano. 

Soluci6n del estindar interno: pesar exactamente 200 m9 del alcalof 

de brucina, transferirlo a un matraz volumétrico de 100 ml. 

Disolver y aforar con CHCl3-metanol (3+1). 

solucicSn stock: pesar exactamente cada alcalo!de, y tranafe-

rirlos a un matraz de 100 ml1 320 mq de narcotina, 100 .11'9 de papaverina, 

200 mq de teba!na, 40 mq de critonina, 400 m9 de code!na (secarloa 4 horas 

a BOºC), y 640 m9 de morfina monohidratada. Los cglculos se realizan en -
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condiciones anhidras después de determinar el agua usando el método de --

brl Fischer, ccmJ lo detalló Reasley (45). Disolver las muestras y afo-. . 
:rar con aJCI.

3
-11etanol (J+l). Transferir alícuotas de 5 ml en viales con 

tapÓn de xosca. Evaporar el disolvente con un flujo de corriente de aire, 

a tellpercltura ambiente, no calentar. 

Solución estándar concentrada: disolver el contenido de un -

vi.al de alcaloíde estándar en 5 m1 de solución del estándar interno. 

Solución diluída: disolver el contenido de un vial de alcaloí 

de estándar, en 10 111 de solución del estándar interno. 

O>lmma.s de acero inoxidable de 2.8 de d.i. x 75 nnn, y 2.8 x 

1000 --

Velocidad de flujo: 2 111/min. 

Preparación de la Muestra 

Transferir 1 g de opio exactamente pesado, a un vaso de preci 

pit:ado y añadirle 40 al de agua. Ajustar el pH a 2 .:!:. 0.1 con u3ro4 1 N. 

calentar en baño Jlaria, dispersando la muestra con un agitador de vidrio 

(15 llinotofi). Filtrar osando succión suave, con un filtro de porosidad me-

dia. Lavar el filtrado de 4-5 veces con 5 m1 de u
3
P0

4 
0.4 N. Colectar el 

filtrado y los lavados en un matraz volumétrico de 100 m1 y aforar con --

agua. Transferir una alícuota de 20 ml a un matraz de 100 m1, adicionar 

0.5 g de 111
4
01, disolver, ajustar el pH a 9 + O.l con solución de NaOH al 

4' (p/v). 
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Transferir a una columna de vidrio de 30 cm x 15 mm de d.i. -

provista con llave de paso1 20 ml de resina Amberl.i te liA0-2, Abrir la 

llave de paso, y ajustar el flujo a 2 ml/min, Lavar el interior de la 

columna con 50 ml de agua, eluir y descartar el agua de lavado. Eluir 

oon 50 ml de metanol, colectando el eluato en un matraz de 250 ml, 

cuando 25 ml de metano ha pasado por l.a columna, cerrar la ld:_a 

ve de paso, eliminando el disolvente elu!do. Continuar la elución con re 

manentes de metanol desenchándolo, seguido por 100 m1 de CHC1
3
-metanol 

(3+1) • Evaporar los eluatos bajo presión reducida a 60ºC, Cuando está -

casi seco, adicionar 5 ml de etanol anhidro y eva;.orar a sequedad. Repe

tir la deshidratación dos veces, enfriar a temperatura anibfente. Adicio

nar 5 ml de estándar interno y tapar, agitar con ultrasonido. Inyectar -

de esta solución, por medio de una jer~.nqa, la cual contiene fibra de vi

drio, para filtrar. 

cálculos. 

De los cromatogramas de los estándares, calcular la relación 

de altura del pico de cada alcaloíde a la altura del pico del estándar i!l 

terno brucina. Calcular el peso para cada alcalo!de estándar concentrado 

y dilu!do, dividiendo mq de cada alcalo!de por mg de brucina adicionados 

en las soluciones estándares respectivos. 

calcular curvas de calibración para c:ada alcalo!de, grafican

do relaciones de alturas de los picos contra las correspondientes relaci2_ 

nes de pesos. Determinar la altura del pico de los alcaloidea en la mue!. 
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tra problema. Leer las correspondientes relaciones de pesos en las cur--

vas de calibraci6n y calcular el contenido de alcaloíde anhidro, 1jsando -

la siguiente f6rmula: 

% de peso de alcaloíde anhidro relación de peso x 10 x 100 
= mg de opio x la alícuota 

Areas bajo los picos, también pueden ser usadas para calcular 

las muestras problemas, por medio de integración manual o electrónica. 
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Figura 36, cromatogramas de una mezcla de alcalo!des estándares. 

En el cromatograma superior: A, narcotina (16 µg) 1 B, 
papaverina (5 µg)1 e, teba!na (10 µ9)1 o, criptopina 
(2 µg); E, code!na anhidra (20 µ9)1 F, morfina anhi-
dra (30 µ9)1 y G, est,ndar interno brucina (10 µg). En 
el cromatograma inferior los mismos est&ndares, s6lo -
que est&n a la mitad de concentraci6n, respecto a los 
del cromatograma superior, excepto brucina, que esta -
en .igual concentraci6n. 
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Resultados obtenidos por HPLC, para alcaloides individuales 

en muestras de opio de UN pulverizadas, se dan en la Tabla 20. 

Muestra 

-M-2 

-M-4 

-M-l 

-H-3 

-M-S 

a la 41. 

TABIA 20 

ANALISIS POR HPLC DE MUESTRAS DE OPIO DE UN: RESULTADOS 

Jm'QRTADOS EN POR CIEN'ro DE ALCALOIDE ANHIDRO 

Origen Narcotina Papaverina Tebaína criptopina Codeína 

Japón 3.95 l.74 2.59 0.23 4.01 

India 9.89 2.12 l.74 0.25 2.66 

Turqu!a 5.56 l.59 l.73 0.06 1.56 

Paquiatb 7.63 2.99 2.02 0.20 3.75 

Iran 6.38 1.55 3.40 0.10 2.98 

Morfina 

Jap6n 11.30 

India 14.98 

TUrquta 14.66 

Paqui•tan 13.62 

Iran 7.26 

Los cromatogremu correspondientes son loa de las Figuras 37 
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Figura 41 

Estos cromatogramas (Figuras 37 - 41} corresponden a muestras 

de opio en polvo de UN: A, narcotina; B, papaverina; e, tebaína; o, cri~ 

topina; E, codeína; F, morfina; y G, brucina. 

En la Tabla 21 se hace una comparación de los estudios analíti 

cos para morfina. 
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TABLA 21 
, 

COMPARACION DE ANALISIS PARA MORFINA EN MUESTRAS DE OPIO UN POR VARIOS 

llE'1'0DOS i RESULTADOS REPORTADOS COf«:> POR CIENTO DE N:>RFINA ANHIDRA 

Muestra 
Procedimiento UN-M-1 UN·M-2 UN·M-3 UN-M-4 UN-M-5 

10.38 14.74 14.02 12.46 5.81 

(47) 12.09 15.31 15.42 13.79 7.74 

12.45 15.74 14.87 13.88 7.82 

11.30 14.98 14.66 13.62 7.26 

11.77 15.07 14.54 13.32 7.33 

11.14 15.92 14.98 13.92 7.27 

estudio av. 
e 

12.55 16.0l 15.06 13.90 7.63 

a) muestras analizadas en nuestro laboratorio para colaborar con el 
estudio 

b) rep>rtado p>r Sllith (46) empleando 16 colaboradores 
e) rep>rtado p>r Saith (46) mpl.eando 8 colaboradores. Fue un p~ 

cecliaiento melificado al método de Schultz y Schneckenbur9er --
(49). 

llel.mn P. E. y sus colaboradores (5) han establecido un m&

todo COllbinlldD de HPLC + Inmunoensayo, para la identificaci6n y cuanti

ficaciSn de morfina, codeína y sua metabolitos en fluidos biol69icos. 

Las ticnicas de inmunoensayo pueden ser: la llamada inmu~ 

ensayo de la enzi• miltiplicada (EMI'l'), la cual es menos sensible y en 

el presente puede ser usada solo para orina, pero es m&1 ripida y re---

quiere •no• destreza1 la otra es radioinmunoeruiayo (RIA), la cual es -

extrr•de•nte sensible.Y puede ser usada en muestras pequeñas de sangre 

- 146 -



u or'ina. En ambas técnic.s no existe especificidad para un compuesto, ya 

que hay reaccione¡¡¡ con todos los ooapuestos que tengan estructuras simila 

rea. 

Bato• investigadoru reportan el uso de ambos sistemas HPLC -

fl4IT y HPLC - RIA, para aMl.iais de morfina y c:ompuestos relacionados, en 

sangre y orina. 

Se utilizó un sistema de HPLC en fase inversa que incorpora -

ionu broau:o en el eluyente para la separacicSn de los opiaceos y este -

· sist91& se uso en OOllbinaci6n con reactivos comerciales EMIT y ~IA para -

identificar y cuantificar morfina y 3 -glucuronido - morfina en diversos 

casos fatales en abWIO de droqas. Dan a conocer tmbiin resultados de -

anllisis de codeína y sus me~litos presentes en la orina de volunta--

rios que i,ngirieron 46sis terapéutica• de code!na. 

LO• Mteriale& y equipo para los i11nU110enaayos son: muestras 

y reactivos Ell1T H ae&claron unndo un pipetor/diluidor Gilford 6065 au

t:ioMtioo. La actividad enziática •• midJ.6 con un espectrofot.6metro Gil

ford Stuar III para llicromuestras. 

U>s material•• de raioi1111W10enaayo para mrfina (tl25
> fueron 

de Roche Diagnostica. Se mple6 un "(-espectrofotSmetro A. N. E. 8311 au 

t:ioMtioo para Mdir la actividad de x125 • 

Para la HPu: se •ple6: 

ColUllnA de acezo inoxidable de 100 11111 x 4.6 •· 
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Pue estacionaria: Hyper1il de 5 µm oos 

Faee mlSvil: 12.St de metanol en 1oluoi6n amorti9\1&dora de foafato 

0.01 M a pH 3 conteniendo bromuro de potado O.l M. 

Velocidad de flujo 0.75 ml/lllin. 

En loa inmunoen1ayo1 ae obtuvo las reactividadea cruzada• de 

loa opiaceoa, loa que se dan en la Tabla 22 por comparaci6n de la curva 

de calibracidn para cada opiaceoa con la de la morfina. 

Se tomaron muestras de a~gre, ante-mrtem y post-mortem, de -

individuos 1ospecho1oa de haber ingerido dosia excesiva de morfina. La -

1an9re ae centr.it\1~ para la obtencidn adlo de suero, que H ua6 para los 

wlisiSI cuando fue posible, tad)i'n H tomaron alUHtras de orina. 

Ademla, doa voluntario• proporcionaron muestras de orina dH-

pu'8 de i.ngerir 15 .lllCJ de code!na oral•nte, cada 4 horu, en un total de 

48 horu. 'l'Oda• lu muHtru fueron analizadas por RIA, pero solo lu de 
. . 

orina por .EMIT. En HPu: laa muHtru de orina fueron inyectada lin pre-

tratamiento, y las de auero fueron diluida con agua destilada hasta una 

concentracidn de cui 300 nq/ml del opiaceoa. con Hta diluci6n H redu

cen problemas de obstrucci6n de los filtros en el aistema de HPLC. Entre 

cada mu•tra la v'lwla de inyeccidn fue 91.uida con HCl (2 ml 2M) Hguida 

por ~gua destilada. (6 ml) • Mueatru de orina (500 lll) de individuo• que 

i~giriezon opiaceos, fueron usado• como cwnW:olu. La• muestra de orina, 

obtenidas deapu&s de la in9esti6n da code!na, se hidroli1aron con ~-gluc"'!,O 

nidala y HCl concentrado de la siguiente maneras 
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Para la hidr6lisis ácida: 3 ml de HCl conc. + 3 ml de orina, 

se mezclan y se calientan en agua hirviendo por 60 min. Enfriar, alcali.!li 

zar con KOH, a pH de casi 7, con unas gotas de ácido fosfórico al 20,, El 

volumen final se mide y alícuotas de 500 µl fueron fraccionadas por HPLC -

para subsecuente inmunoensayo. En la hidrólisis enzim&tica, 3 ml de buffer 

de acetato a pH de 5.6, fueron añadidos a 3 ml de orina, seguidos por 

lO 000 unidades de 6-glucuronidasa, e incubada a 35ºC durante toda la no--

che. Alícuoata de 500 µl fue fraccionada por HPLC para posterior irununoe!!. 

sayo. 

TABLA 22 

REAC'l'IVIDADES CRUZADAS DE ALGUNOS OPIA'l'OS 

EN EMIT Y RIA CON LA REACTIVIDM> DE MORFINA 

Compuesto Reactividad Reacti vidac 
relativa* relativa* 
de EMIT de RIA 

Morfina 1.00 1,00 

Codeína 1.04 1.48 

Dihidrocode!na 0.93 0.87 

6-Monoacetilmorfina o.so 0.12 

Dihidromorfina 0.43 0.17 

Morfina-3-glucuronido 0.24 0.41 

Nalorphina 0.11 0.006 

NOrcodeS:na o.os 0.04 

Code!na-N-oxido 0.03 0.02 

NOrmorfina o.oos 10-4 

Morfina-N-oxido 9 X 10-4 
10 

-4 

*La Reactividad Relativa est& en relación a la can 
tidad de morfina con la cantidad de opiato reque:' 
rida para dar una reacción cruzada equivalente a 

O.S µg de ioorfina por EMIT y 20 ng de morfina por 
RIA. 
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As!, el N- oxido de morfina y la morfir1a no muestran virtua! 

mente, reacción cruzada en ningÚn an&liaia. Coddna y dihidrocode!na d!,e 

ron una reacción cruzada muy fuerte. 

Inmunoenaayos llevados directamente &obre fluidos biológicos 

dadan por lo tanto un resultado que inoluda todos los compuestos que 

reaccionan cruzadamente, ya que tienen estructuras qu!micas similares. 

Como las reactividades relativas de la morfina y sus metabol~ 

tos son diferentes en los dos a~lisis, es de esperar resultados diferen-

tes cuando se analicen muestras biol~gicas de opiaceos. 

En los casos en que se sospecha sobredoaia de morfina, el uao 

del sistema de HPLC de fase inversa da separación muy eficiente, en la ni! 

yor!a de los opiatos que probablemente es~n presentes en muestras toxi~ 

lógicas. Los volúmenes de retención H dan en la Tabla 23. 

TABLA 23 

VOLtllENES DE RE'l'ENCION DE OPIACEOS EN ODS-HYPERSIL DE 100 mm x 4 .6 11111. 
CON UN ELUYENTE DE METANOL 12.5\ EN BUFFER DE FOSFATO 0.01 M DE (pH 3) 

CONTENIENDO BROMURO DE POTASIO 

Qompuesto Volumen de btenci~n (ml) 

MOrfina-3-qlucoronido l.O 
NOrmorfiría 1.7 
Dihidromorfina 1.7 
Morfina l.8 
Morf ina-N-oxido 1.8 
COdeS::na-N-oxido 4.3 
Dihidrocode!na 4.8 
Nalorfina 4.9 
COdeS::na 5.3 
Norcode!na 5.7 
6-Monoacetilmorf ina 10.4 
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'· ·· .. 
El cromatograma de la Figura 4¿ corresponde a orina y se ob-

servan tres picos: dos de ellos corresponden a morfina y morfina-3-glu-

coronido, considerados además por la reactividad cruzada. El tercer pi-

co se debe probablemente a algÚn metabolito de morfina. 

Figura 42. 

EMIT 

REACCION 

CRUZADA 

MG IML 

5 

MG 

M 

5 TIEMPO 

~ .. ·. 

Análisis HPLC-EMIT análisis de morfina-3-glucoronido 
(MG) y im>rfina (M) en una muestra de orina de un su
jeto que murió enseguida de tomar una sobredosis sos 
pechosa de morfina. 

Los resultados obtenidos para HPLC/EMIT (para orina) y HPLC/ 

RIA (para suero) se dan en la Tabla 24 y 25 respectivamente. 
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TABLA 24 

CONCENTRACIONES DE OPIATOS EN RF.ACCIONES CRUZADAS EN MUESTRAS 
DE ORINA DE INDIVIDUOS POST-HORTEM EN CASOS SOSPECHOSOS DE 

SOBREOOSIS DE MORFINA DETERMINAOO POR HPLC-EMIT 

caso Concentraci6n* (µg/ml) 
No. 

!tlrfina -3 *>rfina No identi'f icada Total 
glucur6nido 

1 l.O 0.3 0.4 l. 7 

2 0.25 5.0 0.5 5. 75 

3 5.5 2.5 1.5 9.5 

4 11.0 1.0 l.6 19.6 

* Expresado como equivalentes de morfina. 

TASIA 24 

CONCEN'l'RACIONES DE REACCIONES CRUZADAS DE OPIATOS EN MUESTRAS 
DE ORINA DE INDIVIDUOS POST-MOR'l'F.M EN SOSPECHOSOS DE SOBRE

DOSIS DE .MORFINA DETERMINADo POR HPLC-RIA 

caso concentracicSn• (µg/ml 

No. MOrfina -3 Morfina No identificada Total 
9lucur6nido 

3 0.007 0.03 0.006 0.043 

4 0.2 0.3 o o.s 

5 0.46 0.1 0.12 0,68 

6 0.74 0.3 0.1 1.14 

* Expresado como equivalentes de norfina. 
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En ambas se observa que la relación de morfina a morf ina-gl~ 

coronido en suero u orina no es constante e ilustra muy bién el uso de -

la combinación cromatografía - inmunoensayo. 

Por otro lado, la Figura 43 muestra el cromatograma de una -

muestra de orina analizada por HPLC - inmunoensayo, de un voluntario que 

ingirió codeína. 

EMIT 

REACCION 

CRUZADA 

MGIML 

5 

CG 

4 8 TIFMPn 

Figura 43. Análisis HPLC-EMIT de morfina -3-qlucoronido (MG), 
morfina (M), code!na-6-glucoronido (CG) y codeína 
(C) en una muestra de orina tomada 36 horas después 
a voluntarios que inc¡irieron 15 mq de codeína cada 
4 horas. 
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Al analizar las muestras por HPLC-RIA, Figura 44 1 loa picos 

se obtuvieron en las mismas posiciones que para HPLC-EMIT. Sin emparqo 

el pico de CG (Vr a 3.7 ml) es muy pequeño, lo cual indica que hay dife-

rencia en la reactividad cruzada de los 2 inmunoensayos. 

RIA 1 .o 

ll&CCIOI 

º·' 

e 

CG 

4 
MI1'UTOS 

8 

Figura 44. An&lisis por HPLC-RIA de morfina-3-qlucuronido (MG) , 
morfina (M), code!na-6-9lucoronido (CG) y code!na -
(C) en una muutra de orina tomada 36 horas deapu'a, 
a voluntarios que ingirieron 15 mg de oode!na cada 4 
horas. 
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Estos investigadores, establecen entonces que la HPLC cornbin! 

da con EMIT o con RIA para morfina, provee un método eficiente para la s~ 

paración, identificación y cuantificación de opiatos y sus glucurónidos -

conjugados, Tal combinación provee un sistema de detección sensible y es 

peclfico para HPLC, que mejora la especificidad de los irununoensayos y per 

mite an&lisis con muestra pretratada o no. La separación de los glucuró

nidos conjugados de la morfina y la codeina tambi~n indica la potenciali

dad de un sistema combinado para la dientificación de metabolitos polares 

de drogas que normalmente no se hace por m6todos convencionales. 

Wheals B.B. (51) del Laboratorio Forense de la Policia Metro

politana en Londres ha trabajado en el an&lisis de drogas por HPLC utili

zando un sistema fluoromGtrico de detección. 

Hay pocas drogas de abuso que tienen fluorescencia natural, -

sin embargo, esta propiedad se puede inducir qu!micamente, como se indica 

en el esquema siguiente: 
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HPLC CON DETECCION FLUOROMETRICA 

Tipos 

FluoresceJcia natural 

Reacc,lón con l Marcadores Par-i5nico 

Fluoresoeno~a inducida 

reactivos no fluor.oqénioos 
fluorescentes 

Separalión posterior 1 Separación anterior 

Compuestos Detectados por Fluorescencia Natural 

La dietilamina del ácido lisergico (LSD) es uno de los pocos 

compuestos que presenta altos niveles de fluorescencia natural A ex 320 nm 

A em 420 nm. Su alta actividad, y por lo tanto la baja dosis de ésta dro-
., 

ga (100•150 .µg/dOsis) necesita el uso de una técnica sensible para su de--

tección. Pastillas preparadas ilícitamente pueden analizarse r&pidamente 

para ver la presencia de LSO, extrayen&> con metanol e inyectando una al! 

cuota en una columna empacada con sílice y utilizan&> un detector fluoro~é 

trico (52,53). En este análisis pueden también determinarse cualitativa 

y cuantitativamente alcalo!des del argot. El tiempo de retención es muy 

característico y diferente al de otros compuestos analizados. En este 

método, no interfieren los compuestos de la formulación ya que, no son 

fluorescentes. 
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Por este procedimiento pueden detectarse cantidades de r.so -

del orden de 10 pq. Se ha empleado para detectar LSD en la orina de pe!_ 

sonu adictas (54) • 

Compuestos Detectados por Fluorescencia Inducida. Reacción 

con Reactivos no-fluorescentes antes de la cromatoqrafía 

La reacción antes de la cromatografía puede ser un método 

poderoso para inducir la. fluorescencia, pero puede obstaculizar la iny~ 

ci6n de las muestras en la columna, interfiriéndose as! la separaci6n -

cro11ato9dfica. 

Un ejemplo típico de este método es el desarrollado para el 

anllisis de morfina en flu!dos biológicos usando HPLC con detección f l~ 

rométrica (55). La mrfina puede convertirse en una pseudo-morfina dimf_ 

rica fluorescente por oxidaci6n, pero compuestos an&logos reaccionarían 

iCJUAl que la .orfina, de tal manera, que la reacci6n no es específica. -

Sin 891bargo, es posible separar estos clÚneros por HPLC. 

En el método empleado, la dimerización oxidativa sucede en la 

cabeza de la columna empacada con sílice, •.•fJ\lida de la elución y detec-

ción de la pseudo-morfina. La presencia de los C0111puestos an&logos a la 

mrfina pueden variar los productos de reacci6n, sin embargo, este pro-

blellil fue superado introduciendo una dihidromorfina COIKI estlndar inter

m. Este compuesto tad>i'n sufre dimerización y cuando esú presente con 

morfina se obtienen tres productos de oxidaci6n (morfina dimérica, dihi-

drallorfina dillérica y 111>rfina-dihidromorf inal • 
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Los tres productos se separan bajo las mismas condiciones cr~ 

matográficas y puede conocerse la concentración de la morfina en la mez-

cla a partir de las alturas de las señales en el cromatoqrama. 

Reacción con reactivos no-fluorescentes después de la croma-

toqrafía 

s! se coloca un sistema pequeño de reacción después de la co--

lumna cromatográfica, es posible usar condiciones drásticas de reacción --

para obtener productos fluorescentes a partir de los compuestos eluídos. -

El problema mayor es un cuidado completo del volumen el cual es suficiente 

mente bajo para dar bandas separadas y picos excesivamente sobrepuestos --

sin indicaciún. En el presente nosotros no usamos este método para traba-

jos de tipo forense pero resultados excelentes han sido obtenidos con este 

método por Katz (56) en el campo biomédico. En su procedimiento una solu

~ión de Ce 4+ 10 N en ácido sulfúrico 2 N ea mezclado con el flujo de diso!_ 

vente elu!do. Con compuestos adeucados ocurre la oxidación para formar --

3+ Ce que exhibe fluorescencia .(A ex 260 ~ A em 350 nm) • 

Marcación Fluorogénica 

Algunas drogas del tipo aminas primarias y secundarias as! -

como aquellas con grupos fenólicos pueden convertirse en derivados fluo--

rescentes utilizando ciertos reactivos, como los señalados en la Tabla 26. 
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TASIA 26 

ALGUNOS RFACTIVOS FLUO~NICOS DE VALOR EN ANALISIS DE DROGAS 

Reactivos Derivado• formadoa con: 

Cloruro de oansilo 5 dimetilamino-1 asninaa primarias, aecunda-
naf talen cloruro riH fenoles 
de sulfonilo 

Cloruro de NBD 4 cloro 7 nitro- aminas primarias y secunda· 
benzofurano rias 

O Diacetil- aminas primarias 
benceno 

Fluram 4 fenilspiro aminas primarias 
(fluroscamina) ( furan-2 ( lH) , l' 

-ftalan)-3,3' 
diana 

.. 

La marcacicSn fluoroc¡éniéa puede uaarH en HPLC producUindoae 

derivados fluorescentes de las droqu en e1tudio, permitiendo detectarlas 

en muy pequeñas cantidades, sin embugo, existe el problema de que algu--

na• droqas contenqan los mismos grupo1 funcionale8 o estructuru simila--

res den resultados falsos positivos, o sea reacciones cruzadas. Por lo -

que es neceaario usar estándares de alta pureza, 

Por ejemplo, la detecci6n de anfetamina en orina. El deriv! 

do correspondiente puede prepararae por calentamiento de la orina con --

cloruro de dansilo en acetona, y extrayendo po1teriormente am acetato -

de etilo, 
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Si se usan esttndarea puros pueden detectar•• cantidades del 

orden de O. 5 . ng, tantD de anfetamina como de metilanfet:Ulina en forma de 

sus c!aneil derivados. con muestras de orina, por ejemplo, estu cantid!. 

de• no ion detectables c!ebido a la presencia de sustancias interferentea. 

Lo• croma~gramaa en la J'.i;ura 45 muestran que un nivel de --

5 ppm ea el l!mite de detecci6n cuando la muestra de orina se analiza di-

rectamente. 

1 2 

10 llin 10 ain 

Pigura 45. cromatDgramaa de loa extractos urinarios dansilados. 
l. Blanco urinario. 2. Picos de la orina en los ni 
veles de 5 ppm (a • anfetamina, b • metilanfet:amina 
como sus danail derivados). 
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Condiciones cromatográficas: 

Columna: 25 C111 x 4.9 d.i. •pacada con Partisil 5 modificado 
con octadeciltrichlorosilano 

Disolvente: Metanol: agua 85:15 

Velocidad 1 ml/min a 1100 p.s.i. 
de flujo: 

Detector: Fluorométri<X> Perkin Elmer 1000 

Exceptuando los problemas anteriores, esta técnica resulta -

ser muy apropiada para detectar drogas y susmetabol!tos presentes en -

fluídos biol69ic:os en pequeñas cantidades. 

Pluorescencia Par-iónic0 

El principio en el que se basa la extracción par-ióni<X>, es 

aquel en el que el ión orgánico Q+ puede transferirse de una soluci6n -

acuosa a una orgSnica por adici6n de unión que posea carc¡a X-, y extra

yendo el par iónico QX con un disolvente orc¡&nico apropiado. 

+ . -
Q ACOOSO + X acuoso --•• OX orc¡&nico 

El principio ha sido aplicado a la extracción de droc¡as b&s!. 

cas presentes en soluciones acuosas, de tal manera que si se produce un 

ión contrario fluorescente, a partir de un compuesto tal. couo el &cido --

antraceno-2-sulfónic:o (}, ex 305 m A em 410 nm) el par-iónico debed moa--

trar fluorescencia similar. 
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Este tipo de estudio en cromatograf!a se encuentra en una pr!_ 

mera etapa, siendo posible que parea i6nicos producidos a partir de dro--

qas b&sicas puedan ser separadas croaiat:oqrlficamente, estableciéndose as! 

las bases de un método analítioo sensible. 

~ve J.L. y Pannell, L.K. (57), han desarrollado un método de 

análisis por HPLC, para heroína ilícita y sus componentes relacionados, -

obteniéndose buena resolución. 

L& heroína es una de laa ~gas il!citaa mis.comunes que es -

necesario identificar y cuantificar en muestra• de procedencia dudoaa1 --

las que ademú contienen morfina, codeína, acatilcode!na, monoacetilmorf!. 

na y diluyentes. 

Experimento 

Se emplea una columna micro-bonc!apac:k c18, de 30 cm de longi

tud, de fue inveria. 

La fue miSvil constitu!da de un 65\ de acetonitrilo y 35\ de 

buffer acuosa que contiene o:.75 q da acetato de amonio por 100 ml. 

'l'Odoa los disolventes se filtraron en un filtro de 0.45 µm -

(Millipore FHUP04700). 

L&a muestr&a de las drogas puras se pesaron y se disolvieron 

en metanol, las concentraciones fueron de 1 a 2 1119/ml. Las solucione• -

se filtraron y se almacenaron en el refrigerador huta el an&liais. 
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El flujo de la fase móvil fue 1.5 ml/min, el detectar a una -

sensibilidad de O.l de absorban~ia como escala total y luz u.v. de 280 nm. 

Se inyectaron por triplicado volúmenes de 10 ~l de estándares 

y muestras y los resultados cuantitativos se obtuvieron por comparación -

de la altura de los picos en los cromatogramas. 

Si es necesario, se puede utilizar un est&ndar interno. 

La papaverina y la tebaina pueden usarse como tal ya que dan 

respuesta lineal de altura de pico a cantidad inyectada. 

Les volGmenes de retención relativa se dan en la Tabla 27 y -

el cromatograma es el de la Figura 46. 

TABLA 27 

VARIACIONES DE LOS VOLUMENES DE RE'l'ENCION 

RELATIVA A HEROINA 

compuesto Contenido de acetonitrilo 

67'. 65\ 63\ 

Morfina 0.58 O.SS 0.54 

Papaverina 0.61 0.63 0.65 

Monoacetilmorfina 0.74 0.72 0.71 

Codeína 0.87 0.84 0.78 

Acetilcodeína 1.26 1.24 1.19 
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Figura 46. 

PAPAYllD.l 

) 

Cromatograma de opi,ceoa mezcladoa, cafdna y pa
paverina aon eadndarea intemoa1 (1) cafeína, -
(2) 111Drfina, (3) monoacetilmorfina, (4) codeína,· 
(5) heroína, (6) acetilcodeína. 

Eate método de an&liaia de heroína e1 dpido, la preparaci6n 

de la muestra ea sencilla y usa una mezcla binaria de disolventes muy --

aiq>le. 

La resoluci6n de vario• derivadÓa de morfina comunmente a10-

ciadoa con heroína se muestra en la ~igura 47., y loa volúmenes de reten

ci6n a heroína aon loa de la Tabla 29. 

Loa picos de los derivado• de la morfina •• resuelven mejor 

que en cualquier otro método reportado aobre columna de fase inver1&. 

- 164 -



Figura 47 .• 

1 

2. 5 

B 

6 2 

cromatogruiu de (A) mezcla de opUceos con 
cafeína. (B) muestra de heioína china: -
(1) cafetna, (2) morfina, (3) monoacetilmor 
fina, (4) codetna, (5) heroína, (6) acetil:' 
codeína. 
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TABLA 28 

VOLUMENES DE RETENCION DE VARIOS CX>MPUESTOS 

ENCONTRADOO CX»IHIENTE EN HEROINA ILICITA 

ll>RFINA Y OPIO 

Compuesto 

cafeína 

*>rfina 

Papaverina 

Monoacetilmorfina 

Codeína 

Narcotina 

Hero!na 

Acetilcode!na 

Tebaina 

E1tricnina 

volumen de retenc:i6n (ml) 

3.8 

s.o 

5.7 

6.5 

7.5 

8.4 

9.0 

11.1 

13.5 

22.2 

Finalmente, Lurie I (12) aplica laa mi1maa condicione• exper! 

mentales de HPLC que ua6 en laa determinacionee de barbitúricos y anfet!_ 

minas, para aeparar los cinco principales alcaloides del opio en goma 1 -

morfina, oode!na, tebaina, narcotina y papaverina, ocupando para ello 

20 minutoa aproximadamente. DelllO&trando, por otro lado, c6mo varios ti

po1 de drogaa, 'eidas y b'•icas, se pueden determinar por un sistema ún! 

co i1oer,tico de HPLC. 
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Procedimiento 

Disolver todas las drogas excepto opio y LSD en metanol y -

diluírlas a casi o.5 mg/ml. Si es necesario filtrarlas a través de un -

poro de 0.45 m. Inyectar alícuotas de esus soluciones de 10 a 20 )Jl al 

cromat6qrafo seguidas por inyecciones de las soluciones est:&ndares de 

concentraciones conocidas. La droga activa presente en la muestra se 

cuantifica por comparaci6n con el promedio de la altura o área de los p!_ 

cos de las drogas estándares. Esto lo hicieron por duplicado. 

Las muestras de LSD se preparan similarmente, pero se dilu-

yen a casi 24 µg/ml. La muestra de opio es tratada con dimetil-sulf6xi

do (DMSO). Inyectar al!cuotas de 5 µl de soluci6n de opio sintético CO!!, 

teniendo 74 1119 de morfina, 53 1119 de sulfato de codeína, 23 111CJ de teba!na, 

74 1119 de narcotina y 18 1119 de clorhidrato de papaverina en 250 ml de -

lllSO. Comparar los resultados de las alturas de los picos o heu para 

cuantificaci6n de morfina y p0sibles alcaloídes relacionados. Este -~ 

do tiene la ventaja de que al analizar tabletas coloridas de LSD, no hay 

interferencia de los excipientes acoaipañantes1 como se observa la Figura 

48. 

El cromatograma de la muestra de opio es el de la Figura 49. 
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Figura 48. Croma.toqrama de la aeparacicSn de LSD encontrado en -
tabletas lllicrodotr preai6n 2900 psi. 
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Figura 49. (A) cromatograma de una muestra de opio: 1, 11Drf!_ 
na; 2, codeína; 3, tebaína; 4, narcotina; 5, papa
verina; y (B) una mezcla de alcaloídes del opio -
sintético, los números de los picos representan -
los mismos compuestos que el cromatograma A. 
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I.t>s volGmenes de retenci6n relativa (Rr) para alcalo!des del 

opio se dan en la Tabla 28. 

TABU. 28 

VOLUMEN DE RETEOCIOR RELATIVA (Rr) PARA 
ALCALOIDES DEL OPIO, RELACIONADOS A 

LA NAJICOTINA 

Compuesto Rr 

Morfina 0.28 

O>de!na 0.36 

MOnoacetilmordna 0.37 

Proca!na 0.38 

Acetilproca!na o.so 
Acetiloode!na 0.69 

Heroína 0.70 

Teba!na 0.73 

Narcotina 1.00 (23.0 ml) 

Qui ni dina 1.23 

Metapirilen 1.24 

Papaver!na 1.40 

Quin!na 1.44 
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T~la 29. 

Para los compuestos relacionados al LSD, el (Rr) se da en la 

TABLA 29 

VOLUMEN DE RE'l'ENCION RELATIVA (Rr) PARA 
COMPUF.sTOS RELACIONADOS AL LSD 

Compuesto Rr 

-

Acido lisérqioo 0.32 

Ergonovina 0.32 

Amida del &cido lisérqico 0.30, 0.32 

Oietiluiida del &cido 
lisérqic:o (LSD) l.00 (30.2 ml) 

Tiofeno an&logo de penicilina l.03 

n-Metil propilamida 1.10 

Fenciclidina 1.13 

oietilamida del &cido 
isolisérqico 1.18 

Ergotamina 3.86 
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VI. CONCLUSIONES 

Muchos de los problemas de an&lisis químico toxicológicos a 

los que se enfrentan hoy día los analistas clínicos y forenses, son aque

llos que derivan del uso y del abuso que de diversas drogas, mucha gente 

comete. 

Sabemos que para que una t'cnica analítica cualitativa o cua!!_ 

titativa, de buenos resultados, es necesario que las sustancias problema -

sean aisladas, extraídas 6 separadas canpletamente del medio o fluido bio-

115gico (plasma, suero, saliva, orina, ltquido cefalorraquídeo, tejidos, 

etc.) que originalmente las contiene, para obtener buenos resultados. 

La HPLC es una t•cnica moderna que ayuda a superar las difi-

cul tades que implica este desafío de separaci6n analítico1 tal y como se -

ha visto lo largo del presente trabajo; 

a) En relaci6n al tamaño de la muestra (que va desde el orden de ki

logramos, en algunos casos, hasta monogramas o picogramos en 

otrc>s). 

b) En la separación o identificaci6n de los ingredientes de las mez

clas de drogas iltcitas, que es difícil de resolver por otras téc 

nicas analíticas como ccF 8 c.G.L. 

c) En la detecci6n de drogas en fluidos biol6gicos 

d) Así como en el estudio e investiqaci6n del metabolismo de dichas 

drogas. 
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Hemos visto que las drogas ilícitas generalmente son mezclas 

lll\lY canplejas que poseen productos de degradación, precursores sintéticos, 

as! como aditivos y diluyentes, lo cual dificulta en gran medida su análi

sis. 

Por otra parte, se observa en el presente estudio que las con 

diciones de trabajo más utilizadas en HPLC son la de fase inversa y la de 

eluci6n por gradiente. 

El m6todo de HPLC por gradiente puede separar, en media hora 

aproximadamente, del orden de dieciseis drogas comunes (21) y trabajando 

los sistemas de adsorci6n y partición. 

Con respecto a los sistemas de detección en HPLC, hemos visto 

que los m&s utilizados son los fotan,tricos de ultravioleta y de fluores-

cenciá, que dan buena resolución y permiten hallazgos de cantidades del -

orden de nonaqramaa y picograJDOs respectivamente. Esto hace el últi.J!!o sea 

.&a apropiado en la bGsqueda de cantidades traza, siempre y cuando exista 

fluorescencia. 

Por ejemplo, se ha visto que un caso específico lo constituye 

el alucin6qeno LSD, que es muy difícil de detectar en muestras de fluidos 

biol6gicoa, debido a que la dósis activa es del orden de 50 a 100 microgr2_ 

mos y su metaboliSllO no es muy claro, puede analizarse f&cilmente por HPLC 

utilizando un detector fluor0111&trico, pues el LSD es una sustancia muy -

fluorescente. .. 
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La sensibilidad de este anilisis es del orden de picogramos 

(14,20). 

As{ mismo hemos encontrado que la inovación de métodos comb! 

nado• de análisis CCXllO HPLC-EM, HPLC-RIA y HPLC-EHIT, han dado resultados 

aati•factorios en cuanto a exactitlld y resolución, sobre todo en el análi 

sis de LSD y muchoo alcaloides (5, 38,39,50,58,59). 

Finalmente, es importante señalar que en ocasiones es necesa 

rio formar derivados de las sustancias problema, con el fin de transfor-

marlas en •ustancias mas fSciles de detectar, por ejemplo derivados fluo

re•centes. 
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