3 P 1 ey I
s a . i .
R e /' J
Lol

oIy {niversidad  Nacional

) FACULTAD DE QUIMICA

"ANALISIS DE DROGAS DE ABUSO (BARBITURICOS, ANFETA-
MINAS Y ALCALOIDES) POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ALTA PRESION.”

TRABAJO MONOGRAFICO
MANCOMUNAD O

SUSTENTANTES:

SOLEDAD  MEDINA  GUADARRAMA
ELVIA  ESPINDOLA  ORTIZ

Carrera:  QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

1984



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



I.

II.

III.

Iv.

. CONTENIDO

INTRODUCCION

ANTECECEZNTES

LA TECNZICA DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESION

1. Bases Tedricas

2. Mecanismos de Separacidn de Formas Diferentes de
Cromatograffa Liquida de Alta Presién

a)
b)
c)
d)

Cromatograffa liquido-ligquido o de particidén
Cromatografia de fase-inversa

Cromatografia de intercambio idnico
Cromatografia de exclusidn, de permeacidén o de
filtracién.

3. Instrumentacidén

a)
b)
c)
d)
e)

£)
g)

Recipiente para eluyentes

Bomba

Programador de Eluyentes

Sistema de Inyeccidn

Columna: Empaques, soportes, fases estacionarias
liquidas

Detector, tipos de detectores

Sistema de registro

DROGAS DE ABUSO

1. Qué son las Drogas

2. Clisificacién de las Drogas

3. Propiedades Fisicas y Quimicas (de Barbitiiricos,
Anfetaminas y Alcaldides

4. Propiedades Farmacoldgicas (de Barbitliricos,
Anfetaminas y Alcaléides

5. Accibn Toxicolégica (de Barbitiiricos, Anfetaminas y
Alcazlbides)

Pag.

11
16

16
17
18
19

21

21
22
24
25
26

39
45

47

47
47
47

54

56



VI.

VII.

ANALISIS DE DROGAS DE ABUSO POR CROMATOGRAFIA
ALTA PRESION

1. Barbitlricos
2. Anfetaminas
3. Alcaldides

CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA

LIQUIDA DE

62

82

111

172

175



I. INTRODUCCION

La cromatografia es uno de los métodos modernos de andlisis

que tiene una gran variedad de posibilidades de aplicacidn.

Por medio de la cromatografia 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
mdvil, siendo cada uno de los componentes de la mezcla, selectivamente -

retenidos por la fase estacionaria.

Con respecto al tipo de fendmeno involucrado en la separa---
cidn, la cromatografia se clasifica en cromatografia de adsorcién, croma
tografia de reparto o particién, cromatografia de intercambio iénico, y
en cromatografia de exclusidn o permeacidn en gel; y que a su vez depen-—
derin de la naturaleza de las fases que intervienen. Teniéndose asi di-
ferentes modalidades cromatogrdficas como se observa en el siquiente cua

dro.



CLASIFICACION DE LA CROMATOGRAFIA

N

Fase estacionaria | Fase mévil Modalidad
De adsorcidn Sdlido -- liquido C. columna
C.C.F.
C. liguida de
alta presidn
s61lido -- gas C. gas sdlido
De reparto Liquido -~ gas C. gas liquido
(C.G.L.)
Liquido ~- 1iquido C. columna
C.C.F.
C. papel
C. liquida de
alta presidn
Intercambio Resina de -- liquido C. columna
iénico intercambio C. liquida de
idnico alta presidn
Permeacidn en Gel = 1liquido C. columna '

gel o exclu~-
sidn

C. liquida de
alta presidn




Tanto en la cromatograffa de adsorcién como en la de reparto,
la separacidn tiene lugar cuando los componentes de una mezcla, de natu--
raleza distinta entre si, son retenidos en diferente grado unos con res-

pecto a otros por las fases involucradas.

Ya que la adsorcién es esencialmente un fendmeno de superfi--
cie, el grado de separacidn que se alcance en este caso depende en gran -
parte de la superficie adsorbente que presenten las particulas del sdlido

utilizado como fase estacionaria.

El proceso de reparto significa una distribucidn por solubili
dad, de los solutos en las dos fases y se rige por el valor del coegicieﬂ

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

Cuanto mayor &s la diferencia de los coeficientes de reparto

de los solutos, mayor es el grado de separacidn.

El presente trabajo revisa exhaustivamente lo referente a el
anilisis por Cromatograffa Liquida de Alta Presidn de algunas drogas como:’

barbitliricos, anfetaminas y alcaloides.

Ia H.P.L.C. (High Pressure Liquid Chromatography = Cromato--
grafia Liquida de Alta Presidn, también llamada High Performance Liquid
Chromatography = Cromatografia Liquida de Alta Eficacia) puede ser de re

parto, de’adsorcién, de intercambio idnico y de permeacidn en gel.



II. ANTECEDENTES

Las técnicas analiticas cromatogridficas, como ya se ha sefa-
lado, son diversas. De éstas, las que primeramente se desarrollaron co-
mo la de columna, papel y capa fina, presentan algunas limitaciones para
su ejecucidn e interpretacidén de resultados. Actualmente se han imple--
mentado otras que permiten mayor rapidez y exactitud en su ejecucidn, --
asY como el empleo de pequefias cantidades de muestra; entre ellas est@n

principalmente la cromatografia gas liquide (C.G.L.) y la HPLC.

Una diferencia fundamental entre ellas es que en las primeras
se realizan en condiciones ambientales de temperatura y presidn, lo que
requiere mayor tiempo de operacifn; en tanto que las {iltimas requieren de

temperatura y presidn especificas, que conducen a resultados mAs exactos,

Martin y Syﬁge (1) idearon en 1941 la cromatografia de repar-
to entre dos liquidos, para lo cual utilizaron columnas de gel de silice
como fase estacionaria. Esta cromatografia es muy apropiada para separar
sustancias que tienen diferente solubilidad ante un mismo liquido estacio
nario. Cuanto menor sea esta diferencia, mids dificil serd lograr una bue
na seéaracién; como por ejemplo cuando se trata de separar isémeros es—-

tructurales, asi como compuestos relativamente no polares, etc.

Posteriormente condensen, Gordony Martin (2) describieron la -
cromatografia de reparto sobre papel que permitia la identificaci6n simul

tinea de muestra ante sustancias testigo, asi como el uso de menor canti-



dad de muestra que en la de columna.
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la cromatograffa de reparto en fase gaseosa (C.G.L.) que im-
plica un reparto entre un gas inerte portador y un liquido mantenido so-
bre un soporte sélido 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 cromatografia
de reparto liguido - liquido en columna, pues se comenzd a hacer uso de -

altas presiones para la elucidn asi como de sistemas de deteccifn continua.

De esta manera se establecid la Cromatograffa Liquida de Alta
Presidn, en la que los aparatos empleados para soportar estas presiones =

reguieren de un disefio especial.

En suma, la seleccifn del método cromatogrifico apropiado, pa
ra una determinacidn especifica, se basa en un conocimiento amplio de las
propiedades de la muestra. Por ejemplo los polimeros, los polisaclridos,
las proteinas y otros compuestos de alto peso molecular; se separan con -

cierta facilidad utilizando cromatograffa de exclusién.

Compuestos tales como aminas, 8cidos carboxilicos, aminofci--
dos, alcaloides, fenoles, sulfonamidas, vitaminas solubles en agua, nu--

cleftidos, etc., pueden separarse por cromatograffa de intercambio ifnico.

A su vez, compuestos que tienen peso molecular relativamente

pajo (< 2000) y son no i6nicos, pueden separarse por la cromatograffa de



adsorcifn o por la de reparto, en cualquiera de sus modalidades.

La Cromatograffa Liquida de Alta Presidn es una de las técni
cas actuales mis poderosas para separar y analizar mezclas complejas de -
sustancias. Esto es debido a la variedadidemétodos de separacién que dan

los mecanismos apropiados para el analista, este tipo de técnica.
La HPLC, se ha desarrollado en los {iltimos afios.

Una de las grandes aplicaciones de la HPLC estd en el campo -
de la toxicologfa. Esta técnica no es destructiva para la muestra, lo --
cuél es contrario a la cromatograffa de gas, detector de ionizacibén de --
flama; bermitiéndo asf alta resolucidn cromatogrifica y ficil recupera---
cibn de la muestra, misma que puede ser concentrada para nuevos estudios.
Una gran variedad de compuestos, tales como polares o sustancias no volf
tiles, que causan problemas en cromatografia de gas, por esta técnica -

pueden ser f&cilmente separadas.

Una pequefia cantidad de muestra, en baja concentracibn, asi
como la interferencia de otros compuestos, no presentan gran problema en

esta técnica.

En relacidén a los problemas que se presentan en toxicologia,
sabemos que el cuerﬁo humano metaboliza una droga convirti&ndola sucesi-
vamente en un compuesto mids polar. De tal manera que con HPIC en fase -
inveraa; usando un sistema de elucidn en gradiente, para que haya cambios

de polaridad, ge favorece la separaciSn de los componentes de la muestra



(suero, orina, saliva, liquido cefalorraquideo, etc.),

En relacidén a la quimica forense hay cuatro dreas de andlisis
quimicos que son de importancia. (1) La deteccidn y caracterizacién de
drogas, sus metabolitos y, menos frecuente venenos. (2) Los andlisis -~
comparativos de una variedad de materiales tales como pinturas, vidrios,
suelos, etc., que aparecen como trazas. (3) Los analisis cuantitativos
de alcohol en fluidos bioldgicos. (4) La caracterizacidn de disolven~-

tes, particularmente en ruinas de incendios premeditados.

En lo referente a drogas, por ejemplo, el tamaiio de muestras
puede estar entre intervalos muy amplios desde Kg (e3}., grandes cantida--
des de cannabis, en el transporte de la droga ilicita, 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 mayoria de los casos las muestras son muy pequefias, El desa
fio analitico de la ciencia forense es muy grande y podria ser descrita -

tal vez como inversamente proporcional al tamafio de la muestra,



III. LA TECNICA DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESION

'

Los precursores de la Cromatografia Liguida de Alta Presidn -

son: Hamilton, Kirkland, Huber, Waters, y otros (4).
La técnica ofrece estas ventajas principales;

Selectividad dptima

Tiempo de andlis corto.

Gran sensibilidad, capaz de detectar compuestos en los nive--

les de picomoles y subpicomoles.

Estabilidad, va que la temperatura de operacidn por lo gene
ral es la ambiente; lo cual resulta ideal para compuestos térmicamente -
inestables como lo son los materiales bioldgicos, y algunas drogas, como
las que en este trabajo se investigaron, como la morfina, herofna, LSD,

etc.

Estabilidad, ya que la temperatura de operacidn por lo gene--
ral es la ambiente: 1o cual resulta ideal para compuestos térmicamente -
inestables como lo son los materiales ebiolfgicos, y algunas drogas, como
las que en este trabajo se investigaron, como la morfina, heroina, LSD, -

ete.
Es muy conveniente en el andlisis de compuestos polares.

Purificar cantidades grandes de componentes con presicidn y -

exactitud de 1%,



Las sustancias no tienen que ser volitiles necesariamente. -

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

Determinacién simultanea de diferentes componentes en una --

muestra.

Generalmente se requiere de cantidades pequefias de muestras
para analisis cualitativos y cuantitativos, es asi como para purificacién
por lo que bajas concentraciones, asi como volumen limitado de muestra -

en HPLC no es problema.

Ofrece varios modos de separacidn ya que existen varios tipos

de empagque para columna.

Estasventajas se pueden optimizar variando los siguientes pa-
rametros: tamafio de poro, constitucién qufmica de la superficie del mate
rial de empaque de la columna, caracteristicas del poro, las dimensiones

de la columna, composicidn del eluyente.

Las ventajas mencionadas anteriormente, hacen de la HPLC una
herramienta muy (itil para aplicaciones biomédicas, por ejemplo en separa;
ciones para la identificacidn y cuantificacifn de drogas y metabolitos en
flufdos biolégicos. Aunque los fluidos bioldgicos pueden ser cromatogra-
ffados 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 la hace
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conveniente para el anilisis de compuestos térmicamente l&biles, hidro--

fflicos e hidrofébicos.

Los metabolitos de una droga son mas hidrofilicos que la dro
ga misma, en este casc se escogeria por ejemplo, una fase estacionaria -
hidrofébica, para que los compuestos mis hidrofflicos sean eluidos prime

ro, lo cual permitirfa facil deteccién y cuantificacidn de metabolitos.

En la mayorfa de los casos, el cuerpo metaboliza una droga -
convirtiéndola en un compuesto més polar, por lo que se necesitarfia un -
" sistema de geparacidn cromatogrifico en el que hubiera cambios de pola-
ridad para realizar la cromatograffa, y HPLC tiene para este caso el tipo

de cromatograffa ideal que serfa la de fase inversa.



1. Bases Tedricas

El proceso de separacidn se basa en las diversas interaccio-
nes entre la fase mévil y estacionaria por un lado, y la naturaleza qui-
mica de la molécula del problema, por otro. La naturaleza de la fase md
vil y estacionaria determina por lo tanto, los mecanismos en que se basa

una separacidn cromatogrifica (4).

Los principales factores y variables que involucra una sepa-

racién cromatografica son:

Selectividad, que se da por los valcres de «

Eficacia de separacidn, caracterizada por el nfimero de platos teéri

cos y la altura de ellos.

Una caracteristica cualitativa analitica de una sustancia es el --
tiempo total de retencidn (tr), que caracteriza bajo condiciones --
estandarizadas la separacidn cromatogrifica de una muestra de mane-

ra reproducible.

El tiempo de retencién ajustado (t'r), indica culinto tiempo se que-
da la sustancia en la fase fija, y es la diferencia entre el tiempo

total de retencidn (tr) y el tiempo muerto (tm).

t'r = tr - tm (1)



tm tiempo muerto, indica culnto tiempo necesita una sustancia inerte,
la cual no entra en interaccién con la fase fija para pasar por la -
columna de separacién. De esta forma corresponde con el tiempo que

la sustancia se gueda en la fase mdvil,

Como el tiempo de retencidn depepde de la velocidad de flujo del me-
dio de elucifn, se puede usar los volfmenes de retencién para identi

ficar las sustancias separadas.
El volumen total de retencidn (Vr), es el producto del tiempo total
de retencifn y la velocidad de flujo del eluyente (Fc).

Vr = tr . Fc (2)

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

la fase mbvil Vm, en la columna de separacidn:

Vm = tm . Fc (3)

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

volumen total de retencién y el volumen de la fase mévil:
Vir = Vr - Vm (4)

Si un segundo componente es eluido, despus de un tiempo t_, la sepa

2!

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

cifn, que es el grado de separacidn de dos sustancias.,



5i un segundo componente es eluido, después de un tiempo t la sepa

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

solucién, que es el grado de separacién de dos sustancias.

(tr2 - trl)

R = ——————— ‘5)
(wl + W2)

donde wl Yy w2 es la anchura de los picos medidos en la linea base. -
Picos totalmente aislados se logran con una resolucidn mayor que 1.5

como se indica en la Figura 1.
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Figura 1. Cromatograma tipico y sus principales
variables
Durante el paso por la columna la proporcién de las cantidades de -
una sustancia entre la fase fija y la mdvil es constante, caracter§§
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 estid en relacidén con el coeficiente de distribucién de Nernst
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K, a través de la proporcionalidad de volimenes Vs/Vm,

C Vs
X K. T , (6)
Donde: k' = factor de capacidad
K = coeficiente de distribucidén de Nernst

Vs = volumen de sustancia en la fase estacionaria

Vm = volumen de sustancia en la fase mdvil

La teorfa de la distribucién multiplicativa explica la relacién en-
tre el factor de capacidad k' y los datos de retencidn.
Vr - Vm tr - tm

t
ki = W T tm =%n_£ 7

Factor de separacisn o de selectividad (=). Es la capacidad de una
columna de separar dos o mas sustancias al pasar por ella, por me=-~
dio de diferencias bastante grandes en las interacciones con la fa-

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

1} - - L}
k Vrl Vm trl tm t rl

“=E"‘l=v Vm  tr, - tm & (8)
2 rz m r2 trz

Cuando es igual a 1, no hay resolucién. Un valor grande por ejem~-

plo indica gran selectividad y muy fdcil separacifn. También se de

nomina retencidn relativa.

El factor de capacidad y el de separacién definen un proceso termo-
dinimico, o sea la distribucidén de las sustancias entre la fase mé-

vil, y a esto se le conoce como el niimero de platos tedricos N, que

- 14 -



representa la eficiencia de la columna.
+

=16 (ry2
N = 16 (w ) (9)

Para una columna de longitud L y N platos tedricos, un plato tedrico

tiene la altura téorica H;
L
H = 5 (10)

Las retenciones de los compuestos en el sistema cromatografico, gene
ralmente son expresados en valores de k' y la eficiencia de la colum
na en platos tedricos (N). sSu relacidn con la resolucifn es un valor

practico y estd dado por:

R = —i— (“; IRV it a— (11)

Para una resolucién mixima de dos picos el factor de capacidad k', -

tiene un valor de 2 - 5,

Para la separacidn de dos o mas componentes el valor de k', es ajus~-

tado en el intervalo de 1< k' < 10,



2. Mecanismos de Separacidn de Formas Diferentes de Cromatografia Liqui-
,da de Alta Presidn (5)

Hay cuatro formas de realizar la Cromatografia Liquida de Al-
ta Presidn, cada uno se basa en diferentes mecanismos de separacidon. Me-

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

a) Cromatografia Liquido - Liquido o de Particidn. Aqui el

mecanismo de separacidn se basa en la distinta solubilidad que presentan

las moléculas de la muestra en la fase mdvil y en la fase estacionaria, -
los compuestos mas solubles en la fase estacionaria son selectivamente re
tenidos por ella en tanto que los menos solubles son transportados mas --

rapidamente por la fase mévil.

En este tipo de cromatografia, la fase liquida estacionaria -
que es inmiscible con la fase liquida movil, estad soportada sobre las par
ticulas de un sblido. La fase liquida estacionaria determina fundamental

mente el grado de separacidn.

Este tipo de separacidn es apropiado para la investigacidn de
compuestos moderadamente polares, cuyo peso molecular sea inferior a 1500,

y ho ilonizados.

En el caso ideal, la fase fija estacionaria, es completamente
inmiscible en la fase mdévil, situacidn que casi nunca sucede. Una forma
de resolverlo es saturando la fase mdévil con la fase estacionaria por me-
dio deu na columna que contenga un alto porcentaje de la fase estaciona--
ria. Otra forma es utilizar wateriales que contengan la fase estaciona--

- 16 -



ria quimicamente unida a un soporte, a manera de empaque de la columna,
para asi evitar la pé&rdida de la fase estacionaria y el uso de precolum-

nas para saturar la fase mdvil.

b) Cromatografia de Fase Inversa. Aqui se superponen meca-

nismos de la cromatografia ligquido - liquido, por lo que no es posible -

clasificarla claramente en alguno de éstos procesos de separacién.

Aqui, al contrario que la cromatografia de adsorcién o liqui=-
do - sblido, se emplean fases estacionarias o fases fijas no polares y --

fases mdviles polares.

La separacidn consiste en las fuerzas de atraccidén diferen--
tes seglin Van der Waals entre la fase fija no polar y las moléculas de -
muestra no polares hasta polares. Cuanto mds fuertes son estas interac-
ciones, mds tiempo se quedan los compuestos de &sta fase. Como fase mb-

vil se usan disolventes polares.

Con este método de separacién se logran mejores resultados -

trabajando con elucién en gradiente.

Normalmente se usan como fase mdvil: agua/metanol o aqua/
acetonitrilo; el acetonitrilo tiene la ventaja de poseer una baja viscosi

dad.

Las fases fijas estacionarias se producen por una modifica--
cién quimica del gel de silice, los grupos silanol (Si-OH) son transfor-

mados con clorodimetil n-alquil-silanos, Los compuestos producidos son

- 17 -



guimicamente muy resistentes. La fase ligada cubre la superficie como -
un cepillo, las caracteristicas de esta fase fija o estacionaria son pare
cidas a los s8lidos de la cromatografia de adsorcidn. Los restos alquile

ligados tienen entre dos y dieciocho dtomos de carbono.

Para una cromatograffa en fase inversa satisfactoria, la ioni
zacidn de compuestos idnicos debe ser suprimida; por ejemplo, para compues
tos dcidos y bisicos esto puede lograrse reemplazando el agua de la fase

mdvil por dcido acético acuoso o carbonato de amonio.

La cromatografia en fase-inversa es el método de separacidn -
mds 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 mas tiempo. Sobre todo es un método de se
paracidn de sustancias altamente polares, que solo se disuelven en disol-
ventes polares, como agua, alcohol. Aungue también se pueden separar sus
tancias no polares. ILa universalidad de este sistema de separacién se --

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

cas.

c) Cromatografia de Intercambio Idnico. E1 efecto de separa
cidén se produce por medio de la unién entre los iones de la fase mévil ~--
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 presidn, se han desarrollado -

intercambiadores de iones especiales para HPLC,



Aqui la fase estaclonaria estd dada por una resina de inter--
cambio de iones o partficulas dcidas o bdsicas, en las que su superficie -

sblida estd cubierta con resina liquida de intercambio idnico.

la fase mdvil es generalmente un disolvente polar, semejante

a alcohol o agua.

En la fase mévil se puede variar la fuerza ibnica o el pH, ya

que ambos influyen en la resolucidn,

d) Cromatografia de Exclusidn, de Permeacibén o de Filtracién,

su mecanismo de separacidn depende de el tamafio diferente de las moléculas

de las sustancias analizadas.

La fase fija es un s6lido poroso, con una distribucidn de diid
metro de poro definida (e). vidrios porosos, geles de silice con superfi-

cie desactivada, gel de silice con una base ligafa, por ej.;

SI-CHZ-CH2CH2-O-CH2-CH(OH)-CHZOH, y otros
Como fase m8vil se usan sistemas acuosos y no acuosos. Hay

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

Los poros del empaque de la columna son de tamafio similar al
tamafio de las moléculas de la muestra. Las moléculas pequefias pueden pe-
netrar dichos poros y quedar retenidas, en tanto que las grandes eluyen.

Conviene mencionar que el tiempo de elucidn es proporcional al peso mole-



cular.

Esta técnica es muy aplicada para compuestos de altc peso mo-
lecular, como polimeros, proteinas, polisacadridos, enzimas; pero su reso-

lucidn no es buena y al tiempo de andlisis puede resultar largo.



3. Instrumentacidén

Las partes esenciales de un cromatdgrafo de liquidos de alta

presidn son las siguientes:

(a). Recipiente para eluyentes

(b). Bomba

(¢). Programador de eluyentes

(d). Sistema de inyeccidn

{e). Columna: empaques, soportes, fases estacionarios liquidos
(f). Detector

{(g). Sistema de registro

b ufjm LAA

Figura 2. Cromatdgrafo de Liquidos de Alta Presidn

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

ser de vidrio, acero inoxidable o plistico inerte, con una capacidad entre
1y 3 litros. Casi todos los aparatos existentes en el comercio, ya =~--
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tienen un desgasificador en el recipiente del disolvente, 21 cual es nece
sario para evitar burbujas de aire sobre todo en las fases mdviles pola--
res, en donde hay una marcada tendencia del oxiéeno Yy otrcs gases a disol
verse en el disolvente. Estas burbujas pueden afectar seriamente el fun-
cionamiento del detector y de la columna y'bor tanto a la determinacidn.
La desgasificacién_se hace calentando el disolvente o bien por desplaza--
miento con gases como helio, nitrdgeno, o alglin otro gas menos soluble e

inerte. Tambi&n se emplea ultrasonido.

(b). Bomba. El sistema de transporte de la fase mdvil es una
parte muy importante de cada cromatdgrafo, y en el caso de los cromatdgra-
fos de ltiidos de alta presidn se usan empaques de columnas de particulas
muy peéueﬁas, lo cual hace que haya una gran resistencia al flujo de la -
fase movil. Por esta razén se requiere de un sistema de bombeo que haga
fluir la fase mdvil a una velocidad razonable, ya que de lo contrario los

andlisis serian excesivamente lentos.

Un sistema de bombeo debe cumplir con &stos aspectos esencia-

les:

Presién maxima de operacidn

Intervalo de voliimenes obtenibles
Reproducibilidad y constancia de flujo
Caracteristicas del flujo

Resistencia a liquidos corrosivos

Facilidad de efectuar cambios de fase mdvil, asi como de la

limpieza del sistema.



Con base en las caracteristicas de funcionamiento y disefio, -

existen dos tipos de bombas:

- Bombas mecinicas

- Bombas neumiticas’

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

pistbn o diafragma), y bombas de desplazamiento continuo.

Las bombas reciprocas. Son las que desplazan flujos de volu-

men constante en forma no continua, sinc mas bien pulsante. La presidn -
méxima que se puede alcanzar es aproximadamente 200 atm, aunque esto pue~

de variar seg@n el disefio.

Bombas de desplazamiento continuo. Conocidas también como bom

bas de émbolo o de tipo jeringa; son aquellas en que un émbolo o pistén =
es desplazadb en forma continua y uniforme por un motor de precisifn, com
pitiendo el lfquido contenido en una cmara de un cierto volumen, en segui
da el lfquido fluye a través de una abertura en la misma clmara obtenién-
dose as{ un flujo de volumen constante que puede variar segiin se desplace

el émbolo a mayor o menor velocidad.

Bombas neumdticas. En este sistema de bombeo el liquido es -

desplazado mediante la presidén ejercida por un gas inerte a alta presién,
ya sea en forma directa sobre el 1fquido o bién sobre el recipiente com-~
primible que lo contiene. La presifn obtenible es limitada por la presién

del gas asi como del material de fabricacibén del sistema, Las velocida-~-



des del flujo obtenidas estdn libres de pulsaciones y son de presién cons
tante, lo cual significa que si la caida de presidn de la columna cambia,
el flujo también cambiard. Las desventajas de estas bombas son capacidad
limitada en el volumen total que pueden bombear, y la difusidn que presen
ta el gas en el liquido;esto dltimo se puede resolver utilizando alglin --
tipo de interfase entre el liquido y gas, para evitar el contacto directo
entre ellos, o desechando las {iltimas porciones de 1lfquido que han sido -

saturadas por el gas.

Para cualquier tipo de bomba utilizado, es conveniente colo--
car un filtro entre la bomba y 1la cémara.de inyeccidn para evitar que par
ticulas extrahas interfieran en el sistema, este filtro . debe tener la ca-
pacidad de retener las particulas extrafias sin producir una caida de pre-
5ién excesiva., Al utilizar bombas que desplazan flujos de volumen cons=-
tante, se recomienda usar una vilvula o sello de seguridad que libere la
presidn del sistema cuando alcance un lfmite superior al normal, Esto --
podria suceder si por alguna razén el sistema se bloquea y la bomba conti

nlla desplazando el mismo volumen e incrementando continuamente la presidn.

¢). Programador de eluyentes. En la ¢romatografia de Liqui--

dos de Alta Presidn tiene mucha importancia el cambio de la composicién -
del eluyente o fase mdvil, durante el analisis (elucidn en gradiente). --
Con este método se puede redisolver en una sola separacifn composiciones
muy complejas de sustancias sumamente polares como no polares. Por lo =--
general se utilizan dos disolventes de diferente polaridad y se varfa el

porcentaje del disolvente mds polar en la mezcla binaria.

- 24 -



Con elucifn en gradiente los anflisis son mis répidos, mejo-

res separaciones, mayor simetrfa en los picos, mejor detectabiligdad.

La formacidn en gradiente se hace, o en el lado de la baja
presién en cémara de mezcla, o en el lado de alta presién, aplicando una

segunda bomba,

Este sistema no tiene limitaciones en cuanto a disolventes
y garantiza una interfase minima entre cémaras de mezcla y columna de se-

paracidn como un flujo continuo sin sefiales.

Por otra parte sus desventajas son; diffciles de efectuar =
en cromatograffa lfquido -~ lfiquido, necesidad de regenerar la columna, in

compatibilidad con el detector en algunos casos.

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

plejo que puede resultar tan costoso como el instrumento mismo,

d) Sistema de inyeccién, Esta parte del instrumento exige -~

cuidadoso disefio, puesto que debe resistir altas presiohes, tener un volu
men pequefioc y sus cavidades deben ser bien barridas por la fase mévil. -
Aquf en estas clmaras es donde se introduce la muestra gque luego es arras
trada a la columna, Existen tres diferentes formas o modos de introducir
la muestra; por medio de jeringas de alta bresi&n, por medio de valvulas

inyectoras, y suspendiendo el flujo moment&neamente,

S$i la inyeccidn se hace por medio de jeringa, se requiere gque

la presidn sea menor a 100 atm.; aguf la muestra se introduce perforando -
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con la aguja de la jeringa, un disco o sello de £ef16n, que es capaz de
resistir altas presiones y la accidn disolvente de la fase mdvil. Si se
opera a presiones mayores de 100 atm., se utilizan vdlvulas inyectoras,
si se carece de.este tipo de valvulas, se puede recurrir a la t&cnica de
suspensién del flujo, que consiste en interrumpir la presién parando la
bomba, se espera que el flujo cese antes de perforar el sello al introdu
cir la muestra, en sequida se restablece el flujo. Con este tipo de in-
yeccidn no hay pérdida de eficiencia en la separacin, ya que las veloci

dades de difusién en l{quidos son muy bajas.

e) Columna. La eleccidn correcta de la columna de separa--
cidn asf{ como de la fase estacionaria, es la parte mis importante para -

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

Bdsicamente la columna consiste en un segmento de tubo de --
material inerte, de didmetro uniforme y capaz de resistir altas presiones.
Se ha visto que el material ideal para la columna es el de acexo inoxida
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 columnas de acero son relativamente resistentes
a la corrosibn, y se pueden utilizar con cualquier presién, la condicidn
para resultados reproducibles es que sus paredes internas estén finamen--

te pulidas.

Las columnas de cobre se trabajan fScilmente, pero son mis -
sensibles a la corrosién, ademids se observa con frecuencia efectos cata-
1fticos. lLas columnas de téntalo son las mds inertes, siendo equivalentes
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en muchos casos a las de vidrio, pero su desventaja es la dureza del mate

rial, el cual es muy diffcil de trabajar, por lo que resulta ademis muy

costoso.

La longitud de la columna varia entre 15 cm y varios metros y
el didmetro entre 2 y 3 mm, la capacidad de la columna depende de su lon-

gitud, difimetro 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 anflisis, se deben de utilizar colum
nas con materiales de mayor capacidad. Estas columnas efectflan la separa

cidn méis lenta y con una eficiencia menor.

Normalmente las columnas son de forma recta, se cierran de am
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 sf o bién
columnas enrclladas o en forma de U, L, S, u 8, estas Giltimas formas faci
litan el control de la temperatura. En todo caso, recufrdese que cualquier
estrangulamiento de la columna provocard una gran pérdida en la eficiencia

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

disminuye el difimetro de la columna.

Los materiales de empaque o fase estacionaria de la Cromato-

graffa de Liquidos de Alta Presién. La condicién qufmica de las partfcu--

las es variable, para poder lograr una seleccifn variable. El1 tamafio de -



las particulas oscila entre 5 y 50 um. Las particulas usadas hoy en Cro-
matografia de Liquidos de Alta Presidn se dividen en dos clases: Los com
pletamente porosas vy las de capa fina, llamados también adsorbentes pecu-
liares, de porosidad superficial o de centro s6lido. A la primera clase

pertenecen: dxido de aluminio, gel de silice y alimina principalmente.

Estas particulas tienen una superificie especifica grande de 50 a 500 mz/g
y un gran volumen de porxo de 0.2 a 2 ml/g, estas caracteristicas importan

tes para la cromatografia las pueden variar los fabricantes.

Las particulas de capa fina tienen un niicleo duro e inerte, -
esféricas generalmente vitreas, no porosas, cubiertas con una capa fina -
porosa y activa como gel de silice o alfimina, el espesor de esta capa es

de 1 a 3 mu,

Los materiales peculiares tienen superficies especificas meno

2
res entre 1 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 eleccién del material depende de las propiedades f{sico-
qufmicas de las sustancias por analizar y asi se determina el mé&todo de -

separacién cromatografico.



El siguiente cuadro esquematiza la seleccibn de la fase esta

cionaria (4).

LIPOFILICO 1 PERMEACION
EN GEL

PESO MOLECULAR
MAYOR DE 2000

HIDROFILICO PERMEACION

EN GEL
~| ADSORCION
DEBILMENTE
POLAR -
- FASE INVERSA
H LIPOFILICO | PARTICION
H FASE INVERSA
PARTICION
|| porar
FASE POLAR
| | L1GADA '
PESO MOLECULAR |-
MENOR DE 2000 FASE INVERSA
FASE POLAR
NO IONICO LIGADA
|| HIDROFILICO INTERCAMBIO
IONICO
IONICO |
FASE INVERSA




La seleccidn de un disolvente o uné mezcla de ellos no es la
borioso, ya que &stos poseen propiedades elutrdpicas ademds de que se --
pueden hacer pruebas preeliminares en cromatograffa en capa fina para eli
minar rapidamente disolventes no practicos. La solubilidad aqui 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 mds alta que la del disol
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 rapidas, porque da alta velocidad --
del flujo y genera alta presidn, por ej. acetonitrilo es menos viscoso que

metanol.

Empaques enlazados tienen un limite de estabilidad quimico y
en esencial asegurar que el pH y la actividad hidrolftica 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 alif&ticos las primeras, mientras que las segundas son esta
bles a alcoholes y pueden ser usadas excesivamente en un moderado inter--

valo de pH.
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El uso de disolventes puros es importante en los procesos --
cromatogrdficos, ya que pueden existir por ejemplo impurezas en disolven-

tes no polares.

En lo que atafie a las caracteristicas que debe presentar toda

fase mévil para ser itil en cromatografia liquida 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 mdvil para que
pueda ser transportada a través de la columna. Cuando se introducen mues
tras en disolucidn, puede ocurrir precipitacién de la muestra dentro de =
la camara de inyeccifn o en la columna si el disolvente de la muestra y =

la fase mdvil son muy diferentes en polaridad.

Esto causaria pérdidas de resolucidn en la separacidn y por

lo tanto ambos se deben de seleccionar con cuidado.

La baja viscosidad de la fase movil es muy importante en la -
eficiencia de la separacidn, ya que la viscosidad influye en el efecto de

transferencia de masa entre la fase mdvil y la fase estacionaria.

La fase mdvii debe ser compatible con el detector empleado, -
lo cual es particularmente importante en el caso de programaciones de la

fase mdvil, puesto que el cambio de composicifn de esta puede afectar. el
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funcionamiento del detector,

La composicién fptima de la fase mSyil es cuando se tienen -~

pequefiog factores de capacidad y altos coeficientes de selectividad,

Como fase m&vil o eluyente se usan liguidos de polaridades di
versas. Los disolventes usados con mds frecuencia se citan a continua---
cion: Agua, hexano, metanol, etanol, benceno, ciclohexano, acetonitrilo,
dcido acético, tetrahidrofurano, dietil-alil-&ter, cloruro de metileno, -

tetracloruro de carbono,

En la Tabla 1 se da una lista mas extensa de eluyentes y sus

propiedades cromatogrificas m&s importantes:



PROPIEDADES CROMATOGRAFIAS DE LOS ELUYENTES (6)

TABLA 1

Disolvente E?(Alzoa) Viscosidad I.R. Limite de.
(cP, 20°) Indice de transparenciyj
refraccidn en U.V,
(n.m.)
&luoroalcanog 0.25 1.25 210
n-Pentano 0.00 0.23 1.358 210
Isooctano 0.01 0.54 1.404 210
Eter de petrdleo 0.01 0.3 210
Skellysolve B., etc. ,
n~Decano 0.04 0.92 1.412 210
Ciclohexano 0.04 1.00 1.427 210
Ciclopentano 0.05 0.47 1.406 210
Diisobutileno 0.06 1.411
1-Pentano 0.08 1.371
Disulfito de carbono 0.15 0.37 1.626 389
Tetracloruro de ‘
carbono 0.18 0.97 1.466 265
Cloruro de amilo 0.26 0.43 1.413 225
Xileno 0.26 0.62-0.81 1.50 290
1-Propil éter 0.28 0.37 1.368 220
1-Propil cloruro 0.29 0.33 1.378 225
Tolueno 0.29 0.59 1.496 285
loruro de n~propilo 0.30 0.35 1.389 225
Clorobenceno 0.30 0.80 1.525 '
Benceno 0.32 0.65 1.501 280
romuro de etilo 0.37 0.41 1.424
til éter 0.38 0.23 1.353 220
sulfito de etilo  0.38 0.45 1.442 290
Cloroformo 0.40 0.57 1.443 245
Cloruro de metileno 0.42 0.44 1.424 245
Metil-i-butilcetona 0.51 0.43 1.381 330
fetrahidrofurano 0.45 1.408 220
pDicloruro de
etileno 0.49 0.79 1.445 - 230
etiletilcetona 0.51 1.381 330
1-Nitropropano 0.53 1.400 380
cetona 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 amflico 0.61 4.1 1.410 210




TABLA 1

(continuacidn)
Disolvente E°(A1203) Viscosidad I.R. trﬁ;glte de'
v indice de parencia
refraccidn en U.V,
{(n.m.}
Dimetil sulféxido 0.62 2.24 1.477
Anilina ' 0.62 4.4 1.586
ietil amina 0.63 Q.38 1.387 275
Eitrometano 0.64 0.67 1.394 380
cetonitrilo 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
tanol 0.88 1.20 1.361 210
etanol 0.95 0.60 1.329 210
tilenglicol 1.11 19.8 1.427 210
cido acético grande 1.26 1.372
gua muy grande 1.00 1.333

En la Tabla 2 se citan algunos de los soportes mis comunes -
gue se emplean para empacar columnas de Cromatografia de Liquidos de Al-

ta Presién.y también en la Tabla 3.
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TABLA 2

SOPORTES CROMATOGRAFICOS (6)

, Superficie Tamafio de Forma Suministro
Tipo Nombre Uso area m%/g partfcula
(1)
Poroso
Silica Porasil A LSC,LLC 350 ~ 500 37 - 125 S 13
Silica Poracil B GPC 125 ~ 250 37 - 125 S 13
Silica Porasil C. GPC 50 ~ 100 37 - 125 s 13
Silica Porasil D GPC 25 - 45 37 - 125 s 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 11
. |silica Spherosil XOA 200 GPC 125 ~ 250 37 - 150 S 11
Silica Spherosil XOB 075 GPC 50 ~ 100 37 - 150 s 11
Silica Spherosil X0B 030 GPC 25 45 37 - 150 5 11
Silica Spherosil X0B 015 GPC 10 ~ 20 37 ~ 150 s 11
Silica Spherosil XOC 005 GPC 2 6 37 - 150 S 11
Silica Biosil A LSC,LIC 200+ 20 - 40 1 2
Silica Sil-xX Lsc 300 36 ~ 45 1 14
Silica LIchrosorb LSC,LLC 200+ 5 - 30 1 5,6,12
Silica Zorbax-Sil LSC,LIC 250 -~ 350 10 S 3
Alumina Woelm LSC,LIC 200+ i8 - 30 1 13
Alumina Bio-Rad AG LSC,LIC 200+ 74 1 2
Tierra
diato-
LIC 1 - 10 50 1 1,12,8
Tierra
diato~-
Diachrom , LLC 10 37 -~ 44 1 1,8
Fase
enlazada Durapak OPN BPC 50 35~ 75 ] 13
Fase
enlazada Durapak Carbowax BPC 50 35 - 175 ] 13
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TABLA 2

(continuacidn)
Superficie Tamafio de -
Tipo Nombre Uso irea m2/g particula Forma Suministro
(u)
Fase enla
zada  Durapak n-octano BPC 50 75 -~ 125 S 13
Pelicular
Silica Zipaz LLC 1 25 - 44 S 3
Silica Liqua-Chrom LLC 10 44 -~ 53 1 1
Silica Corasil 1 LSC,LLC 7 37 - 50 5 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 [ 9
Silica Pellosil HC LSC,LLC 8 37 - 44 S 9
Silica Perisorb A LSC,LLC 10 30 - 40 S 5,6,12
Alumina Pellumina HC LSC,LLC 4 37 - 44 ] 9
Alumina Pellumina HC LSC,LLC 8 37 - 44 ] 9
Poliamida Pellidon LLC I 55 - 65 S 9
Poliamida 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 Cle/
zada Corasil BPC 7 - 14 37 - 50 ] 12
Fase enla Phenil/corasil BPC 7 ~ 14 37 - 50 S 2
zada
Fase enla Ax/Corasil BPC 7 - 14 37 - 50 ] 2
zada
Fase enla Permaphase ETH BEC I 37 - 44 S 3
zada
ase enla Permaphase ODS BPC I 37 - 44 s 3
rzada =

I = Irregular S = Esférica




TABLA 3

OTROS SOPORTES CROMATOGRAFICOS (6)

Y
Poroso
Intercambio de Anién Aminex Al4 —NRZ SB 3400 7 - 23
Intercambio de Anién Aminex A25 -NRE SB 3200 17.5 + 2
Intercambio de Anidn Aminex A27 -NRT SB 3200 12 - 15
Intercambio de Anién  Aminex A28 —NRﬁ SB 3200 7 -1
Intercambio de Anidn Durrum DA-X8 -NrY SB " 4000 20 + 5
Intercambio de Anién Durrum DA-X8A —NRf SB 4000 8 + 2
Intercambio de Anidn Durrum DA-X4' —NRZ SB 2000 20 #
Intercambio de Anién Durrum DA-X2 -NR} SB 2000 20+
Intercambio de Catidn Aminex A4 -S0,H SA 5000 16 - 24
Intercambio de Catidn Aminex A5 —SO3H SA 5000 13+ 2
Intercambio de Catidn Aminex A6 -SOBH SA 5000 17.5+ 2
Intercambio de Catidn Aminex A7 —SO3H sA 5000 7 -1
Intercambio de Catidn  Durrum DC1A -SO_H SA 5000 18 + 3
Intercambio de Catidn Durrum DC2A -SO3H SA 5000 12+ 3
Intercambio de Catidén Durrum DC4A -S0,H sa 5000 8 + 2
Intercambio de Catidn Beckman AA-15 -S0_H SA 3000 22 + 6
Intercambio de Catién Beckman PA-28 —803H SA 5000 16
Intercambio de Catidn Beckman PA-35 -S0H SA 5000 13
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TABLA 3

(continuacién)

Tipo Nombre fuxfz:z?\al Fuerza E:igsi:x:gi:e :::::?:ug:
hPellicular
Intercambio de Anidn Pelicular Anién -NR: SB 10 40
Intercambio de Anidn AS-Pellionex~SAX -NRZ SB 100 44 53
Intercambio de Anidn Vydac Anién -NRI SB 12 25 37
Intercambio de Anidn Vydac Anidn -NRZ SB 100 30 44
Intercambio de Anidn Zipax SAX -NRZ SB 12 25 37
Intercambio de Anién Zipax WAX —NR2 WB 12 25 37
Intercambio de Catidén Pellicular Catidn ~S0,H SA 10 40
Intercambio de Catién HS-Pellionex SCX —SO3H SA 8 - 10 44 53
Intercambio de Catién HS~Pellionex SCS -SO.H SA 60 44 53
Intercambio de Catidn Vydac Catidn -So;H SA 100 30 44
Intercambio de Catién Zipax SCX -SO3H SA 3.2 25 37

SA = Acido fuerte

SB = Base fuerte

WB = Base débil




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

dican con la ayuda de un sistema detectox.;.

Por mucho tiempo la HPLC se ha visto obstaculizada por la fal
ta de un detector adecuado, ya que su disefio no es fﬁcil y ha requerido =

de una tecnologia avanzada.

El detector tiene por objeto originar una sefial proporcional
a la concentracidn en la fase mSvil de la muestra, a medida que esta sale
por la columna, por medio de mediciones continuas de una magnitud fisica --
para las sustancias contenidas en el eluyente. Por desgracia, la mayorfa
de las propiedades de la muestra que pudieran medirse son muy similares -
en magnitud y caracterfsticas a las del disolvente o fase mfvil, dificul-

tando as{ el procesoc de deteccién.

Este groblema puede resolverse por dos formas; una consiste en ~-
eliminar el disolvente, antes del proceso de detecciSn, y la otra en me--
dir alguna propiedad de la solucién que contiene la muestra, y de algﬁna
forma, restar a la propiedad medida la cantidad correspondiente al disol-
vente. Esto pricticamente no es ficil de hacer, ya que por lograr una --
alta sensibilidad se deben controlar ademfs par&metros de operacién sus--
ceétibles de influenciar dichas propiedades de la solucién y del disolven
te, aquf también se requiere un control cuidadoso de la velocidad de flu-

jo y de la temperatura.

Para considerar un detector en t&rminos de su aplicacién a un

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

- Respuesta. Esta puede ser universal o seléctiva, es universal si
el detector es capaz de trabajar con todo tipo de muestras, y selec
tivo solo con muestras especificas. En general son mis deseables -
los detectores universales, los selectivos suelen ser mis sensibles,

ya que detectan ciertos componentes a muy bajas concentraciones.

- Sensibilidad. La sensibilidad en un detector es la razdn entre la
senal generada y la cantidad de muestra que produce dicha sedal. -
Este es un término relativo, ya que a partir de un mismo detector,
la sefial obtenida puede ser muy diferente para diversas muestras.
Ademds nos da una idea clara de la cantidad minima detectable, ya
que puede estar severamente limitada por el nivel de ruido del ins

trumento.

- Ruido. Es la variacidén en la sefial del instruﬁento, qgue no se -~
atribuye a la muestra, y que puede ser atribuida a fallas electré
nicas, variaciones de flujo o temperatura, fluctuaciones en el vol
taje, burbujas de aire atrapadas en el detector, etc. La cantidad
minima detectable es la cantidad de muestra que produce una sefial
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

dtil, como uno menos sensible pero con un nivel de ruido mis bajo.

- Linearidad. Para utilizar la sefial generada por el detector como
una medida cuantitativa, ésta sefial debe guardar una relacién li--

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

’ [y

El intervalo lineal de un detector, se define como la razdn entre
las concentraciones méximas y minimas respecto a las cuales la -~
respuesta del detector es lineal. Para obtener resultados cuanti
tativos se recurre a grdficas de calibracién, que representan la

sefial en funcidn de la concentracifn en el intervalo de concentra

ciones en que la respuesta del detector es lineal.

Estabilidad. Un buen detector debe ser insensible a los cambios
de temperatura y a la variacién de flujo, y a la vez ser compati-

ble con programaciones de fase movil.
Un detector ideal cumple con las siquientes caracteristicas:

Bajo limite de comprobacién, expresado en la concentracién, normal

mente expresado como la doble desviacidén esténdar.

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

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

centracién en el disolvente.

Poca desviacién, o sea constancia de los valores medidos proporcio

nales a la concentracién, sumamente importante para la precisisn -

en mediciones en serie.

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

cién en gradiente). Un detector colocado a la salida de la colum-
na, proporciona un registro contfnuo del lfquido que sale, lo que
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permite obtener un cromatograma similar a los obtenidos en cromato

grafia de gases.

Tipos de Detectores

La Cromatografia de LiIquidos de Alta Presidn 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 absorcidn de la
luz por parte de la muestra al pasar a través de ella un haz de luz

monocromdtica ultravioleta.

Aqui se detectaridn solo los compuestos que absorben luz en el Smbi-

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 fotdmetro, sera muy
ficil efectuar programaciones de fase mévil, actualmente este es -
el detector mds sensible en HPLC; en condiciones dptimas se pueden
obtener sensibilidades de hastalo.oos unidades de absorbancia, y si
el compuesto absorbe intensamente en el ultravioleta, es posible --
detectar cantidades de muestra del orden 2 nanogramos, como es el -

caso de la mayorfa de compuestos biol8gicos, asi como en las drogas.

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

onda de 254 o 280 nm, utilizando como fuente de luz ultravioleta -
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una limpara de mercuric de baja presifn.

Detector de indice de Refraccién, Mide la diferencia entre los -

indices de refraccidn del disolvente purc y de la solucién de la
muestra que sale de la columna; detectindose de esta manera cual-
quier cambio en la composic&én de la fase mdvil. La respuesta de
este detector es universal y su sensibilidad es mode;ada, por lo

general del orden de microgramos o partes por millén,

Debido a la respuesta universal, es muy dif%cil efectuar programa
ciones de la fase mbvil con este detector, que ademis es sensible
a las variaciones de flujo y temperatura. Por ejemplo para poder
observar diferencias en el fndice de refraccién del orden de ==
1 x 10 unidades se requiere un control de la temperatura de + --

0.0001°C.

Hay dos modelos diferentes de este tipo de detector: Uno de ellos
llamado refractémetro de desviacifn, basada en el desplazamientb -
Sptico de un rayo de luz, que es proporcional a la diferencia del

indice de refraccidn de dos ligquidos. El otro refractémetro se --
basa en el brincipio de Fresnel, segin el cual en la interfase en-
tre la érisma de vidrio y alglin liquido, la cantidad de luz trans-
mitida y reflejada es proporcional a el angulo de incidencia de la

luz y al fndice de refraccifn del liquido,

Los dos refractOmetros miden cambios en el indice de refraccién de

hasta 10 unidades, el refractfmetro de desviacidn es menos sensible

- 43 -



a los éambios de temperatura y es mis compatible con la programa-~
cifn de la fase mdvil, tiene uﬁ intervalo lineal menor, es muy --
sensible a las vibraciones o movimientos del instrumento, sus cel
das son tan pequefias como las del refractSmetro de Fresnel, pero
este se considera mis sensible vy menos adecuado para programaciones
de fase movil, es mds sensible a los cambios de temperatura y, es
necesaric ademis intercambiar prismas para abarcar por completo -

el intervalo de indices de refraccidn.

Los detectores de Indice de refraccidn son de respuesta universal,
requieren compensacifn por el disolvente, que es moderadamente --
sensible, no destruye la muestra, su estabilidad es buena, la se-
fial que genera puede ser positiva o negativa, segiin el Indice de

refraceidn de la solucibn que contiene la muestra sea mayor o me--

nor que el indice de refraccién del disolvente.

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

cibn es especifica, es también un detector muy selectivo, muy po-

cogs compuestos de interés clfnico son naturalmente fluorescentes.

Este sistema de deteccidn fluorométrica, es muy adecuada para ana
lizar muestras muy pequefias, o en casos que se tenga que buscar -
muy bajos niveles de alglin compuesto que podrfa ser LSD (el cual
presenta fluorescencia natural), pueden hacerse fluorescentes

por derivacién con reactivos fluorescentes.



- Detector de Polarografia. Este detector es muy usado para compues

tos que pueden ser oxidados o reducidos electroquimicamente. La

sensibilidad de este detector depende de la velocidad de flujo, -
coeficiente de difusifn del compuesto, asi como de su valencia --
electroquimica. Para el funcionamiento del detector mdvil debe --
tener suficiente conductividad. Se reportan pocas aplicaciones, =

con detecciones en los niveles de picogramos.

-~ petector de Ionizacién de Flama., Por medic de un sistema de alam-

brxes, el disolvente es evaporado, y transferido al compuesto o so=-
luto a una cimara de combustidn donde es convertido catalf{ticamen-
te a metano, el cual es detectado por ionizacién de flama. La res
éuesta del detector es directamente proporcional al contenidc de =~
caxbono; su sensibilidad es‘comparable a la del detector de fndice

de refraccidn.

- Detector de captura de Electrones. Es ideal para compuestos que =

contienen grupos que presentan fuerte atraccién electrdnica; como

por ejemplo pesticidas policlorades.

Se utilizan también entre otros detectores, el de infrarrojo, el -
de conductividad térmica, el de egpectrometr{a de masas y el radio

éu!mico.

g). Sistema de Registro. Su funcién es representar gr&fica-

. mente la sefial dada por el detector. Por 1o general se utilizan registra

dores potenciométricos de 1 a 10 MV. Es deseable que se registre la res-
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gistre la respuesta rapida de la pluma y que la velocidad del papel sea -

variable.

Ademds de las partes esenciales descritas anteriormente, el -
cromatSgrato de liquidos de alta presién puede contener los siguientes --

accesorios:

Un segundo recipiente, {itil en los casos que se requiera pro-
gramar la fase mdvil, con lo cual como ya se ha mencionado, se logran sepa
raciones mis exactas, y se disminuye el tiempo de anilisis; este acceso--
. rio es semejante al §rogramador de temperaturas en el cromatSgrafo de ga-
ses. Un modular de la fase mSvil u otra bomba, ademis se puede adicionar
al aéarato una frea termogtitica paré controlar la temperatura, (itil en -
los casos que por ejemplo la temperatura de la columna : necesite no ser
superior a + 20°C o en la cromatograffa 1fquidc - 1fquido en la que se --
requiere un control mis refinado de la temperatura. En los casos en que
se trabaja a temperaturas superiores a la temperatura ambiente, se.utili-

zan bafios de agua, etilenglicol, etc., o bien hornos de tipo elé&ctrico.

El control de la temperatura del detector, depende del detec
tos usado,- ya que muchos no lo requieren, mientras que otros necesitan un
control sumamente minucioso. Un recolector de fracciones, este puede ser
automftico o manual, este accesorio es {itil en trabajos preparativos. Un

ﬁmgrmdor © medidor de la fase mdvil.



IV. DROGAS DE ABUSQ

1. pué son las Drogas

Son compuestos naturales o sinté@ticos, no necesariamente medi

camentosos, de diversos grupos quimicos (7).

Se dice que una droga es de "abuso" cuando su uso es excesivo,
ya sea en forma persistente o esporadica, generalmente sin relacién con la

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

2. Clasificacibén de las Drogas

Las drogas generalmente se clasifican como se sefiala en la ---

Tabla 4.

En este trabajo se revisa 3 tipos de drogas: Barbitdricos, -
Anfetaminas y Alcaloides del Opio. Se revisa sus propiedades fisicas, qui
micas y toxicolSgicas; asi como técnicas de HPLC por medio de las cuales -
pueden determinarse .cualitativa y cuantitativamente. Se revisdé la biblio
grafia comprendida entre 1960 a la fecha, encontrindose informacién rela--

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

3. Propiedades Fisicas y Quimicas
a) Barbitdricos.

Introducidos en el uso terapefitico en 1903 por Fischer y Von -
Mering. Utilizados adecuadamente son medicamentos muy eficaces y sequros.
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Estupefacientes <

Psicotrdpicos

Sustancias
volatiles
inhalables

<

TABLA 4

CLASIFICACION DE LAS DROGAS

Morfina

aturales -
N Codeina

Derivados
del Opio Sintéticos Heroina

Pentazocina

P %:Barbitﬁricos
Hipnoticos

Metacualona

Meprobramato

Psicolépticos Ansioliticos ;
Benzodiazepina

Fenotiacinas
Butirofenonal

Neurolépticos oo
Reserpinicos

Tioxantenos

I

Anfetaminas

Psicoestimulantes -
Cafeina

Psicoanalép- S
ticos Imao

Triciclicas

Antidepresivos {

l-I..SD
Psilocibina
Mezcalina
Tetrahidrocanna-
binol
_Psilocina

Psicodislépticos <

Se refieren a diversos gases y liguidos orgénicos muy
voldtiles incluyendo colasaromiticas, adelgazadores de

<4 pinturas (thinners), gasolina, algunos anestésicos y -

nitrito de amilo entre otros.



Aunque los barbitiiricos causan h8bito y puede incluso originar toxicoma-

-

nla -

Son &cidos débiles, que atraviezan las membranas bioldgicas -

en forma no disociada por su solubilidad en los lipidos.

La combinacién de urea y 8cido maldénico es la malonil urea o

dcido barbitlirico, del cual se deriva toda la serie de los barbitfricos.

H Q H (o}
| 4 U |
N-H HO - ¢ N-C
) s S ,H ' \ B
0=¢C + C\ 0=C C +2H20
SN H Ve H N\ /\H
- N-C
) HO-C\ ' i
H Yo H O
Urea Ac. maldnico Ac. barbitlirico
(2,4,6-Trioxohexahidropiri=-
midina)

La mayor parte de los barbitdricos Gtiles en clinica se ob--

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

Los barbitliricos usados en terapeiitica tradicionalmente se -
clasifican segiin su duraciSn de accidn, a base de experimentos en anima-
les; éor lo tanto la literatura farmacoldgica describe barbitfiricos de -
accidén ultracorta, corta, intermedia y prolongada. Pero la experiencia
ha demostrado que esta clasificacidn es algo equivoca. Estd justificado
pensar que los barbitdiricos pueden clasificarse simplemente segiin sus =--
indicaciones terapeiiticas, en barbitliricos sedantes, hipnSticos y anes--

tésicos.



Las variaciones de absorcidn, distribucidn, fijacién proteini
ca, rapidez de desintegracién proteinica, desintegracidn metabSlica, loca
lizaéi6n tisular, duracifn de accidn y eliminacidn renal, guardan buena -
correlacién con la solubilidad lipidica del derivado no disociado del &ci
do barbitlrico. Los anestésicos intravenosocs de accibn ultrarr&pida son
muy solubles en los lipidos; los hipnéticos de accién corta intermedia, -

asi como los de accidn prolongada como el fenobarbital y barbital son poco

solubles en los lipidos.
b) Anfetaminas.

La anfetamina es un liquido mbvil de ligero olor caracteristi
co, sabor acre, ficilmente voldtil a temperatura ambiente, ligeramente so
luble en alcohol, éter, cloroformo y en 8cidos dilufdos; la densidad osci

*la entre 0.930 y 0,935 a 20°C,

En soluciones acuosas es alcalina, expuesta al aire absorbe -

didxido de carbono.

La forma racémica se conoce como anfetamina y el isSmero dex-
trégiro como dextroanfetamina, este (iltimo es un estimulante muy poderoso
del sistema nervioso central; el isfmero lev8giro tiene una accién vaso--

presora mayor.

OOy - - oy
N,

Anfetamina
(1-fenil-2-aminopropano)
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c)., Alcaloides del Opio

El opio es el ldtex seco de las cdpsulas inmaduras de la Papaver

somniferum Linn, familia de las papavericeas.

Contiene unos 25 alcaloides diferentes, que se encuentran en
combinacidn con el dcido mecénico, el cual esta presente en aproximadamen
4 Otros constituyentes son: pequefias cantidades de -

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

te un 5%.y con HZSO

los alcaloides presentes en mayor cantidad en el opio son: -~-
morfina del 10 al 20%, codeina (metil morfina) del 0.3% al 4%, narcotina

del 2 al 8%, tebaina del 0.2 al 0.5%.

El opio no tiene rival como analgésico-narcGtico, administrdn
dose frecuentemente para calmar la excitacidn y aliviar el dolor, Su ac=-

cifén es debida principalmente a la morfina.

—LCH

OH

Morfina
(7, 8 - didehidro- 4, 5 - epoxy 17 - metil-
morfina - 3, 6 - diol)
En general los alcaloides son aminas ciclicas, bases Sptica-
mente activas insolubles en agua, solubles en Acidos con losbque forman

| sales, y en disolventes orgdnicos.



Dietilamida del Acido Lisérgico (LSD). Se obtiene a partir -
de los alcaloides del cornezuelo (Claviceps purpurea), hongo gue se desa-

rolla sobre el centeno.

Su f6rmula condensada es C16H1602N3’ es un acido monobasico,
su molécula contiene la quinoleina y el indol. Es un producto hidrosolu-

ble, sin olor ni sabor.

El LSD es una droga de potencia considerable, siendo la dbsis
efectiva oral en el hombre de 1 mg/Kg. El mecanismo de accién de la dro-
ga no es conocido. Upshall y Wailling (8), han encontrado que la concen~
tracidn de LSD en plasma alcanza un valor miximo, 1 hora despué€s de su --

administracién.

La vida media del LSD en el hombre es de cerca de 175 minutos.
El LSD es r&pidamente absorbido desde el tracto gastrointestinal, y la via

de excresidn principal es la urinaria.

CHs

~
NoC . /\\

-~
C,Hg

CHy

LSD
{Dietilamida del Acido Lisérgico)



4. Propiedades Farmacoldgicas

a). Barbitiricos

La accidn primaria de los barbitliricos es sobre el sistema -
nervioso central. Las consecuencias de esta accidn se manifiestan como:

Hipndsis y anestesia, efectos anticonvulsivos y efectos diversos.

Pueden producir un estado de depresidn del sistema nervioso
central parecido al suefio normal, por lo que se les denominan productos
hibnaticos, en dosis menores producen un estado de somnolencia; utiliza=-
do; en esta forma se denominan sedantes. Utilizados en grandes dsis --

pueden producir anestesia, intoxicacidn y muerte.

En los tiobarbitiiricos se ha sustituido el oxigeno ureico por
azufre en la éosicién 2. Los batbitiricos clinicamente {itiles, poseen un
radical alquilo y un sustituyente de alto pesc molecular en el carbdn 5.
$i se tiene grupos alquilo en los dos dtomos de nitrdgeno, se obtiener com
éuestos convnlsivantes; pero cuando tienen un solo alquilo en uno de los
nitrﬁéenos; con frecuencia aparece una mayor potencia y corta duracién de
la acci6n; Los tiobarbitiricos son de accidn corta, localizdndose rdpida

mente en el tejido adiposo.

Los barbitfiricos son absorbidos rdpidamente por estdmago, in-
testino, recto, tejido subcutdneo o misculo. Ya que son productos acidos,
se emplean sus sales s8dicas, cuando se administran como soluciones inyec

tables.
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Ia excresidn de los barbitiiricos en el organismo depende de -
su estructura quimica, por ejemplo el barbital se elimina principalmente

por la orina,

Como ya se ha mencionado anteriormente, los barbitiiricos gene
ralmente se distribuyen en todos los tejidos y liquidos orgdnicos. A ---
grandes d8sis aparecen en la leche materna, huellas en heces, sudor, atra
viezan con facilidad la barrera placentaria, encontrindose en los tejidos
fetales, en proteinas plasmitica, cerebro, higado, rifién, y liqﬁido cefa-

lorraquideo.

b). Anfetaminas

Para establecer la relacidn entre la estructura quimica y ac
ciones farmacoldgicas de la anfetamina se han estudiado las diferencias -
que existen con otros estimulantes simpatomiméticos asi como con deriva--
dos de la misma anfetamina. Se ha observado que la Beta- fenil isopropila
mina racémica (anfetamina) esta Intimamente ligada a su estructura quimi~
ca especialmente con la efedrina, la properdina, la metil anfetamina y la

paredina.

La estructura de la anfetamina tiene resistencia contra la --
destruccidn enzimitica en el organismo, por esto es eficaz administrada -
por via oral, sus efectos son prolongados y tiene la notable propiedad de

estimular el sistema nervioso central.



Ia Beta-fenilisopropilamina existe en tres formas, por la —--
presencia de un &tomo asim@trico en su molécula. La forma dextrdgira que
es aproximadamente dos veces mis potente que la racémica. Io cual se de-
duce de pruebas clinicas, practicadas en individuos normales y en pacien-
tes con narcolepsia, enfermedad de Parkinson postencefdlica e hipotensién

postural.

La forma levigira es la menos potente de las tres, esto es de
gran importancia porque los compuestos levSgiros generalmente poseen mucha

mayor actividad farmacolégica que los dextroisémeros y racémicos,

La anfetaminé tiene la propiedad de estimular los Srganos efec
tores inervados por los nervios adren@rgicos, por 1o que se observa eleva-
cién de la presidn sangufnea, constriccién de los vasos periféricos, esti-
mulacidn del miocardio, relajamiento de los miisculos bronquiales e intesti
nales, dilatacifn de la pupila, ademis de-estimular el eje crebroespinal.

¢). Alcaloides del Opio

Los dos grupos hidroxilo en la molécula de morfina, un fenSli-
co y otro alcchblico, tienen mucha importancia ya que algunos derivados de

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

Por ejemplo, la codeina es la metil morfina, con sustitucién -

en el hidroxilo fendlico. L& heroina es la diacetil morfina,

Ia accién de la morfina es en el sistema nervioso central, en

donde datos recientes indican la existencia de un receptor especifico.
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Dietilamida del Acido Lisérgico, LSD. No se conoce dependen
cia fisica para este producto. Sin embargo rdpidamente se desarrolla to
lerancia, que también se pierde con rdpidez después de interrumpir la ad

ministracidn del LSD.

1a dfsis inicial usual de 200 a 400 ug suele elevarse hasta
varios miles de microgramos, después de unos pocos dias de empleo conti-

nuo.
Su accidn es sobre el sistema nervioso central.

Algunos investigadores opinan que el LSD puede ser {itil como
agente psicoterdpico, si se administra en condiciones estrictamente con-

troladas.

El LSD suele tomarse oralmente, sin embargo, a veces se in--
yecta, solo o en combinacidén con otros medicamentos. También se absorbe

por los pulmones cuando se fuma marihuana mojada en solucién de LSD.

5. Accifn Toxicoldgica

a). Barbitdricos

Producen dependencia fisica intensa, el indiv'iduo puede pare
cer normal con las dosis usuales. Hay un margen muy estrecho entre las
dosis necesaria para evitar sfntomas de supresidn y la dosis tSxica, por
lo que este margen ficilmente se sobrepasa, y la persona parece borracha,

con somnolencia, ataxia, palabra furfullante y nistagmo con la mirada --



lateral, dimensiones y reacciones pupilares normales.

N ’

La causa de la muerte en la intoxicacién barbitiirica aguda -
es indudablemente el paro respiratorio a consecuencia de depresidn del -
centro de la respiracién. Si la dosis ingerida no es mortal, o la absor
cibn por el tubo digestivo se retrasa, el individuc puede sobrevivir ho-
ras o dias. En estas condiciones muchas veces esta en coma, respira len
tamente, y su piel y mucosas estdn ciandticas; diversos reflejos estén ~
disminuidos o ausentes. La temperatura corporal estd baja, la presién -

arterial puede estar disminuida.

Aunque la depresifn 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 circulacidn,
neumonia hipostdtica y quizi otros mecanismos desconocidos pueden causar

la muerte incluso asegurando un aporte adecuado de oxigeno.

Durante afios se habia dicho, que el h3bito crdnico de tomar -
barbitliricos era problema sin importancia si se comparaba con el uso cr&-
nico de los narcSticos. Ahora se acepta que la administracién crdnica de
dosis elevadas de barbitfiricos origina sintomas graves de supresién. lLas
mani festaciones de supresidn incluye ansiedad, temblores, a veces fendme-
nos convulsivos y deseo vehemente de la droga, en este caso el barbitliri-

CO.
b) . Anfetamina

En estudio sobre los efectos psiquicos de las anfetaminas, las
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respuestas dependen de la dosis, estado mental y la personalidad del pa-
ciente. Aasi, con la administracidn oral de 10 a 30 mg. de la misma, los
resultados observados son: insomnio, vivacidad, aumento de iniciativa, -
aumento de la confianza, euforia, jlbilo, aumento de la actividéd motora
y del lenguaje, del poder de concentracifn, de la elevacibn del animo y

disminucidn de la fatiga. Fortalecen al individuo para un mayor periodo

de esfuerzo mental, perc no aumenta la eficacia.

Tados los efectos anteriores no son siempre los mismo, porgue
la accidn benéfica o plancetera puede intervenir en las dosis excesivas -
o ia medicacién repetida. Muchos pacientes experimentan cefalea, palpi--
tacidn, mareo; trastornos vasomotores, agitacidn, confusidn, disforia, --
aérensién; delirio, depresion o fatiga. La dosis elevadas casi siempre
van seguidas de fatiga y depresidn mental por lo que existe grave peli--

bro con el uso indiscriminado del medicamento.

Las anfetaminas suelen emplearse en forma inadecuada por estu
diantes, amas de casa, conductores de camiones y personal gue trabaja en
las noches y toma este producto por largo tiempo. Las recetas de anfeta-
minas proporcionadas en forma liberal por médicos para tratamientos dietg

ticos han contribuido mucho al abuso de estos productos.

El uso prolongado de anfetaminas se acompaifia de efectos inde-
seables y potencialmente peligrosos, Las dosis elevadas de anfetaminas -
disminuyen la agudeza mental y perturban la ejecucidn de actos complejos,
incluso en ausencia de fatiga. La conducta puede resultar irracional, un

fenfmeno peéuliar en los que toman anfetaminas en exceso es la situacién
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que se describe como de "“atrasado", el consumidor puede tener una conduc-

ta repetitiva.

La administracién de anfetaminas en grandes dbsis puede cau-

sar lesidén cerebral.

Algunos toxicémanos una vez desarrollada la tolerancia pueden
inyectarse varios centenares de miligramos de anfetaminas en pocas horas.

Se ha sefialado una dosis total de mds de 10 g de anfetaminas en 24 horas.

c). Alcaloide del Opio

Produce dependencia fisica intensa, tolerancia, analgesia, --
eventualmente con depresién del sensorio, el individuo puede estar alerta

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

Cuando se administra la morfina a una persona normal en canti

dades de 10 a 15 mg por via subcutinea, puede que produzcan somnolencia y

euforia, o ansiedad y niusea. El individuo puede dormirse, su respiracién

se vuelve lenta y sus pupilas se contraen.

Ia morfina se absorbe fAcilmente después de inyeccidén subcu--
t8nea o intramuscular, se calcula que aproximadamente el 60% de la morfina
inyectada, es absorbida durante los primeros treinta minutos. La absorcién
bor el tubo digestivo es lenta; por lo que el medicamento no se administra
por esta via. Alrededor del 90% de una dosis administrada, puede recupe--

rarse en la orina en forma conjugada.



La codeina o metilmorfina, es un analgésico y antitusivo muy

importante.

N—-CH;

N\

CH3 CH;

En dosis terapeiliticas tiene accidn sedante y analgésica menor
que 1la moxfina, y produce tolerancia mas lentamente y causa mucho menos -
adiccién. También tiene menor efecto sobre las vias gastrointestinales y'
urinarias y sobré la pupila, y provoca menos niuseas y estrefiimiento que

la morfina.

Ia herofna o diacetilmorfina es una droga sintética, de accidn

muy euforizante y analgésica.

CH3 - C00 3

Heroina o Diacetilmorfina
7.8 - didehidro- 4,5 a- epoxy - 17 - metil morfina - 3,6 adiolaceta~
to (éster):

Ios sintomas de abstinencia son iguales para morfina y heroi~

na, y aparecen unas ocho horas después de la iltima dosis, y alcanzan el
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maximo 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 suefio inquieto. Aproximadamente a las 20 horas hay --
carne de gallina, pupilas dilatadas, agitacidn y pueden aparecer temblo-
res, en los dias sequndo y tercero, cuando el trastorno esti en su mixi-~
mo, los signos y sintomas incluyen debilidad, insomnios, escalofrios, --
calambres intestinales, nduseas, vémitos, diarreas, bostezos violentos,
dolores musculares en las piernas, dolor intenso en la espalda, aumento
de la presién arterial y frecuencia cardiaca, sudaciln tensa y crisis de
piel de gallina. La pérdida de liquidos durante le periodo de supresidn
a veces ha originado colapso cardiovascular y muerte. Durante el curso
de la supresidn a veces ha originade colapso cardiovascular y muerte. -
Durante el curso de la supresiSn la administracién de un opiodceo en do--
sis adecuadas suprime los sintomas en forma espectacular y restablece un
estado de aparente normalidad. La duracidn del sindrome es de unos 7 a -

10 dias.

Dietilamida del Acido Lis8rgico, LSD. Los efectos fisioldgi-
cos son pocos; incluyen midridsis, hiperreflexia, incoordinacidn muscular.
Hay trastornos imprevisibles del ego; que se manifiestan por extrema labi
lidad de los efectos y disrupcifn caltica del pensamiento, peligro de con
ducta perturbada sin control, puéilas dilatadas que reaccionan a la luz.

Se han observado crisis de gran mal después de ingerir LSD.



V. ANALISIS DE DROGAS DE ABUSO POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA PRESION

1. Barbitlricos

Tjaden V.R. y sus colaboradores (9) han descrito un método -
para analizar barbitdricos en muestras de sangre y saliva. La preparacién

de las muestras se hace conforme al siguiente esquema:



Esquema de la extraccibén de barbitidixicos de suero y saliva -

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

1 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 agitacidn)
3. Centrifugar 5 min {(a 2500 rpm)

4. Decante y separe la fase HEP

Fase acuosa

Fase HEP

1. Agregar 5 ml de solucifn acuosa de Na_PO,, 0.01 M

2. Mezclar 2 x 5 segundos (con agitacidn 4
3. Centrifugar 5 min (a 250 rpm)
4. Decantar y separar la fase HEP
Fase HEP desperdicio

Fase acuosa

1. Agregar 5 ml de Hc104 solucién 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

Fage acuosa {——

Y

Fage HEP

Y

Residuo

disolver en 500 ui de eluyente )
L——> alfcuota de 104 ul analizado por HPLC

evaporar a (40°, en corriente de NitrSgeno)
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Experimento

Se utilizd un Cromatdgrafo de Liquidos de Alta Presidn, equi-
pado c¢on un detector U.V, (Dupont), una vilvula demuestra de alta presidn,
un registrador potenciSmetrico lineal y un integrador electrSnico (Spectra

Phisica, Autolab Sistema I).

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

2.8 mm y 6.35 mm D.E, y una longitud de 10 cm,

Para prevenir contaminacién de la columna de separacién se ins

tald una precolumna (500 x 9 mm).

Los reactivos utilizados son: agua bidestilada y disolventes

orgdnicos de grade analitico (Merck Darmstadt G.F.R).

Ia metil silica (Lichrosorb S160, Merck) se tratd con dimetil

diclorosilano, la precolumna se empacd con silica silanizado 63 - 2000 um,

La columna se empacd con 0.8 g de metil silica previamente ==
agregado a 5 ml, de mezcla de tetrabromoetano y cloroformo, el 2,2,4 - tri
metilpentano fue entonces bombeado adentro del tubo con un alto flujo a --
1000 bar, despuds eluir con 100 ml, de acetona y 100 ml de etanol para dié

persar el liguido con 100 ml de eluyente.

Fase mfvil: mezcla de agua y metanol.

Fage sflida: metil - silice de tamafio de particula pequefia.



Deteccifn UV a 205 nm.

Se inyectaron muestras con jeringas de una capacidad de 13.6
Hl. para las mediciones de la altura del plato teSrico y de 104 pl. para

determinaciones cuantitativas en suero y saliva.

La capacidad de selectividad de los barbitdricos cromatogri-
fiados, se midid en funcién de el porciento de metanol presente en la ~-

mezcla, con agua, que se usd® como fase mdvil.

El comportamiento de retencidn de barbitlricos depende del pH;
por lo tanto seria mejor utilizar una solucién buffer para obtener mejor
resultado. En este caso, en lugar del buffer, se utilizd solamente agua

destilada.

Esta investigacidn demuestra que la metil silica es altamente
eficiente, pueden prepararse columnas de didmetro pequefio apropiado para
analizar huellas o indicios de barbitricos. La capacidad de la metil -

silica se ilustra en la Figura 3).

Ensayos anteriores demuestran que los barbitiiricos, que son
altamente lipofilicos, pueden ser extraidos cuantitativamente de solucio

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

Para barbitiiricos menos lipofilicos y sus metabolitos deberdn
usarse disolventes mis polares como el dietil &ter y el cloroformo, o mez

clas de disolventes polar no polar.
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Figura 3. Separacidén de una mezcla de 6 barbitiricos sobre =-
metil silica: Columna 100 x 2.8 mm. Eluyente: --
metanol agua (l:1). Deteccién UV a 205 nm. 1 = Cro
mato de Potasio; 2 = Fenobarbital; 3 = Barotal; 4 =
Butobarbital; 5 = Hexobarbital; 6 = Vinylbital; 7 =
secobarbital.

Por esta razén se decidif usar el HEP como el disolvente de

extraccidn tanto de barbituratos muy lipofflicos y poco lipofflicos.

La precisifn de la determinacién cuantitativa de barbitura--
tos por HPIC se investigl inyectando un volumen constante de soluciones

de barbituratos de diferentes concentraciones (desde 1 - 2 jg/ml).

La Figura 4 muestra la proporcionalidad del 8rea de cada se-
fial con respecto a la cantidad inyectada de hexobarbital medida en el in
tervalo de 20 a 5000 ng. Las lfneas incompletas muestran los lfmites de

confianza para * 3 veces la desviacién est&ndar (99.7% de confiabilidad)'
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La desviacién estdndar relativa es 0.3% para 50 g/ml, 3% para 5 g/ml,

y 15% para 0.05 g/ml. La sensibilidad de todo el sistema éefinida como
la pendiente de la curva del Area del pico contra la cantidad inyectada
del compuesto (hexobarbital), expresada en unidades de integracidén (U.I.),
en 5.18 v/seg/ng, calculados por regresidn lineal. La linearidad de la
calibracidon de la gradfica es caracterizada por el coeficiente de correla

cién,_que fue determinado ser 0.99984 indicando la muy alta linearidad.

area

plc:J ‘/’//
Vs

il hexobarbiiaijp

(]
104

!

Y
IO"" //4

/7
) ¥

10 10 | —e Q (pg)

Figura 4. Linearidad y precisién. Las lineas discontinuas z-
muestran 3X la desviacidén estdndar. Y = 5.18 . 157,
X 6.20 . 10.3, donde X = cantidad inyectada (ug), -
Y = area del pico.

La desviacifn estandar de la linea base, medida durante el -
mismo periodo de tiempo como el pico integral, fue 385 UV * seg, corres--
pondiente a casi 0.8 ng. de hexobarbital. El limite de deteccién de --
hexobarbital para una seial notable conocida de 3 es cercana a 2.4 ng. -

El rendimiento y reproducibilidad del procedimiento de extraccién fueron
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probados po? extraccidn de cantidades conocidas de barxbituratos de difen
te lipofilicidad agregar agua destilada y un blanco de suero. La recupe
racidn de el hexobarbital altamente lipofilico y secobarbital para ambos
agua y suero rangos de 90 a 95%. Para el fenobarbital menos lipofilico,

una recuperacidn mis pequefia (agua 70% y suero 50%) se encontrd,

La reproducibilidad en todas las‘extracciones fue de cerca a
3% en 10 g/ml y 10% en 1 Ug/ml, indicando que la precisidn de la deter-
minacién total es principalmente determinada por la extraccién, Figura 5
muestra la separacién de 6 barbit(ricos ampliamente wsados (300 ng, de =
caéa uno), agregar a el blanco de suero y extraerlo como se describif -~

anteriormente.

Para:. eliminar posibles errores durante la extraccién,
uno de estos barbitfiricos pueden ser seleccionados como un estindar in--

terno para la determinacidn de los otros.

Transcursc del tieméo de hexobarbital en sangre y saliva des
éués de la ;dministraeién oral.

Las Figuras 6 y 7, muestran los cromategramas de los extrac
tos de muestras de suero y saliva, respectivamente, del mismo sujeto se
muestran en Figura 8 y concuerda también con los resultados obtenidos -
éor otros trabajos en experimentos similares (10) usando cromatografia
de gas. De figuras 6 y 7 puede verse que la determinacibn de metabolitos,
los cuales son esﬁerados en el cromatograma anterior de los barbitidricos,

es impedido por interferencia de compuestos presentes en el extracto.
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Figura 5. Andlisis de seis barbitdricos extraidos de suero.
Inyeccifn: 104 Ul de 500 ul de una solucién obte
nida de 1 ml de suero, a el cual fue agregado ~--

1.5 yg, de cada componente. Condiciones como en
la Figura 7. 1 = Penobarbital; 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 administracién oral de --

400 mg, de hexobarbital en cipsulas de gelatina sélida. 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 {ig de amobarbital agregado como estdndar interro y la muestra fue en
tonces tratada como se describiS anteriormente. EI extracto fue analiza

do por HPLC,
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Figura 6. Cromatograma de un extracto de sueroc de hombre
después de la administracién oral de 400 mg de
hexobarbital en cipsulas de gelatina sflida. -
Muestras tomadas 6 horas después de la adminis-
tracién. 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 administracién oral de 400 mg de hexobar
bital en cipsulas de gelatina s&lida. Muestras to=-
madas 2.5 horas después de la administraciSn. Colum
na 100 x 2.8 mm; empaque metil silica; eluyente me-
tanol-agua (2:3); deteccidn U.V. a 205 nm. El pico
de hexobarbital correspondiente a 140 ng; amobarbital
pico correspondiente a 700 ng.
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Figura 8. Curvas de concentracifn de hexcbarbital en suero y
' saliva de un sujeto después de la administracién -
oral de 400 mg de hexobarbital en cipsulas de gela
tina sélida,



Dixon P, F. y Stoll M. 5. (11) describen un método para la -
determinacién de barbit@iricos por HPLC. FEmplean la té&cnica de cromato--

graffa de adsorcién en fase inversa.

Experimento

El proceso de extraccifn de barbitfiricos consta de las gi--~

~guientes etapas, similar al de CG.

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

suave rotacidn por 5 min.

2. Extraer 1 ml de la mezcla de estandar acuoso y procesarlo para

lelamente para identificacién y cuantificacibn.
3. Centrifugar y quitar 1 ml. de la capa inferior.
4. Evaporar, redisolver en 0.1l ml. de metanol acuoso al 60%.

5. Inyectar 10 ul. dentro de la columna con C,_. Porasil, metanocl

18
acuoso al 60% a upa presibn de 900 psi. con deteccién a 200 nm,
los resultados se muestran en la Figura 9, muestra un ejemplo -
de los resultados alcanzados. Dos diferentes blancos de suero

fueron extrafdos y cromatografiados seguidos por los mismos sue

ros adicionados con cantidades de 1 mg/100 ml., de fenobarbitona

y butobarbitona.

Se utilizd un cromatSgrafo Waters Associates con bomba de pre
gi6n mixima de 1000 psi, columna de acero inoxidable empacada con sflica,
el detector fue un espectrofotdmetro, ajustado con un flujo de 8 ul y una

" celda de 1 cm. de espesor.



Longitud de onda fue continuamente variable de 200 a 450 nm.

Se utilizé un registrador Perkin-Elmer. Como disolvente se usd metanocl

acuoso.

N Jh

MJ’LJL_

(a) {b)

Figura 9. Cromatograma de dos sueros blancos con y sin feno-

barbitona, 1 mg/ 100 ml (a) y butobarbitona, -
1 mg/100 ml. (b).

Los resultados de las primeras separaciones de barbitfricos -

por este método se presentan en la Tabla 5.
f



TABIA 5

SEPARACION DE ALGUNOS BARBITURICOS POR IOS SISTEMAS DE FASE
INVERSA: EN SILICA DE ADSORCION Y SILICA ENLAZADA - C

18
Corasil 1 ¢ Corasil c1 Porasil C1 Poragsil
benceno/ méganol/agua meganol/agua meganol/agua
cloroformo
50:50 60:40 60:40 50:50
k' k' k! k!
arbitona 4.47 1.30 2.13 2,39
henobarbitona 3.67 1.45 2,57 3.48
utobarbitona 3.13 1.70 3.04 5.17
[mylobarbitona 3.00 2,20 3.78 8.17
entobarbitona 3.00 2.20 3.78 8.17
Puinalbarbitona 2.33 2.67 4.30 10.70 .

Aunque las separaciones son buenas para cinco de las drogas -
ellas serian mis completas si el tamafio de partfcula de empaque fuera de

10 Um como se observa en los cromatogramas siguientes Figura 10.



Aunque las separaciones son buenas para cinco de las drogas -

ellas serian mds completas siI el tamallc de particula de empaque fucra de

10 Um comec se observa en los cromatogramas siguientes, Figura 10.
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Separacidn de barbitiiricos en un sistema de particién
fase inversa, muestra el efecto del tamafio de particu
la. A: barbitona; B: phenobarbitona; C; butobarbito
na: D: amylobarbitona; E: quinalbarbitona.

Figqura 10.

El marcado incremento del volumen de retencidn cuando la pola
ridad del disolvente es ligeramente disminuida puede observarse en la mis
ma tabla. ILos isdmeros amilobarbitona y pentobabitona no logran separar-

se por ninguno de los sistemas de fase inversa.



Se ha encontrado que los bafbitﬁricos tienen una absorbancia
mixima en metanol acuoso cerca de 216 nm, vy la deteccibén a esta longitud -
de onda de buena sensibilidad, la cual es todavia mayor a medida que se --
trabaja a menor longitud de onda como lo indican los resultados en la Figu

ra 1l.
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Figura 11. El efecto de deteccidn de la longitud de onda -
sobre la sensibilidad para cantidades inyecta=-
das de fenobarbitona, barbitona, y dquinalbarbi-
tona.

La linearidad y reproducibilidad de este método se comprobd
haciendo las determinaciones por triplicado y utilizando cantidades entre
10 ng a 4 ug; siendo lineal la respuesta hasta cerca de 2 ug, ya que por
arriba de esta cantidad se obtiene una respuesta constante sobre todo pa-

ra los compuestos altamente absorbentes.



La sensibilidad fue buena para cantidades del orden de 5 ng,

de droga inyectada.

Uné caracteristica de la Cromatografia Liquida de Alta Pre--
sidén es la facilidad y reproducibilidad con que se efectfian las inyeccio-
nes, por lo cual no se considera necesario usar estindares internos para
compensar la variabilidad de la inyeccidn, Por ejemplo cuando se hicieron
tres extracciones del mismo suero del paciente que contenian pentobarbito
na, las alturas de los picos tuvieron minima diferencia como lo muestra -

la Figura 12.

Ui NI

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

La recuperacidn de los cinco barbitdricos se muestra en la -

Tabla 6,



TABLA 6

RECUPERACION DE BARBITURICOS DEL SUERO

s

Droga % recuperacidn
Barbitona 68
Fenobarbitona 81
Butobarbitona 86
Amilobarbitona ca. 100
Quinalbarbitona 90

Lurie I. (12), adaptd la cromatograffa de fase inversa de par
ticidén par ifnico a una columna con ﬁBondapak 1gC/+ usando varios alquil-
sulfonatos como iones contrarios, para la determinacién de una gran varie-
dad de drogas de abuso por HPIC, en este caso nos referiremos a la separa-

cién de barbitfiricos.

Método

CromatSgrafo de liguidos de alta presidn (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, registrader de 10 -

mv.

Columna de acero inoxidable de 4 mm de d.i., x 30 cm de longi-

tud, empacada con yBondapak 165+
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Fase movil: disolver 1.1 g de la sal de sodio del 4cido 1 -
hepatano sulfonato en 1 1, de metanol + §cido ac&tico glacial + agua --

(40 + 1 + 59). La molaridad final deberi ser 0.005 M a un pH de 3.5 .

Velocidad de flujo: 2 ml/min.

Inyeccidn: de 0.25 - 0.20 ul.

Procedimiento

Disolver las drogas en metanol y diluirlas a una concentra--
cidn aproximada de 0.5 mg/ml. Cuando sea necesario filtrar las soluciones
a través de filtros de poro de 0.45 ym. Inyectar de 10 a 20 ul seguidas -
de la inyecciSn de la solucibn estandar de concentracién similar. Cuanti-
ficar el ingrediente activo de la droga presente en la muestra por compara
cién de la altura promedio de los picos o las &reas promedio de los picos
de la droga problema ante el estindar, basada en inye.ccionea dobles de la

muestra problema y del estindar.

los volimenes de retencidn relativo de los barbitliricos estu

diados se dan en la Tabla 7.



TABLA 7

VOLUMEN DE RETENCION (Rr) DE BARBITURICOS
RELACIONADQS AL SECOBARBITAL

Compuesto ‘ Rr
Fenobarbital 0.37
Butabarbital 0.47
Amobarbital 0.78
Pentobarbital 0.78
Secobarbital 1.00 (22,2 ml)

El cromatograma representativo de esta determinacién se mues

tran en la Figura 13. 3,4

I

1 | 1
8 2 16

-
-

MIN

Fighra 13. Cromatograma de una mezcla de barbitiriccs estinda-
res: 1, fenobarbital; 2, butabarbital; 3, amobarbi-
tal: 4, pentobarbital; 5, secobarbital.
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La linearidad del método se determind utilizando clorhidrato

de metanfetamina y fencbarbital, utilizando inyecciones de 10 ul.

Para fenobarbital, representante de drogas acidas, fue lineal
para cantidades hasta de 100 pg por inyeccidn. Este método es aplicable -
para el analisis simultineo de mezcl;':s de drogas dcidas y basicas, a dife-
rencia de otros métodos (13} que son especificos para drogas adcidas o bi--

sicas.

La técnica descrita es capaz de separar adecnadamente mezclas

complejas de drogas, comunmente encontradas en forma de tabletas.

A su vez, permite el andlisis directo de las sales basicas y
de las sales de los dcidos débiles, porgue al pH trabajado existen los dci
dos libres. Ciertas combinacicnes de drogas 4cidas y bdsicas, tales como
mezclas de barbitliricos y anfetaminas, podrian ser analizadas simultinea--
mente por este procedimiento, usando una finica inyeccién. Generalmente, -
para drogas bisicas, uno no podria usar supresidn idnica en HPIC en fase -

inversa porgue resultan picos excesivamente anchos (14,15).

Los eluatos pueden ser colectados y analizados por espectro--
metrfa de masas, o por cualquier otra técmica instrumental para una identi

ficacion confirmativa.



2. Anfetaminas

Trinler W. A. y sus colaboradores (16) han desarrollado un mé
todo para el andlisis por HPLC en fase inversa, de algunas drogas de abuso
comunes como anfetamina, efedrina, fenciclidina, y de los excipientes comu’
nes como la cafeina, Entre las enfermedades analizadas estdn la anfetami-
na propiamente dicha, la metanfetamina, la metilendioxi-3,4-anfetamina --

(MDA) y la 4-metil-2,5~dimetoxianfetamina (STP).

En este estudio se emplearon los procedimientos de adsorcidn
y fase inversa, siendo este segundo procedimiénto el que did mejores resul
tados, ya que las muestras se encuentran comunmente como clorhidratos y en
la cromatografia de adsorcidn se requiere disolver estas sales en disolven

tes no acuosos, lo cual no es siempre facil.

Experimento

El sulfato de dextroanfetamina y el clorhidrato de metanféta-
" mina fueron obtenidos de la United States Pharmacopeial Convention Inc. El
clorhidrato de efedrina de Baker grado N,F. El clorhidrato de metilendio~

xianfetamina de Terre Haute Police Department.

La cafeina de Merck U.S.P., todas las drogas se utilizaron -

como fueron proporcionadas o sea sin nueva purificacidn.

Las soluciones de las drogas estfndares fueron del orden de -~
0.25 - 1.0 mg/ml, que fueron preparadas en acetonitrilo/agua (con 0.1l% de -

carbonato de amonio) o metanol/cloroformo (con 0,18 de dietilamina).
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El carbonato de amonio y la dietilamina se utilizaron para =--
convertir los clorhidratos de las drogas en sus correspondientes bases li-
bres antes de inyectarse al cromatdgrafo. El acetonitrilo, el cloroformo
Y el metanol fueron utilizados sin purificar. El dioxano se purificd 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 utilizd un cromatégrafo para liquidos de Water Associa--

tes ALC 202/401.

Las columnas fueron de acero inoxidable, empacadas con Cora--

sil II, Bondapak Fenil/Corasil o Bondapack Cla/Corasil (Water Associates).
Se utilizé un detector U.V., a 254 mm; y una jeringa de preci-

s5ién de 0 - 25 pl de capacidad; Sampling Corp. Series C-210,
Se usd un espectrofotdmetro registrador Beckman DBG,
Resultados

Para el sistema de fage inversa las columnas Bondapak Cle/

Corasil y Fenil/Corasil fueron tratadas con diferentes fases mdviles.

Los resultados preliminares indican que la resolucidn y la se
paracion de todas las drogas estudiadas, fueron superiores en la columna -
empacada con Penil/Corasil; los experimentos sobre CIB/Corasil fueron dis-

continuos 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 0,1% en peso de carbonato de

amonio.

Los tiempos de retencién fueron medidos como una funci6n de la
composicidn de la fase mdvil para las mezclas acetonitrilo/agua y como se
esperaba, los tiempos de retencién disminuyeron cuando el contenido de --
acetonitrilo fue incrementado, esto fue anotadé para todas las drogas ana-
lizadas. Para la mayorla de las drogas, la composicidn 50/50 v/v condujo

a una mejor separacidbn, como lo muestra la Figura 14.

Sin embargo, las sales de MDA, la anfetamina y la efedrina --
tienen el mismo valor de tr' La MDA puede ser separada de la anfetamina y
efedrina incrementando el contenido de agua a 15/85 de la mezcla acetoni--

trilo/agu&, como se observa en la Figura 15.
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Figura 14. Cromatograma de una muestra de anfetamina (2), ca~
fefna (1), y fenciclidina (4) en 50/50 de CH_CH/H_O,
La columna empaquetada con Fenil Bondapak/Corasil,
La fase mdvil fue 50/50 de CH3CN/H 0 con 0.1% por -
peso de (NH,) .CO.. Velocidad de fiujo 3 ml/min, La
inyeccidn fue“de”10 ul en una concentracidn de 1 --
mg/ml para cada componente.
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Figura 15. Cromatograma A, una muestra de efedrina (1) y (2) -
MDA; ¥y B, una muestra de (1) anfetamina y (2) MDA, en
50/50 de CH CH/HZ). Empaque de la columna Fenil -~
Bondapak/Co%asil. Fase mdvil CHacH/H 0 15/85 con -
0.1% por peso de (NH )2C03. Velocidaa de flujo ==
3 ml/min. La inyeccién £fle de 10 pl a una concen--

tracién de 1 mg/ml de cada componente.



La anfetamina y efedrina no se pueden resolver con este sis-
tema de fase inversa, pero sf con un sistema de adsorcibn como se descri-

be mAs adelante.

Otras fases mbviles ensayadas, pdr fase inversa, fueron mez-
clas de metanol/agua, dioxano/agua y dioxano/acetonitrilo/agua. Aunque -
cada uno de estos sistemas fue capaz de separar anfetamina de MDA, la re-
solucidn no fue mejor que la obtenida con la mezcla acetonitrilo(agua --
15/85; es decir, una resolucidn de aproximadamente 0.8 - 1.0 (estudiada a
partir de la resolucidn de las curvas estindares). Estos resultados se -

resumen en la Tabla 8.

TABLA 8

TIEMPOS DE RETENCION EN SEGUNDOS POR SISTEMAS DE FASE INVERSA

Composicifn v/v de . N Metil- Fencicli
la fase mbvil y ve- Cafeina Efedrina Anfetamina MDA anfeta dina
locidad de flujo mina .
{50/50
CH3CH\H20 23 72 73 73 160 210
3 ml/min
15/85
ICH.CH/H_O np - 200 210 330 np np
3 f1/mif
15/85
Dioxano/Hzo 35 np 135 200 np np
2 ml/min
15/1/84
gioxanolcn CN/ np np 120 170 270 ne
20 3 ml/min
30/70
etanol/ﬂzc 3 ml/min np np 225 350 np np
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Los resultados para el sistema de adsorcidén son los siguien-

tes;:

Todas las drogas analizadas en este sistema, fueron destila~-
das en cualesquiera de las siguientes mezelas: cloroformo/metancl 50/50 &

90/10 con 0.1% en peso de dietilamina.

Coﬁ mezclas de cloroformo/etanol 99/1, 90/10, y 80/20, con ==
0.1% en peso de dietilamina sobre Corasil II, fueron separadas varias se=--
ries de &stas drogas, pero fue dificil la resolucidn entre MDA y la anfeta
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,

0B o

Figura 16. Cromatograma de una mues
tra de (1) anfetamina y
{2) efedrina en 90/10 -
CHCL3/CH30H. La columna
- empaquetada con Clorasil
«_PICO DE LA INYECCION - II, 1a fase mévil fue -
J 99/1 de CHC130H con 0.1%
‘ en peso de dietilamina.
Velocidad de flujo 2 ==
ml/min. La muestra inyec
tada fue de 10 ul a una
concentracidon de 1 mg/ml
de cada componente.

A 254 nm
1

ABSORBANCIA
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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

ase movil

composicidn v/v Metil~

HCL3/CH30H Cafefna Anfetamina MDA . . ~  Efedrina
iy velocidad de flujo

99/1

2 ml/min 38 55 55 70 215
90/10

1 ml/min 70 80 80 np 160
80/20 66 80 80 np 130

np ® no probada

Mezclas de cloroformo/dioxano 90/10 y 95/5 con 0.1% de dieti}_a
mina pudieron saeparar la MDA de la anfetamina. Sin embargo, debido a la -
poca solubilidad de las sales en estas mezclas, las drogas fueron disuel--

tas en una mezcla cloroformo/metancl.

En resumen una mezcla de acetonitrilo/agua 50/50 sobre Bonda-
pak Fenil/Corasil provee un sistema apropiado para la mayor separacién de

las dtogai analizadas.

La anfetamina, la MDA ‘y la efedrina no se resuelve bajo estas
condiciones. Una mezcla de acetonitrilo/agua 15/85 logra separar la MDA
de la anfetamina y efedrina, las dos {iltimas pueden gepararse sobre una -

columna de Coragil II con una fase mévil de cloroformo/metanol 99/1.
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B,B. Wheals (1B8) observd la importancia que tiene el empaque
de la columna para la} eficiencig en la separacién de un determinado com-
puesto, en este caso, anfetaminas. Por ejemplo, microparticulas de sili
ce quimicamente modificadas con octadecilclorosilano proporcionan diferen

tes cargas organicas, como puede verse en la Tabla 10.

TABLA 10

NIVELES DE CARGA ORGANICA SOBRE SILICE MODIFICADO CON
OCTADECILCLOROSILANO (ODS)

Enpaque Disolvente i‘::s:igﬁura(og)e Paso pérdido a 600 x 100
o Pesos resgidual
A Hexano 20 12.0
B Hexano 69 16.8
C Igscoctano 99 36.7
D Xileno . 139 32.5

1as muestras analizadas, fueron las siguientes preparaciones

farmacéuticag: benzoanfetamina, anfetamina y metilanfetamina.

En las Figura 17 se muestran los cromatogramas obtenidos en
la neintaci&n de (a) benzoanfetamina (b) anfetamina y (c) metilanfetamina,
sobre sIlicc: y sflice modificado con ODS, con las diferentes cargas orgh-
nicas mostradas en la Tabla 11, para su comparacidn y asf poder realizar

una eleccifn posterior adecuada.



Pigura 17.
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SeparaciSn de drogas
tisil 5-ODS-modifica
Columna de 25 cm x 4
metanol-hidrdxido de
1IN (27:2:1); velocid

blgicas sobre Prtisil 5 y Par-
do con diferentes cargas de ODS.
.9 mm d.i. Sistema disolvente,
amonio 2N-nitrato de amonio ~-
d de flujo 1 ml/min; presién -

1000, 1000, 1100, 1300, 1500 psi, para l, 2, 3, 4 y
5 respectivamente; detector UV a 254 mm; escala de
tiempo marcada en intervalos de 5 min. a = benzoan=-

fetamina; b = anfet

ina; ¢ = metilanfetamina.




Los resultados obtenidos se dan en la Tabla 1ll.

TABLA 11

VARIACION DEL FACTOR DE CAPACIDAD k' COMO UNA
FUNCION DE LA CARGA DEL ODS

Empaque k!
Benzoanfetamina Anfetamina Metilanfetamina

silice 0 0.7 . 1.6
0.3 1.3 2.8

B 0.3 1.5 3,7

C 1.4 1.5 4.1
D 2.0 1.7 5.1

Puede observarse que tales compuestos pueden ser separados -
muy eficazmente sobre sflice usando como disolvente metanol acuoso en =-

solucién amortiguadora.

Los autores recomiendan que deben evitarse las separaciones -
de &stas drogas bisicas, en fase inversa, ya que se obtienen picos exce--

sivamente anchos, sobre el silice modificado con octadecilclorosilano.

Estudios sobre silice modificado con ODS disponible comercial
mente, también mostrS que la eficiencia de la columna fue particularmente

mala para drogas bdsicas, disminuyendo por &sto su utilidad.

Cashman y colaboradores (19), estudiaron la HPIC de estos com

puestos sobre DA-X4, que es una resina de fuerte intercambio anibnico, y
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mostrd que bajo condiciones isocriticas fu@ posible obtener buenas separa
ciones en disolventes tanto dcidos como bdsicos. El también estudid la -
separacién basada en la adsorcidn sobre Corasil II (que es una silice pe-
culiar) y concluyd alcanzar separaciones comparables a las obtenidas en -
el sistema de intercambio iSnico sI usara una elucién en gradiente, De -
nuevo nogotros encontramos que las separaciones sobre silice usando como

disolventes soluciones amortiguadas de metanol acuoso fue el mis Gtil., -~
las condiciones cromatogrificas usadas para los alcaloides del opio son -
también capaces de separar las feniletilaminas de abusc n8s comunes y mez
clas ilicitas adulteradas. Los cromatogramas pueden ser usados para ani-
lisis cualitativos y cuantitativos y la separacién puede ser hecha sin un

procedimiento preeliminar de extraccién si fuera requerido.

Randall C. C. y sus colaboradores (20) han estudi&do por HPLC
Yy GLC el comportamiento de algunas 4-nitrobenzamidas de anfetaminas y --
arilalquilaminas relacionadas, que son los compuestos derivados de las an
fetaminas y arilalquilaminas correspondientes, ya que los compuestos deri
vados tienen una absorciSn mayor en el UV, con lo que se mejora su detec-
éi&n, pudiéndose detectar en los niveles de ng, siendo asf un método {itil
para detectar cantidades trazas en algunas muestras que Se manejan en los

casos terapéuticos y subterapéuticos.

Las reacciones de derivacidén son ripidas, quimicamente esta--

bles y se purifican por extraccidn,

Estas 4-nitrobenzamidas (4-NBA) fueron separadas por HPLC-~ en
fase inversa usando un sistema de solvente isocritico.
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Experimento

Las anfetaminas son transformadas en sus correspondientes =~

4~nitrobenzamidas, de acuerdo al sigulente procedimiento general:

A una solucidn de la anfetamina o su sal correspondiente =~
(0.017 ml) y trietilamina (0.034 mol) se le afiadieron 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 adicidén de agua, y la fase
orglnica evaporada. Al residuo se le adicion8 100 ml de cloroformo y se
le. extrajo con una solucién 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-
tos fueron recristalizados en solucién de benceno-hexano, obteniéndose -
finalmente 86lidos cristalinos blancoa; los cuales se disolvieron en meta
no. Cantidades de 5 ﬁl de esta solucién fueron inyectados en el cromaté-

~grafo usando una jeringa de 25 ﬂl.
Se utilizs para estas determinaciones:

Columna de acero inoxidable de 30 cm de longitud x 6.3 mm de d.i.
Fase estacionaria: Bondapak C, o

Fase mfvil: una mezcla de 65% de agua bidestilada y 358 de aceto-
nitrilo

velocidad de flujo: 1.5 ml/min.
Detecoibn: U.V. a 254 nm,

Temperatura de operaciSn: la ambients.
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los resultados muestran que la mezcla de derivacidn (4-NBA)
puede ser cromatografiada directamente si la concentracién de anfetamina
es alta. No obstante, para concentraciones bajas de anfetamina, se re--
quirid una concentracidn por medio de extracciones de la muestra, previa

mente derivada en su correspondiente 4-NBA.

El cromatograma obtenido es el de la Figura 18.

Azzg

B VSN NN SRR S W VI S W
B 20 23 30 33 40 &% W0

Minutos

Fiqura 18. Elucidn por HPLC de los derivados arilaquil 4~NBA.
Pilo (1) bencilamina, (2) feniletilamina, (3) anfe
tamina (4) metanfetamina, (5) n-propilanfetamina,

Fl tiempo de separacién fue de 25 min, el cual puede reducir

se usando un sistema de disolvente programado.
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La aplicacién cuantitativa del método fue examinada por el -
estudio de los rendimientos de las amidas a varias concentraciones de --

amina. FEl rendimiento promedio de la 4-NBA fue de 86% + 3,

Lee Ch. M. y sus colaboradores (21) han usado un método croma,
togrifico empleando un sistema de gradiente, para separar en aproximada--
mente 30 - 40 minutos 16 drogas de abuso. Las drogas fueron fenciclidina
(PCP) , metadona, cocaina, tetrahidrocanabinol (THC), metanfetamina, 2,5-
dimetoxi-4-metilanfetamina (STP), metilendioxianfetamina (MDA), heroina,
N,N-dimetiltriptamina (DMT), dcido lisérgico dietilamida (LSD), valium, =

mezcalina, secobarbital, amobarbital, fenobarbital y dilantina.

Las separaciones fueron investitadas por cromatografia de ad
sorcién sobre Corasil II o Supelcosil-ATF 230; y por cromatograffa de par

ticidn.
Expérimento

Columna de acero inoxidable de 2.3 mm de di.i. x 50 cm. de -
longitud

Deteccibn: U.V. a 254 nm.

Preparacifn de los Disolventes:

Se recomienda que todos los disolventes sean recientemente -

destilados, con el fin de quitar contaminanﬁes que absorban en el U.V.
Preparacifn de la Muestra.

Los estudios estuvieron restringidos a las formas en que apa

recen en el mercado: tabletas, cipsulas, atc.
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Una porcidn de la muestra se pulverizé y se le afiadié 1 ml de
metanol. Esta solucidn se filtrd, conservéndose el resi--

duo sblido.

Al filtrado se le agrega 5 ml de cloroformo y 5 ml de HCl --
0.1 N. La capa cloroférmica contendrd sustancias Acidas y
neutras, estas capas son colectadas y evaporadas a seque--
dad, este residuo es redisuelto en 100 Hl de metanol o eta
nol (95%), y alicuotas de esa solucién de inyectan en el ~

cromatdgrafo.

A la fraccifn acuosa icida se le agrega NaOH hasta un pH que
este entre 10-11, y se extrae con 5 ml de cloroformo. La fase organica -
se coloca y evapora a sequedad. El residuo se redisuelve en 100 jl de --
" metanol (95), y alicuotas de esto se inyecta en el cromatdgrafc para el -

andlisis. Esta fraccidn contiene las drogas bdsicas.

Sistemas con un Solo Disolvente

(A) Fase estacionaria: Corasil II, de 37-50 \.
Disolvente (a) 0.22% de ciclohexilamina en ciclohexano

(8 gotas/100 ml).

Disolvente (b) 0.22% (8 gotas/100 ml) de ciclohexilamina
y 1.5% de metanol en ciclohexéno. Temperatura de opera-

cidén: la ambiente.

(B} Fase estacionaria: Al(mina Woelm B 18, 18-30 .



Disolvente (a) 0,22% (8 gotas/l00 ml) de ciclohexilamina

en ciclohexano.

Disolvente (b) 0.22% (8 gotas/100 ml) de ciclohexilamina y
1.5% de metanol en ciclohexanoc. Temperatura de operacidn:

la ambiente.

Velocidad de flujo en ambos sistemas: 1.45 ml/min.
Sistema en Gradiente

Fase estacionaria: Corasil II de 37-50 Y.

Disolventes: (1) 0.5% de etanol (95%), 0.25% de dioxano y
0.13% (5 gotas/100 ml) de ciclchexilamina; (2) 10% de eta

nol (95%), 20 % de dioxano y 1.4% de ciclohexilamina.

Preequilibrar la columna de Corasil II con el disolvente

(a).

Calibracidn para Determinaciones Cuantitativas '

Curvas de concentracidn contra respuesta del detector se ob--

tienen fécilmente por inyeccibn de varias cantidades ( gs/inyeccién) de

muestra y midiendo la respuesta del detector (unidades de densidad Gptica).

Cada compuesto tiene un coeficiente de extincién molecular diferente, y es

necesario obtener este tipo de curva patrSn para cada droga, para poderla

cuantificar.

An8lisis Posterior con U.V.

El eluato de la columna conteniendo la muestra de droga se cQ
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lecta en un vial de vidrio, el disolvente se evapora y el residuo se re-
disuelve en 1 ml de HCL 0.1 N, La solucién se transfiere a una celda --

para medir su espectro en el U.V.

Estos invegtigadores eligieron explorar el método de cromato
grafia de adsorcifn y particién, apoyados en investigaciones anteriores.
Se encontrd que la adsorcifn fue la mejor, directamente cuantificables,
se pueden elegir parimetros tales como temperatura y disolvente. El in-
cluir una amina en el sistema del disolvente, significd la obtencidn de
mejores formas de picos, permitid mis rdpida elucifn, manteniendo una =~=-
adecuada resolucién. Se encontrd que las aminas voldtiles son inadecua=--
das y que la composicidn de los disolventes cambia con el tiempo entre --

mds sustituldas sean (aminas 2 aras, 3 aras).

Se encontrd que la ciclohexilamina reunfa las caracteristicas

para ser usada en todos los disolventes.,

1a Tabla 12 muestra los tiempos de retencidn relativos de va-
rias drogas con las cuatro diferentes condiciones de disolventes y colum-

na.



TABLA 12

TIEMPOS DE RETENCION RELATIVOS DE DROGAS REPRESENTATIVAS DE ABUSO

Drogas Columna con Corasil II Columna con Al{imina
Disolvente a b Disolvente a b
IFenciclidina 0.20 0.24 0.54 0.56
Metadona 0.23 0.24 0.54 0.56
Cocaina 5.91 0.28 0.69 0.72
[Tetrahidrocannabinol l.20 0.38 1.38 1.08
Valium 1.33 0.38 3.54 1.20
tanfetamina 2.66 0.62 2.56 2.46
TP d 0.81 8.08 2.40
d 4.14 d 4.24
tabarbital d 1.48 d d
ecobarbital d 1.48 d d
barbital d 1.48 d d
erofna d .2.14 d 7.2L
ilantina d 2.43 4 d
d 2.52 d 2.80
encbarbital a 3.47 d a’
D d 3.8 d 11.45
zcalina 4 6.66 d a

d = indica que la droga no eluye de la columna dentro de los 30 minu~-
tos después de la inyeccidn.

las Figuras 19 y 20 muestran los cromatogramas de mezclas de

drogas, demostrando la capacidad del método.
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Figura 19. Separacifn de drogas de baja polaridad. Columna
empaquetada con Corasil II, dimensiones: 50 cm
de longitud x 2.3 mm de d.i. Disolvente: 0.2%
de ciclohexilamina en ciclohexano. Velocidad de
flujo 1.45 ml/min. Temperatura: 23°C. Tamafio de
muestra: 5 llg de cada sustancia en un volumen ~-
total de inyeccifén de 5 yl.

Figura 20. Separacifn de drogas
mis polares. Columna
empaquetada con Cora
sil II, dimensiohes:
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 ciclohexa
. *Velocidad de flu
jo 1.45 mi/min. Tem-
peratura: 22°C. Tama
fio de muestra: 5~10
Hg de cada sustancia
en un volumen total
de inyeccién de 8 yl.

e Valium
PCP, Cocolna

MDA
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Se encontrd la siguiente secuencia tentativa para la identi-

ficacién de una droga:

Conccer primero qué tipo de droga es, usando Corasil II con
el disolvente (b) y determinar su tiempo de retencidn 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 mejo
res resoluciones de drogas con cortos tiempos de retencidn (drogas con -

baja polaridad relativamente).

Si la droga presenta un tiempo de retencidén relativamente -~
grande y no hay seguridad de que se trate de un barbitlirico, la muestra
puede ser reexaminada usando alimina como empaqgue y el disolvente (b). =
Los barbitiiricos tienden a absorberse en este empagque bidsico y no eluyen
" de la columna en menos de 30 minutos. Es necesario obtener al menos dos
tiempos de retencidn caracteristicos en dos sistemas diferentes para éo-

der identificarlas.

Cuando se cambia de disolvente, un minimo de 15 ml del nuevo

disolvente debe fluir en el sistema antes de realizarse otra inyeccibn.

la Figura 21 demuestra como puede ser obtenida mis exactitud

y rapida elucidn si se incrementa la polaridad disolvente.

Ed
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Figura 21. Ripida elucidn usando un disolvente polar. Columna
empaquetada con Corasil II, dimensiones 50 cm de -
longitud x 2,3 mm de d.i. Disolvente: 4.5% de me-
tanol, 1% de ciclohexilamina en ciclohexano. = Velo
cidad de flujo: 1.45 ml/min. Temperatura: 23°C. -
Tamano de muestra: 5 g de cada sustancia en un vo
lumen total de inyeccidn de 5 ul.

No obstante, se observa, hay mucha pérdida de resolucifn.

El sistema en gradiente es una buena técnica que cubre una
gran variedad de drogas polares en perfodos cortos de tiempo. Obtenién-
dose una mejor resolucifén que con cualquier sistema de disolvente simple,

como puede verse en la Tabla 13 y Figura 22.
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Blucién en gradiente de drogas. Columna empaqueta
da con Cozrasil II, dimensionss: 1 m de longitud
x 2.3 mm 8s d.i. Disolvents en gradiente: a) --
0.5% de etanol, 1.25 de dioxano, 0.2% de ciclohexi
lamina en hexano; b) 10% de etanol, 20V de dioxamo
1.2% de ciclohexilamina en hexano. Velocidad de -
flujo: 1.45 ml/min. Tempsratura: 23°C. Tamafio de
muestra: 5-8 Ug de cada sustancia en un volumen to
tal de 10 Yl de inyeccidn.
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TABLA 13

TIEMPOS DE RETENCION RELATIVOS DE DROGAS REPRESENTATIVAS

DE ABUSO USANDD UN SISTEMA DE ELUCION EN GRADIENTE

broga Tiempo de Retenciéw
Fenciclidina 0.216
Proéoxifeno 0.221
Metadona 0.27
Cocaina 0.35
Metacualona 0.37
Tetrahidrocannabinol 0.42
Valium 0.59
Hidrocarbostiril 8.86
Librium 1.02
Metanfetamina 1.11
Anfetamina 1.18
Benzocaina 1.26
2,5-dimetoxil-4-metilanfetamina 1.32
3,4-metilendioxianfetamina 1.64
Procaina 1.80
Quinina 1.84
Pentobarbital 1.86
Codefna 1.93
Amobarbital 1.95
Heroina 2,22
N,N-dimetiltriptamina 2.47
Dilantino 2.49
Fenobarbital 2.55
Estricnina 2,73
1sp 2.80
‘Mezcalina 3.06
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La reproducibilidad no se obtiene facilmente, como con un ai

solvente {nico.

Cambios en la composicidn del disolvente afectan la elucibn
modelo de la droga a un tiempo de retencidén mds grande, por lo que reco--
miendan incluir uno o m&s estandares con grandes tiempos de retencidén --
{ejemplo, fenobarbital, DMT, mezcalina, etc.) en la prueba. Para anilisis
de purificacién encontraron adecuada una microcolumna empaquetada con Su-

pelcosil, de dimensiones de 4.6 mm de d.i. x 1 m de longitud.

El potencial cuantitativo del método se muestra en las Figuras

23 y 24, siendo evidente que las cuantificaciones estin en el intervalo -

de 2 - 5 ug..
0.20
D.0. 0.i5¢
{254 )
0.10F
0.05F
’ A 1 B, 1

THC {1076 G)

Figura 23. Cuantificacién de fenciclidina.
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0.4

0.3F
D0,
(254 nm)
0.2¢
o.r

pcp (10-8g)

Figura 24. Cuantificacién de tetrahidro
cannabinol.

Por otra parte, la cromatografia par-ifnico en columna yu bon-
dapak C18 en fase inversa utilizada por Lurie, I. (15) para barbitﬁricos,
tambifn la aplica en la separacibn de anfetaminas, bajo las mismas condi-

ciones experimentales.

Los resultados para anfetaminas se dan en la Tabla 14.
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TABLA 14

VOLUMEN DE RETENCION (Rr) DE COMPUESTOS
RELACIONADOS A LA FENTERMINA

Compuesto Rr
Acetominofen 0.28
Pemolina 0.32
Teofilina 0.34
Cafefna 0.40
Fenilpropanolamina 0.59
Efedrina 0.64
Fenmetrazina 0.78
Anfetamina 0.79
Fendimetrazina 0.80
Metanfetamina 0.86
Fentermina 1.00 (15.6 ml)
Estricnina 1.10
Metilfenidato 1,38
Tonzilamina 2.44
Difenhidramina 4.32

El cromatograma de esta separacibn es el de la Figura 25,
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MIN

Figura 25. A cromatograma de una mezcla de drogas eaténdares
cuyos picos representan 1, cafefna; 2, efedrina; 3,
matanfetanina; 4, fentexmina; y B, tabletas cuyos
picos representan 1, cafefna; 2, efedrina; 3, me-
tanfetanina) 4, fentermina,
Los estudios de la linearidad del método, para anfetaminas, -

se hizo inyectando alfcuotas de 10 ul.

Para metanfetamina que es una droga representativa bésica, su
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respuesta fue lineal de 3~100 ug, usando un integrador. Multiplicando la
altura del pico y el volumen de retencidn, el rango de linearidad resul--
tante fue limitado a 1.5 - 6.5 ug/inyeccién. Este cdlculo manual se limi

ta a los picos simétricos y similares.

Se observa que con altas concentraciones de anfetamina, el ~-
agente par idnico se agota, resultando un pico en forma de cola, porque -
representa una mezcla del complejo de metanfetamina y su sal, tambi&n hay
variaciones grandes en los volfimenes de retencibn, observindose que estos

disminuyen, debido a gue es retenida menos en la columna con 018’

El error relativo para metanfetamina fue determinado usando -
el integrador e inyectando ocho veces soluciones de metanfetamina de con-
gentracién conocida e igual a una solucidn estfndar de metanfetamina; y -

fue de 0.01% y una desviacidn est&ndar de 0.96%.
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3. Alcaloides

Enseguida se describen métodos de anfilisis por H.P.L.C. para

alcalojdes del opio, LSD y herofna.

Wittwer y Kluckhohn (22) han degscrito un método de andlisis
por HFLC para LSD usando una columna empacada con sflice y una mezcla de
eluyentes de acetonitrilo y eter di-isopropilico. Aunque el procedimien
to da una buena separacidén del LSD con respecto a los alcalfides del --
ergot, se complica porque usa deteccibn 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 determinacidén --

por HPLC.

La alta fluo?escencia natural del LSD y la ausencia de exci-
pientes fluorescentes en muchas preparaciones ilfcitas indica que la de-
teccidn fluorom8trica acoplada con la HPLC ofrece buena selectividad y -
sensibilidad. Heacock y colaboradores (23) han hecho &nfasis en lo ven-
tajogso que es usar el detect;r fluorométrico, pero su sistema cromatogr&fi

co deja mucho que desear en cuanto a su resolucibn.

Un procedimiento simple de HPLC ha sido desarrollado (24) --
cuya separacién se basa en el uso de una fase inversa, el cual se susti-

tuye por un método de intercambio iSnico que emplea sflica con CDs (25).

El procedimiento es el siguiente: una porcién de la muestra
se disuelve en metancl, y una alfcuota de la capa sobrenadante se inyec-

ta al cromatSgrafo de HPLC,
- 111 -



Las dimensiones de la columna fueron: 25 cm de longitud x 4.9 mm de

d.i.
Fase estacionaria: Partisil 5.
Fase mbvil: metanol-carbonato de amonio al 0.3% (60:40)

Velocidad de flujo: 1 ml/min.

W.A. Trinler y D. J. Reuland (26) han demostrado como la HPLC
puede utilizarse para andlisis rdpidos de drogas de abuso con un sistema
de fase inversa, pero la separacién de cocaina, heroina, metadona y morfi
na es inferior a la separacidn lograda sobre silice, como se muestra en -

la Figura 26.

Figura 26. Separacidn de algunas drogas -
comines de abuso sobre sfilica.
Columna de 25 cm x 4.9 mn de -
¢ . d.i., disolvente: metanol-hi~
d dréxido de amonio 2 N-nitrato de
amonio 1 N (27:2:1); velocidad
de flujo: 1 ml/min; presién:
900 ps; detector: U.V. a 254
nm. a = cocaina, b= heroina, -
c = metadona, 4 = morfina.
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Deteccidn: fluorométrica,

Bajo estas condiciones, el limite de deteccién del 1SD es cer
ca de 10 ng/7m} de inyecciSn. La intensa fluorescencia del LSD puede pro
porcionar bases para un anilisis muy sensible por HPLC. Es necesario, no
obstante, utilizar un detector que opere bajo condiciones &ptimas de exci

tacidn y emisién y con una fuente de lup intensa.

Cashman y Thornton (27) han logrado la separacién de morfina
monoacetilmorfina y herofna sobre Porasil T usando como eluyente clorofor-
mo-metanol. Separaciones de intercambio catifnico de algunos compuestos
sobre Zipax SCX han sido logradas por Knox y Jurand (28) bajo condiciones

" de elucién isocréticg y por gradiente, y una modificacién a su método se

ha aplicado al andlisis de preparaciones ilfcitas (29).

Un sistema mejor, para separar este tipo de compuestos se
b&sa en el uso de columnas empacadas con sflica (25). El mecanismo de -~
separacifn no se entiende claramente, pero la secuencia de elucién es'z -
heroina, monoacetilmorfina y morfina, Esta secuencia es la misma que se
obtiene en columnas también empacadas con silica pero operadas en un méto
do cromatogrifico de adsorcién (27), pero esto es contrario a lo encontra

do en columnas empacadas con Zipax SCX (28).

B. B. Wheals (18) ha utilizado para este tipo de separacio
nes las siguientes condiciones experimentales: columna de 25 cm x 4.9 mm
de d.i.; empaque Partisil 5; disolvente metanol-hidréfxido de amonio 2 N-
nitrato de amonio 1 N (27:2:1); velocidad de flujo 1 ml/min; detector U.V,
a 254 y 278 mm. BAjo estas condiciones todos los alcaloides del opio elu

= 113 -



yeron en un tiempo aproximado de 10 minutos. Incrementando la concentra
cibn de buffer acuoso en el eluyente se favorece la elucifn y reduce la

resolucibn.

Con este sigtema los alcaloides presentes en el opio pueden
ser rdpidamente separados, aunque s8lo morfina, codeina, tebafna, papave
rina vy narcotina estén presentes en niveles suficientemente altos para -
ser detectados sin concentracién previa. Los cromatogramas obtenidos de
diferentes muestras pue ea ser usados para comparaciSn de opio, ver Figu

ra 27.

-/

L LI L 4 T L

Figura 27. Sepdriacidn de alcaloides del opio sobre sflica:
usarlo en la comparacisn del opio, Columna de
25 x 4.9 nm de 4,i. Las muestras 1y 2 son
de diferentes extractos de opio. a = papaveri-
na, b = narcotina, ¢ = tebafna, 4 = codefna, --
e =/morfina.
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Heroina frecuentemente encontrada en la forma llamada "herof
na de la China", puede ser rapidamente separada de sus compuestos adulte
rantes, tales como cafefna, estricnina y quinina por el mismo método de
HPLC que los alcaloides del opio. Para el anilisis la muestra es sola--
mente disuelta en la fase movil antes de inyectarla. Inyecciones hechas
antes y después de hidrélisis alcalina proporciona una simple confirma--

cidn qufmica de la presencia de heroina, como se muestra en la Figura 28.

1
[ .
I [ ]
d
- A
Figura 28. AnSlisis de una muestra de "Herdna de la China" -
. sobre sflica. Condiciones cromatogr&ficas iguales
a los utilizados para el anflisis de los alcaloi-
des del opio. (1): a = cafefna, b = herofna, --
¢ = monoacetilmorfina o monoacetilcodefna, d = es
tricnina, (2) la misma muestra después de haberla
tratado con un 8lcali: 3 = codefna, £ = morfina,

e
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HPLC puede también ser usada para controlar la presencia de =
morfina en fluidos bioldgicos. Jane y Taylor (30) han desarrollado un mé

todo sensible basado en la conversidn de morfina a pseudomorfina.

Siendo el compuesto posterior altamente fluorescente, el cual
es separado y detectado fluorométricamente. El método es particularmente
interesante por la incorporacidn ingeniosa de un reactivo esténdar inter-

no que compense la influencia de material extraido en la primera reaccidn.

Twitchett P.J, y sus colaboradores ({31) han dado a conocer -
un método de anilisis de LSD en fluidos bioldgicos por HPLC. Geéneralmente
la deteccién de LSD en este tipo de muestras se dificulta por la baja dé-

sis de la droga asi como por un ripido metabolismo,

El método emplea un anilisis preliminar por radioinmunoensayo
IRIA) para eliminar muestras negativas, seguido por un an&lisis cuantita=-

tivo por HPIC, empleando deteccidén fluorométrica.

Las muestras de sangre, orina y lavados estomacales empleadas
para el anilisis, se obtuvieron de personas que se sospech$ habfan ingeri
do LSD, desconociéndose por lo tanto, ddsis ingerida y tiempo de inges--
tidn., Tales muestras se analizaron primero por RIA para investigar la -

presencia de LSD o sus metabolitos.

El tartrato de LSD de referencia y otros alcaldides derivados
del ergot fueron proporcionados por el laboratorio Sandox, de Inglaterra,

El esquema de anflisis se ilustra en la Figura 29.
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Muestra

T
Pogitiva Negativa
No esta presente el LSD
Anilisis del extracto por
HPLC en fase inversa con
deteccién fluorométrica
Pico de LSD Negativa-no hay LSD
Metabolitos pueden estar
presentes.l
I
A B c |
Ver el especto Recromatografiar HPIC de RIA
de fluorescencia sobre una columna
de sflica eluyato
Pico de Otros
LSD picos
. metaboli tos

Figura 29. Secuencia del andlisis para la deteccifn del LSD en - ’
) fluidos biol8gicos. A, B y C son procedimientos con-
firmatorios cuando la cantidad de muestra disponible
es suficiente.

La sefial del volumen de retencidn corregido indica la presen
cia de LSD, lo cual se confirmd midiendo la excitacién de fluorescencia
y el espectro de emisifn del componente atrapado en la celda del flurémg
tro. El material medido se in;:adio entonces con luz U.V, a 320 nm, y el
espectro de fluorescencia se corrid nuevamente. La confirmacién posterior

para la identificacibn se obtuvo por cromatograffa, sobre una columna de
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silica, y por fraccionamientc de una porcién no extraida de la muestra -
usando HPLC en fase inversa, las fracciones colectadas se examinaron in-

dividuvalmente por RIA,

El suero y la orina se extrajeron por el método de Axelrod -
y colaboradores (32). A un volumen conocido del fluido biolfgico se ajus
ta el pH a 8.5 con NaOH 0.1 M acuoso y se satura con NaCl. La mezcla se
extrae con tres volimenes de n-heptano que contiene 2% de isopentanol, -
agitando suavemente en la obscuridad en un tubo perfectamente tapado. Un
volumen conocido de la capa organica se separa, y se evapora hasta cerca
de 5 ml y se vuelve a extraer a un volumen conocido mas pequefio (por ==

ejemplo a 200 ul) con HCl 0.01 M.

El eluyente para la columna de la fase inversa (Spherisorb
5-0DS) consistiS en metanol al 65% y fosfato &cido disSdico al 35% en —-
agua (0.025 M). La mezcla se ajustd a pH de 8 con Acido orto-fosférico

al 10s.

Para la columna de silica (Spherisorb S5W) se empled una mez
cla de metanol al 60% y solucidn acuosa de nitrato de amonio al 40%, ===
cuya molaridad fue de 0.2. La velocidad de flujo del eluyente fue de =--

1 ml/min.

Los resultados cromatogrificos para 24 alcaldides del ergot

y derivados del &cido lisérgio se citan en la Tabla 15.
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TABLA 15

RETENCION CROMATOGRAFICA DE ALCALOIDES DEL ERGOT Y LSD

Compuesto

Spherisorb 5~0DS

Retencidn

(relativa al LSD)
Spherisorb SS5W

D-LSD
Tso-Lisergoamida
p-3cido lisérgico
Lisergol
.2-oxo-LSD

p-monoetilamida del
4c. Lisérgico

pihidroergocornina
pihidroergocristina
pihidroergocriptina

pihidroergotamina

1.00
2.04
0.38
0.23
0.65

0.52
2.60
3.68
2.63
2.48
1,39
2.31
1.86
2,08
0.26
0.47
1.22
1.22
1.57
6

0.65
0.39

(4.9 ml)

1.00 (3.4 ml)
1.28
2.76
0.65
0.59

0.81
0.74
0.76
0.71
0.8l
0.79
0.81
0.78
0.72
0.79
0.79
0.78
0.75
0.81
2.35
0.85
0.76
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La Figura 30 ilustra el grado de correlacidén de la retencién

en las dos columnas.

2.
L8D
l 0
1] °
o0 [ °
0,.0 e %o e0
uooo ® & ° o .8 °
[}
1 1 14 )|
i Z 3 4

Figura 30. Correlacidn de retencién (relativa al LSD) para
los alcaloides en columnas Spherisorb 5-0DS y -
Spherisorb S5W. ’

Aunque el LSD se resuelve con claridad en ambos sistemas, so-
lamente la columna Spherisorb 5-0ODS separa adecuadamente los alcaloi-

des del ergot de los demis.

Ios 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 0.8 - 54 ng/ml, vy 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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500 pg LSD EXTRACTO DE
PLASMA

-/

TT54h TT 08 Tom

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 1imite de deteccidn de LSD por este método, depende prin-
cipélmente de la cantidad de sustancia interferxente, presente en la mues
tra. Menos de 100 pg de LSD pueden ficilmente medirse en soluciones --
buffers, pero en fluidos biol&gicos, niveles menores de 1 ng/ml, presen-

tan dificultades, particulammente en orina.

La Tabla 16 ilustra la aplicacién de este método analitico -

en muestras de siete casos recientes.
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TABLA 16

RESULTADOS DE SIETE CASOS CONSIDERADOS PARA EL ANALISIS DE LSD

Rv = volumen de retencién;

RRv = volunen de retenciSn relativa a LSD

Caso’

origen

Muestra

RIA Directo

HPLC-Fluorescencia

HPLC-RIA

Comentario

Una muchacha que
se sospecho, tomé
una tableta de --
LSD, llego incon-
ciente y muri§ --
aproximadamente =
44 horas después.

Un individuwo que

parece haber toma
do LSD en una --
fiesta de drogas.

Un hombre arresta
do por crimen, --
sospechoso de ha-
ber ingerido alta
dosis de LSD.

Un nifo de cinco
afios de edad admi
tido en el hospi~
tal con psicosis

aguda

Lavado estomacal
tomado 12 h des-
puls de la inges
tién.

orina

Sangre tomada una
hora despuls del
arresto.

Orina tomads 4 --
dfas despuls, -~
aproximadamente,
despufs de la in-
9“&16!1 de 18D,

4 ng/ml

15 ng/ml

4 ng/ml

2 ng/ml

Inyeccisn directa:

S ng/al. Llos espac
tros de excitacién

y emisién indicaron
LSD.

Extracto de orina:
3 ng/ml.

Extracto de plasma:
5 ng/ml.

Extracto de orina:
0.8 ng/ml

El pico principal

dié un Rv que coin

cidié con LSD.

Soliunu el pico

principal tiene Rv

que corresponde a
LSD.

Resultados inconclu
308 debido al bajo

nivel de LSD.

" Los anflisis iniciales de RIA

y HPLC dan valores similares
ya que no estfn presentes los
wetabolitos de LSD.

El alto nivel de la actividad
del LSD encontrado por RIA -~
directo, se debi§ probablemen
te a los metabolitos de LSD.

La ausencia de picos de meta- -
bolitos en HPLC-RIA y la seme
janza de los resultados entre
RIA inicial y HPLC-de fluores-
cencia sugiere que el nivel =--
del metabolito de LSD fue bajo.




TABLA 16

tabietas se reco
_-giezon de su v&-

* Bl espectro de -

fluorescencia fue
i48ntico oon el de
L8D,

setabolito.

{continuacidn)
origen . Musstra RIA Directo HPLO-~fluorescancia = | HPLC-RIA . Comentario
Un hombre que == lavado estomacel 72 ng/ml Inyeccidn directas Puerte reaccién ory
‘admiti8 haber -« (I ml), 11 ng/al, sada, en Rv da L8D.
tomsdo LD,
Un nific ds 12 == Suexo; lavado a /Ml No quedan residuos Rl pico pra MRV en 1.5 corres
adnitido en o1 - tomacal. ortn:f' negative  de suere despuls pondil a ergetaming y el de -
hospital, oon - negativo  del RIA. 1.1 se enconts8 que curreapon
sSntomas de hiee Extracto &s orinas ds a un producto de Sesoonpo-~
peractividad, Picos pars MRV en siciln de 1a srgotaaina en el
1.4y .8 sedio feido fuerts. LED no -
favado estomacal. oBtuvO Presente, pero los ni~
Pico paga RRv en veles 4o sxgotamina én orina
1.8, Y lavados eatomacales fueron
de 10 ng/ml y 620 ng/ml, res~
: pectivaments. Xl nifio tuvo ~
400880 & varias drogas inolu-
yendo tartrato de ergotanina.
Un babl de 9 me~ Oxima 175 ng/ml Extraoto de orina:  Fuerte reaccién cry la presencia de L8D en orina
ses ingiri§ pas- Sangre (hemolizs 0.3 ng/mi S4 ng/ml, sada en ol Rv do == 3¢ confirmo por £. Masas de
tillas microdor da. Extracto de suero: LED y en el de un = la fracciSn de HPLC (We -
de 18D,  Siete - 1.6 ng/ul primer pico de su - 323, 221). Los bajos nivelss

on el suero dificultan la com
paracién,




Poochikian G. K. y Cradock J.C. (33), reportan un método -—-
cromatogrifico de HPLC en fase inversa para la separacién de clorhidratos

de heroina (diacetil morfina), cocaina y sus productos hidrolizados.

El método fue usado para estudiar la estabilidad de heroina y
cocaina en mezclas Brompton, que son formulaciones orales utilizadas en -

pacientes con dolor crénico severo.

El método de C.G.L. requiere para este tipo de estudio, extrac
cidn y derivacidn, pero tiene el inconveriente de presentar degradacién -

térmica, lo cual es una limitacién.

Experimento

Los clorhidratos de herofna, 6-moncacetilmorfina, morfina, co
caina, benzoilecgonina, se usaron como se recibieron. El &cido benzSico,
la 2-cloro--3-pitropiridina y el astindar interno (clorhidrato de 4-cloro
piridina), se adquirieron en el comercio. Acetonitrilo y agua destilada

se filtraron a través de filtros de poro de 0.45 mu.

Se empleS una columna de acero inoxidable de 300 x 4.6 mm de

Pase estacionaria: sflice de tamafio de partfculas de 10 mu -
enlazadas a una capa monomolecular de octadecilsilano, nombre comercial -

Bondapak cls .
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Fase mbvil: acetonitrilo-fosfato potfsico monobdsico 0,015

"M (1 + 3); ajustado a un pH de 3 con &cido fosférico 2 N.

Velocidad de £lujo: 0.8 ml/min (presidén 620 psi).
Deteccién: U.V. a 235 nm,

Temperatura: ambiente.

Soluciones de heroina y cocaina 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
ehiculo alcohol Jarabe (34) Agua destilada Buffer de
5 (v/v) s (v/v) % (v/v) citrato, % (v/v)
1 0 25 - 75 -
II 12.5 25 62.5 -
III 25 25 50 - *
Iv 40 25 35 -
\Y 100 - - -
VI 12.5 12.5 75 -
VII 12.5 40 - 47.5 -
VIII 25 75 - -
IX 12,5 25 - 62.5 (2.30)
X 12,5 25 - 62.5 (3.00)
XTI 12.5 25 - 62.5 (3.50)
XII 12.5 25 - 62.5 (4.50)
XIII 12,5 25 - 62.5 (5.25)

El valor del pH se da entre parentésis.
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Soluciones de morfina-cocaina en concentraciones de 1 y 0.5 -
mg/ml fueron preparadas en el vehiculo esténdar II. Las soluciones fueron
filtradas a través de filtros resistentes al disolvente, enseguidas pues-
tas en dmpulas de 2 ml, 1 ml de cada solucifn, y almacenadas a 5° + 0.1,
25° 4+ 0.1, y 50° + 0.1. Periédicamente se tomaban 300 Jl de muestra y se
dilufan con 2 ml de la fase mdvil conteniendo 85 mg/ml de estlndar interno
(clorhidrato de 4-cloropiridina). La estabilidad de heroina, morfina y --

cocaina en estas mezclas es controlada en un periSdo no mayor de 65 dias.
El tiempo de anflisis fue de 22 minutos.

La Figura 32 muestra la separacién de una mezcla sintética de

estas sustancias, y acido benzdico.
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Figura 32, Cromatograma de (M) morfina, (MAM) monoacetilmorfi-
na, (BE) benzoilecgonina, (IS) estdndar interno, -

(DAM) diacetilmorfina, (BA) Acido benzdico, y (COC)
cocaina.

La Tabla 18 muestra los resultados de los parimetros de reten

cién correspondientes.
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TABLA 18

TIEMPOS DE RETENCION (T,), FACTORES DE CAPACIDAD (K'),
FACTORES DE SEPARACION (=)Y RESOLUCION (Rg)

Compuesto Tr seg. K' a Rg
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 benzSico 972 4,12 1.22 2.02
Cocafna 1140 5.00 1l.26 2.46
2-cloro-3-nitropiridina 1390 6.32

Las respuestas cromatogrificas para estos compuestos fueron -
lineales (r > 0.999) en el rango de concentracién trabajado, 20-200 lg/ml.

Los 1fmites de sensibilidad fueron 10 ng para heroina y 3 ng para cocafna.

Clorhidrato de 4-cloropiridina fue seleccionada como estindar
interno por su corto tiempo de retencién; no obstante, la 2-cloro-3-nitro

piridina puede ser usada en su lugar.

También se siguif la desaparicién de la herofna y cocafna -~
como una funcidén del contenido de alcohol en la mezcla, a varias tempera-

turas,

Se observé que la cocafna es estable a 25° y 5°C, sin embargo,

la herofna es mucho mis estable; las recomendaciones que dan son en base a
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la estabilidad de herdna en estas mezclas, La t,, para heroina o cocaina
en etanol fue mayor de 45 dfas a 50°C, y cuando se almacena 5°C esta mez-
cla puede usarse como solucién stock para facilitar la preparacién de mez

clas .Brompton.

La influencia del pH en la mezcla Brompton para la estabilidad
de la heroina y cocaina es interesante, ya que los valores Sptimos de pH
para la degradaciSn minima de diacetilmorfina y cocaina se demostrd ser ~
4.0 - 4.5 y 2.5 - 3.0 respectivamente, (35,36,37). También se encontré que

el pH Sptimo para la hidrdlisis mfnima de heréna y cocaina es de 3.0 y 3.5.

Sullivan A.T. y sus colaboradores (38) han estudiado el metabo-
lismo del LSD, dietilamida del &cido lisérgico. Para lo cual analizaron -
muestras de plasma y orina de monos Rhesus, a los que se les suministr§ --

ISD marcado radiactivamente con 140 esﬂ.

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

oral efectiva en el hombre de 0.5 - 1.0 g¢g/Kg y 0.1 mg/Kg intramuscularmen

te. Su efecto principal es sobre el sistema nervioso central.
El mecanismo de accién de la droga no es conocido.

Upshall y Wailling (8) encontraron en 1972 que la concentra---
cién de LSD en plasma, alcanza el valor miximo una hora después de su admi

nistracién. lLa vida media del LSD en el hombre es de cerca de 175 min.

La deteccifn de LSD en fluidos biolSgicos es diffcil, debido

a las pequefias cantidades involucradas. Pero aquf desarrollaron método --
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sensible para su deteccidn en sangre y orina, empleando una combinacién -
de HPLC y radioinmunoensayo, Twitchett P.J. y colaboradores (39), en 1978.
Debido a una variedad de razones, no se pudieron obtener voluntarios huma
nos que tomaran LSD y proporcionaran sus muestras, por lo que los experi-
mentos fueron hechos usando mones Rhesus, los cuales se ha demostrado, --
tienen caminos de metabolismo 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 administracién de LSD, fueron sedados con cetami-
na (6 mg/Kg), posteriormente, cada uno fue puesto en una‘caja construida

especialmente para facilitar la coleccidn de orina, heces y sangre.

El LSD, en forma de tartrato, se administrS oralmente confor-

me los datos de la Tabla 19.

TABLA 19

DOSIFICACION DE LSD A LOS MONOS RHESUS

Animal Peso (Kg) 3H(ug) . 14C(ug) Hg mg/Kg
171 3.00 — 630 -- 0.21
303 2.85 6.6 -— 500 0.18
172 3.50 6.6 ——— 500 0.15
164 2.80 —— —— 2856 1.02
170 3,00 -—— ——— 2910 0.97
172 3.40 —— -—— 3570 1.05
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Se recolectaron muestras de orina y heces antes de administrar
el LSD, y se recogieron muestras posteriores a la administracibn de la si-

~guiente manera:

Sangre: 1mlalal, 2, 3, 4, 6, y 24 horas después de la adminis

tracién.

Qrina: alal, 2, 3, 4, 6, 24 y 48 horas después de la administra
cién,

Heces: a las 24 y 48 horas después de la administracidn.

Orina. Porciones de 0.2 ml fueron puestas en tubos que conte--
nian 0.3 ml de agua + 4 ml de fluido de centelleo.. Los tubos se mezclan

durante 30 minutos a 10°C.

la radiocactividad en los tubos se midié en el contador de cen--
telleo; la cantidad de extincidn fue determinada por un método de radio con

tador externo.

Plasma. Muestras de 0.05 ml se colocaron en tubos que conte--
nfan 0.45 ml de agua y 4 ml de fluido de centelleo. Su radioactividad y -

_grado de extinciSn se midi6 de igual manera que en las muestras de orina.

Heces. La muestra fecal se homogenizé con agua destilada, y -
se dividié en cuatro volimenes; 0.2 ml del homogenizado + 1.2 ml de solubi
lizador NCS se colocaron en tubos, los cuales se incubaron durante toda la
noche, en un horno a 50°C. Enseguida se agregd 4 ml de fluido de centelleo,
y se determind su radicactividad y grado de extincién, como se describe --

anteriormente.
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células sanguineas: cada muestra fue suspendida en solucidn
salina isotdnica (0.5 ml); porciones de 0.2 ml de la gsuspensidn se incubd

durante toda la noche a 50°C con 2.4 ml de solubilizador NCS.

Después se le adiciond 4 ml de fluido de centelleo, vy se midid

su radioactividad y grado de extincidn, como eén los casos anteriores.

Radioinmuno Ensayo de las Muestras
La cantidad de material para reaccidn cruzada en las muestras -
de orina a partir de C-LSD-marcado y LSD-sin marcar, se determind usando -

el método de radioinmuncensayo (antisuerc II) ya descrito.

Fraccionamiento de Muestras de Orina por HPLC

Muestras de orina (0.1 ~ 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 mdvil: metanl (NH4)2C03 acuoso (0.1% w/v). 1l:1 y v/v.
Velocidad de flujo: 1 ml/min.

las fracciones obtenidas se analizaron por RIA, y la cantidad
de radioactividad 14c se determind por conteo del liquido de centelleo, co-

mo se ha descrito antes,

HidrSlisis enzimdtica de muestras de orina. Se mezcld 0.1 ml

de orina con 0.2 ml de buffer de acetato 0.2 M a pH de 5 + 0.2 ml de una

preparacidn de B-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 precipi
tar la proteina, esta suspensidn se centrifuga para quitar la proteina ~--
precipitada. El sobrenadante se reduce a un volumen pequefio bajo una --
corriente de nitrdgeno, para después fraccionarse por HPLC. A cada frace

cidn se le determin su radicactividad.

En la Figura 33 se muestra la cantidad de 14C 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 dSsis administrada ha sido excretada.
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Figura 33, fxctesién urinaria de 14c después de administrgi -
C=-LSD (45 uCi, mono 171). A: total de HCi “"C en
da muestra de orina; B: excresiSn acumulativa de -
C, expresado como % de la dosis administrada.

La Figura 34, muestra que en el plasma se alcanza el valcr m§
ximo de concentracién en una hora o antes, y disminuye sobre las siguien-

tes 23 horas.
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Figura 34. A: Niveles ge plasma de MC después de la adminis
tracién de 1 C-LSD {45 uci, mono 171). B: Nive--
les de plasma de 3H después de la administracién -
de 3u-LSD (225 uci; monos 172 y 303).

En las heces y células sanguineas no se detectd LSD marcado.

Se encontrd que con 50% de metanol-50% de (ﬁH4) 2003 {0.1% -
acuoso) hay buena separacidn de los componentes radioactivos en un tiem-
po de 0-2 horas, de lés muestras de orina de los monos que recibieron --
LSD marcado. Usando este eluyente, se obtuvieron siete picos de compues

tos radioactivos, como 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 uci ldc-Lsp).

1os resultados del presente experimento indican que el LSD es
absorbido ripidamente del tracto gastrointestinal, y que el nivel miximo
en sangre se alcanza en aproximadamente una hora después de su administra
cidn, y después decrece constantemente. Estos resultados coinciden con -
los encontrados por Aghajanian y Bing (41) en 1964, Usphall y Wailling -~

(8) en 1972.

Los resultados encontrados indican que la principal via de «-
excresifn del LSD es la urinaria. Ya que 24 horas despuds de haber admi-
nistrado el LSD, 24% de la d0sis administrada se recupéré en la orina. Es
tos resultados difieren a los encontrados por Siddik (42) en 1975, el en-
contrd a las 48 horas despu@s de la administracién del LSD, 38% en orina y

22% en heces. Esta diferencia puede deberse a gue la ruta de administra-
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~ cidn no fue la misma, &1 administrd 0.1 mg/Kg intramuscularmente.

»

Los resultados cbtenidos en los monos indican que después de
una inggsti6n oral de LSD, puede ser posible detectar sus metabolitos en -~
la oringa por mucho tiempo, aunque ya no ge detecte el LSD, esta situacibn
puede ser similar en humanos. La presencia de los metabolitos del LSD en
una muestra, confirman la evidencia de que la droga estuvo presente, sien
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 métoéo -
para la determinacifn cuantitativa de morfina, codefna, criptonina, tebaf
na, y narcotina que son los alcaldides principales del opio por HPLC. Es
tos alcalSides primeramente se extraen en mediodcido, utilizando &cido fos

f6rico dilufdo, a un pH cercano a 9.1 que es el ideal.

Luego, se eluyen por la técnica de adsorciSn, utilizando una
columna de resina de Amberlite XAD-2, en la que se hace pasar primero me-
tanol y despu@s cloroformo-metano (3+l). Enseguida el disolvente se evapo
riza a presién reducida para concentrar los eluatos, los alcaldides se re-
disuelven en cloroformo-metanocl (3+l1). Despuds, se inyectan muestras de =
esta soluciSn mis brucina como estfndar interno, sobre una columna de Co--
rasil II, usando como eluyentes: hexano + cloroformo-metanol-dietilamina

(100+300+1), para la cuantificacibn de los alcalofdes.

Las absorbancias de los alcalofdes fueron controladas a 254 nm,

en un espectrofotSmetro de flujo directo U. V. de doble haz,
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La resina de fuerte intercambio catiénico usada (44) para el
aislamiento de los alcaldides extrafdos de plantas hidrofflicas extrafas,
a menudo rindieron residuos indeseables que impidieron una buena recupera

cién de los alcaloides y enviciaron las columnas,

Ia Amberlite XAD-2 es una resina no ifnica macroreticular con
una gran 4rea de superficie y porosidad. Tiene la capadidad de absorber

compuestos orgdnicos que sean solubles en agua.

Experimento.

Fases estacionarias: Amberlite XAD-2, resina preparada y al

macenada con baja cantidad de agua; y Corasil II de 37-50 um.

Reactivos y Disolventes: 85% de H.PO,, NaOH, y NH,Cl; hexano. me~

374 4
tanol anhidro y CH013; dietilamina y etanol anhidro.

Disolvente programado: diluir 100 ml de CHCI3 a 400 ml con metanol,
adicionar 1 ml de dietilamina, y mezclar.
Disolvente inicial de la fase mSvil: adicionar 15 ml del disolvente

programado, a 1 1 de hexano.

Solucién del estlindar internoc: pesar exactamente 200 mg del alcalof

de brucina, transferirlo a un matraz volumétrico de 100 ml.

Disolver y aforar con CHC1 ~metanol (3+l1).

3

Solucifn stock: pesar exactamente cada alcaloide, y transfe-
rirloa a un matraz de 100 ml; 320 mg de narcotina, 100 mg de papaverina,
200 mg de tebaina, 40 mg de critonina, 400 mg de codefna (secarlos 4 horas

a 80°C), y 640 mg de morfina monohidratada. los cflculos ge realizan en -
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condiciones anhidras después de determinar el agua usando el método de --
Karl Pischer, como lo detalld Reasley (45}. Disolver las muestras y afo-
rar con cnc.l3—-etanol (3+1). Transferir alfcuotas de 5 ml en viales con

tapdn de rosca. Evaporar el disolvente con un flujo de corriente de aire,

a temperatura ambiente, no calentar.

Solucidn estandar concentrada: disolver el contenido de un -

vial de alcaloide estindar en 5 ml de solucidn del estidndar interno.

Solucion diluida: disolver el contenido de un vial de alcaloi

de estandar, en 10 ml de solucién del estandar interno.

Columnas de acero inoxidable de 2.8 de d.i. x 75 mm, y 2.8 x

1000 mm.

Velocidad de flujo: 2 ml/min.

Preparacion de la Muestra

Transfexir 1 g de opio exactamente pesado, a un vaso de preci
pitado y afiadirle 40 ml de aqua. Ajustar el pH a 2 + 0.1 con H3PO4 1 N,
Calentar en bafio Maria, dispersando la muestra con un agitador de vidrio
(15 minutos) . Filtrar usando succidn suave, con un filtro de porosidad me-
dia. Lavar el filtrado de 4-5 veces con 5 ml de H3m4 0.4 N, Colectar el
filtrado y los lavados en un matraz volumétrico de 100 ml y aforar con --
agua. Transferir una alicuota de 20 ml a un matraz de 100 ml, ad_icionar
0.5 g de m41)1, disolver, ajustar el pH a 9 + 0.1 con solucién de NaOH al
42 (é/v) .
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Transferir a una columna de vidrio de 30 em x 15 mm de d.i. -

provista con llave de paso; 20 ml de resina Amberlite XAD-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

-

con 50 ml de metanol, colectando el eluato en un matraz de 250 ml.

Cuando 25 ml de metano ha pasado por la columna, cerrar la lla
ve de paso, eliminando el disolvente elufdo. Continuar la elucién con re
manentes de metanol desenchindolo, seguido por 10¢ ml de CHC13-metanol -
(3+1) . Evaporar log eluatos bajo presidn reducida a 60°C. Cuando esti -
cési seco, adicionar 5 ml de etanol anhidro y evaporar a sequedad. Repe-
tir la deshidratacifn dos veces, enfriar a temperatura ambiente. Adicio-
nar 5 ml de estindar interno y tapar, agitar con ultrasonide. Inyectar -

de esta solucién, por medio de una jeringa, la cual contiene fibra de vi-

drio, para filtrar.

Calculos.

De los cromatogramas de los estdndares, calcular la relacién
de altura del pico de cada alcalofde a 1a altura del pico del estfndar in
terno brucina. Calcular el peso para cada alcalcfde estfindar concentrado
y dilufdo, dividiendo mg de cada alcalofde por mg de brucina adicionados

en las soluciones esténdares respectivos.

Calcular curvas de calibracifn para cada alcalofde, grafican-
do relaciones de alturas de los picos contra las correspondientes relacio

nes de pesos, Determinar la altura del pico de los alcaloides en la mues
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tra problema. Leer las correspondientes relaciones de pesos en las cur--
vag de calibracidn y calcular el contenido de alcaloide anhidro, usando -

la siguiente f6rmula:

relacién de peso x 10 x 100
mg de opio x la alicuota

% de peso de alcaloide anhidro =

Areas bajo los picos, también pueden ser usadas para calcular

las muestras problemas, por medio de integracién manual o electrdnica.
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Figura 36. Cromatogramas de una mezcla de alcalofdes estédndares.
En el cromatograma superior: A, narcotina (16 ug); B,
papaverina (5 Hg); C, tebafna (10 ug); D, criptopina
(2 ug); E, codefna anhidra (20 Mg); F, morfina anhi--
dra (30 ug); y G, esténdar interno brucina (10 ug). En
el cromatograma inferior los mismos esténdares, sélo -
que estln a la mitad de concentracién, respecto a los
del cromatograma superior, excepto brucina, que esta =-
en igual concentracién.

-
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Resultados obtenidos por HPLC, para alcalofdes individuales

en muestras de opio de UN pulverizadas, se dan en la Tabla 20.

TABLA 20

ANALISIS POR HPLC DE MUESTRAS DE OP10 DE UN: RESULTADOS
REPORTADOS EN POR CIENTC DE ALCALOIDE ANHIDRO

Muestra Origen Rarcotina Papaverina Tebaina Criptopina Codeina

UN-M~-1 Japdn 3.95 1.74 2.59 0.23 4.01
N-M-2  Inaia 9.89 2.12 1.74 0.25 2.66
IN-M-3  Turqufa  5.56 1.59 1.73 0.06 1.56
’N-M-4  Paquistfn 7.63 2.99 2.02 0.20 3.75
N-M-5  Iran 6.38 1.55 3.40 0.10 2.98

Muestra , Origen Morfina

UN-M-1 JapSn 11.30 ' .
IN-M-2 India 14,98

UN=-M-3 Turquia 14.66

UN-M-4 Paquistan 13.62

UN-M~-S Iran 7.26

Los cromatogramas correspondientes son los de las Figuras 137

a la 41,
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Figura 40
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UN.N.5

I'I U'I 20 22 ¢ 2¢ 20 ¥ X 3¢ M (NiNUTOS)
Figura 41

Estos cromatogramas (Figuras 37 - 41} corresponden a muestras

de opio en polvo de UN: A, narcotina; B, papaverina; C, tebaina; D, crip

topina; E, codefna; F, morfina; y G, brucina.

En la Tabla 21 se hace una comparacién de los estudios analiti
cos para morfina.
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TABLA 21

COMPARACION DE ANALISIS PARA MORFINA EN HI;ESTRAS DE OPIO UN POR VARIOS
- METODOS; RESULTADOS REPORTADOS COMO POR CIENTO DE MORFINA ANHIDRA

Muestra

Procedimiento UN-M-1  UN-M-2  UN-M-3  UN-M-4  UN-M-S

bsp xvIIz (46) 10.38  14.74 14.02 12.46 5.61

USP XIX (AOAC)® (47)  12.09  15.31  15.42  13.79 7.74

c:f 12.45  15.74  14.87  13.88 7.82

(método de 11.30 14.98 14.66 13.62 7.26
Mallinckrodt)

ch (48) 11.77 15.07 14.54 13.32 7.33

L un 11.14 15.92 14.98 13.92 7.27

estudio av.t 12.55 16.01 15.06 13.90 7.63

a) muestras analizadas en nuestro laboratorio para colaborar con el
estudio
b) reportado por Smith (46) empleando 16 colaboradores
-'e) reportado por Smith (46) empleando 8 colaboradores. Fue un pro
cedimiento modificado al método de Schultz y Schneckenburger --
(49). ,

Nelson P. E. y sus colaboradores (5) han establecido un mé-
todo combinado de HPIC + Inmunoensayo, para la identificacién y cuanti-

ficaciSn de morfina, codefna y sus metabolitos en fluidos biol&gicos.

Las técnicas de inmunoensayo pueden ser: la llamada inmuno
ensayo de la enzima multiplicada (EMIT), la cual es menos sensible y en
el‘ presente pusde ser usada solo para orina, pero es mis rfpida y re---
quiere menos destreza; la ou; es radioinmunoensayo (RIA), la cual es -

extremadamente sensible y puede ser usada en muestras pequeiias de sangre
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u orina. En ambas técnicas no existe especificidad para un compuesto, ya
que hay reacciones con todos los compuestos gue tengan estructuras simila

res.

Estos investigadores reportan el uso de ambos sistemas HPLC -
EMIT y HPLC - RIA, para anflisis de morfina y compuestos relacionados, en

sangre y orina.

Se utilizd un sistema de HPLC en fase inversa que incorpora -
iones bromuro en sl eluyente para la separacifn de los opiaceos y este -
" sistema se ugo en combinacién con reactivos comerciales EMIT y RIA para -
identificar y cuantificar morfina y 3 -glucuronido - morfina en diversos
casos fatales en abuso de drogas. Dan a conocer también resultados de --
anilisis de codefna y sus metabolitos presentes en la orina de volunta---

rios qﬁo ingirieron dSsis terapéuticas de codefna.

10s materialez y equipo para los inmunoensayos son: muestras
y reactivos EMIT se mezclaron usando un pipetor/diluidor Gilford 6065 au-
tomfitico. La actividad enzimfitica se midid con un espectrofotSmetro Gil-

ford Stasar III para micromusstras.

1os materiales de raioimmunoensayo para morfina (1125) fueron

de Roche Diagnostics. Se emplel un Yy-espectrofotSmetro A. N. E, 8311 au

tomftico para medir la actividad de 1125.

Para la HPIC se empleS:

Columna de aceroc inoxidable de 100 mm x 4.6 mm.
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Fase estacionaria: Hypersil de 5 um ODS
Fase mSvil: 12.5% de metancl en solucién amortiguadora de fosfato
0.01 M a pH 3 conteniendo bromuro de potasio 0.1 M.

Velocidad de flujo 0,75 ml/min,

En los inmunoensayos se obtuvo las reactividades cruzadas de
los opiacecs, los que se dan en la Tabla 22 por comparaciSn de la curva

de calibracidn para cada opiaceos con la de la morfina.

" Se tomaron muestras de sangre, ante-mortem y post-mortem, de -
individuos sospechosos de haber ingerido dosis excesiva de morfina. La -
sangre se centrifug5 para la obtencifn sflo de suero, que se us§ para los

anflisis; cuando fue posible, también se tomaron muestras de orina.

AdemSs, dos voluntarios proporcionaron muestras de orina des-
;in& de ingerir 15 ng de codefna oralments, .cnda 4 horas, en un total de
48 horas. Todas las muestras fueron analizadas por RIA, pero solo las de
orina por EMIT. En HPIC lai musstras de orina £uo:6n :I.nyoctadai iin pn-'
tratamiento, y las de suero fueron diluidas con agua destilada hasta una
concentzacién de casi 300 ng/ml del opiacecs. Con esta d:lluci&n' se redu-
cen ﬁmﬁlm- de obstruccifn de los filtros en ei sistema de HPLC. Entfo
cada muestra la vElvula de inyecciSn fue sluida oén HCl (2 ml ‘lzm seguida
por agua destilada (6 ml). Muestras de orina (500 Wl) de :l.nd:l.éiduon que
ingirieron opiacecs, fueron usados como Cuilioles. Las nuestras de orina,
obtenidas doﬁpuil de la ingestiSn de codefna, se hidrolizaron con B-qlucuro

nidasa y HCl concentrado de la siguiente manera:
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Para la hidrélisis acida: 3 ml de HCl conc. + 3 ml de orina,
se mezclan y se calientan en agua hirviendo por 60 min. Enfriar, alcalini
zar con KOH, a pH de casi 7, con unas gotas de &cido fosférico al 20%. El
volumen final se mide y alfcuotas de 500 Ul fueron fraccionadas por HPLC -
para subsecuente inmunoensayo. En la hidrSlisis enzimitica, 3 ml de buffer
de acetato a pH de 5.6, fueron afladidos a 3 ml de orina, seguidos por ==
10 000 unidades de B-glucuronidasa, e incubada a 35°C durante toda la no==
che. Alfcuoata de 500 ul fue fraccionada por HPLC para posterior inmunoen

sayo,

TABLA 22

REACTIVIDADES CRUZADAS DE ALGUNOS OPIATOS
EN EMIT Y RIA CON LA REACTIVIDAD DE MORFINA

opuasto | Mestivitad mescvicng
de EMIT de RIA
Morfina ©1.00 1.00
Codefna 1,04 1.48
Dihidrocodefina 0.93 0.87
6-Monoacetilmorfina 0.50 0.12
Dihidromorfina 0.43 0.17
Morfina-3-glucuronido 0.24 _ 0.41
Nalorphina 0.11 0.006
Norcodefna 0.08 0.04
Codefna-N-oxido 0.03 0.02
Normorfina 0.005 10-4
Morfina-N-oxido 9x107d 1074

*La Reactividad Relativa estf en relacifn a la can
tidad de morfina con la cantidad de opiato reque-
rida para dar una reacciSn cruzada equivalente a

0.5 1g de morfina por EMIT y 20 ng de morfina por
RIA, -
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Asf, el N- oxido de morfina y la morfina no muestran virtual
' mente, reaccién cruzada en ningln anflisis. Codefna y dihidrocodefna die

ron una reaccifn cruzada muy fuerte.

Inminoensayos llevados directamente sobre fluidos biolégicos
darfan por lo tanto un resultado gue inclurfa todos los compuestos que --

reaccionan cruzadamente, ya que tienen estructuras quimicas similares.

Como las reactividades relativas de la morfina y sus metaboli
tos gson diferentes en los dos anflisis, es de esperar resultados diferen-

tes cuando se analicen muestras biolSgicas de opiaceos.

En los casos en que se sospecha sobredosis de morfina, el uso
del sistema de HPLC de fase inversa da separacifn muy eficiente, en la ma
yorfa de los opiatos que probablemente estén presentes en muestras toxico

16gicas. Los vol(menes de retenciSn se dan en la Tabla 23.

TABLA 23 .

VOLUMENES DE RETENCION DE OPIACEOS EN ODS-HYPERSIL DE 100 mm x 4.6 mm,
CON UN ELUYENTE DE METANOL 12.5% EN BUFFER DE FOSFATO 0.01 M DE (pH 3)
CONTENIENDO BROMURO DE POTASIO

Compuesto Volumen de RetenciSn (ml)
Morfina-3=glucoronido 1.0
Normorfina 1.7
Dihidromorfina 1.7
Morfina 1.8
Morfina-N-oxido 1.8
Codefna-N-oxido 4.3
pihidrocodefna 4,8
Nalorfina 4.9
Codefna . 5.3
Norcodeina 5.7
6-Monoacetilmorfina 10.4
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El cromatograma de la Figura 42 corresponde a orina y se ob-
servan tres picos: dos de ellos corresponden a morfina y n\orfina-3-glu—
coronido, considerados ademds por la reactividad cruzada, EL tercer pi-

co se debe probablemente a algin metabolito de morfina.

5 4
MG
EMIT
REACCION
CRUZADA | M
MG /ML
]

% TIEMPO

Figura 42 . Anilisis HPLC-EMIT andlisis de morfina-3-glucoronido
(MG) y morfina (M) en una muestra de orina de un su-
jeto que murié enseguida de tomar una sobredosis sos

* pechosa de morfina.

Los resultados obtenidos para HPLC/EMIT (para orina) y HPIC/

RIA (para suero) se dan en la Tabla 24 y 25 respectivamente.
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TABLA 24

CONCENTRACIONES DE OPIATOS EN REACCIONES CRUZADAS EN MUESTRAS
DE ORINA DE INDIVIDUOS POST-MORTEM EN CASOS SOSPECHOSOS DE
SOBREDOSIS DE MORFINA DETERMINADO POR HPLC-EMIT

Caso Concentracién* (ug/ml)
o Morfina -3 Morfina No identificada  Total
glucurdnido
1 1.0 0.3 0.4 1.7
2 0.25 5.0 0.5 5.75
3 5.5 2,5 1.5 9.5
4 11.0 7.0 1.6 19.6

* Expresado como equivalentes de morfina,

TABLA 24

CONCENTRACIONES DE REACCIONES CRUZADAS DE OPIATOS EN MUESTRAS
DE ORINA DE INDIVIDUOS POST-MORTEM EN SOSPECHOSOS DE SOBRE-
DOSIS DE MORFINA DETERMINADO POR HPLC-RIA

Caso concentracién* (uLg/ml
No. Morfina -3 Morfina No identificada Total
glucurSnido
3 0.007 0.03 0.006 0,043
4 0.2 0.3 0 0.5
5 0.46 0.1 0.12 0.68
6 0.74 0.3 c.1 1.14

* Expresado como equivalentes de morfina.
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En ambas se observa que la relacién de morfina a morfina-glu
coronido en suero u orina no es constante e ilustra muy bién el uso de -

la combinacién cromatografia - inmuncensayo.

Por otro lado, la Figura 43 muestra el cromatograma de una -
muestra de orina analizada por HPLC - inmunoensayo, de un voluntario que

ingirié codeina.

EMIT
REACCION
CRUZADA

L

MG /ML

4 : 8 TIFMPN

Figura 43. Andlisis HPLC-EMIT de morfina -3-glucoronido (MG),
morfina (M), codefna-6-glucoronido (CG) y codefna
(C) en una muestra de orina tomada 36 horas después
a voluntarios que ingirieron 15 mg de codefna cada
4 horas. :

- 153 -



Al analizar las muestras por HPLC~RIA, Figura 44, los picos
se obtuvieron en las mismas posiciones que paré HPLC~EMIT. Sin embargo
el pico de CG (Vr = 3.7 ml) es muy pequefio, lo cual indica que hay dife-

rencia en la reactividad cruzada de los 2 inmunoensayos,

ics -
c
a I A ]‘o -
EEACCION
CRUZADA
ﬂ‘/‘l 00, y
Ca
M3 A L
[ 8
MINUTOS

Figura 44. Anflisis por HPLC-RIA de morfina-3-glucuronide (MG),
morfina (M), codefna-6=glucoronido (CG) y codefna ==
(C) en una muestra de orina tomada 36 horas después,
a voluntarios que ingirieron 15 mg de codefna cada 4
horas,
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Estos investigadores, establecen entonces que la HPLC combina
da con EMIT o con RIA para moxfina, provee un método eficiente para la se
paracibn, identificacidn y cuantificacién de opiatos y sus glucurfnidos -
conjugados. Tal combinacién provee un sistema de deteccién sensible y es

pecifico para HPLC, que mejora la especificidad de los inmunoensayos vy per

mite anflisis con muestra pretratada o no. La separacién de los glucurS-
nidos conjugados de la morfina y la codeina tambi&n indica la potenciali-
dad de un sistema combinado para la dientificacifn de metabolitos polares

de drogas que normalmente no se hace por métodos convencionales.

Wheals B.B. (51) del Laboratorio Forense de la Policia Metro-
politana en Londres ha trabajado en el anflisis de drogas por HPLC utili-

zando un sistema fluorom€trico de deteccibn.

Hay pocas drogas de abuso que tienen fluorescencia natural, -
sin embargo, esta propiedad se puede inducir qufmicamente, como se indica

en el esquema siguiente:
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HPLC CON DETECCION FLUOROMETRICA

Tipos de pfocedimientos

Fluorescencia natural Fluorescencr inducida
Reaccgén con Marcadores Par-i!Snico
reactivos no  fluorogénicos
fluorescentes
SeparaciSn posterior Separacidn anterior

Compuestos Detectados por Fluorescencia Natural

La dietilamina del &cido lisergico (LSD) es uno de 1los pocos
compuestos que presenta altos niveles de fluorescencia natural A ex 320 nm
X em 420 nm. Su alta actividad, y por lo tanto la baja dosis de &sta dro-
. ga (100-150 jig/dbai’s) necesita el uso de una técnica sensible para su de--
tecciSn. Pastillas érebaradas ilfcitamente pueden analizarse r&pidamente
ﬁara ver la bresencia de 1LSD, extrayendo con metanol e inyectando una a1£
cuota en una columna emt:acada con sflice y utilizando un detector fluorom@
trico (52','53) . En este anflisis pueden también determinarse cualitativa
y cuantitativamente alcalofdes del ergot. El tiempo de retenciSn es muy
caracteristico y diferente al de otros compuestos analizados. En este ==
método, no interfieren los compuestos de la formulacién ya que, no son --

fluorescentes.
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Por este procedimiento pueden detectarse cantidades de LSD -
del orden de 10 pg. Se ha empleado para detectar LSD en la orina de per

sonas adictas (54) .

Compuestos Detectados por Fluorescencia Inducida. Reaccidn

con Reactivos no-fluorescentes antes de la Cromatogratia

Ia reaccidn antes de la cromatograffa puede ser un método --
poderoso para inducir la fluoreécencia, pero puede obstaculizar la inyec
cién de las muestras en la columna, interfiriéndose asf{ la separacin --

cromatogrifica.

Un ejemplo tfpico de este método es el desarrollado para el
anflisis de morfina en flufdos biolégicos usando HPLC con deteccién fluo
rométrica (55). La morfina puede convertirge en una pseudo-morfina dimé
rica fluwrescente por oxidacién, pero compuestos anflogos reaccionarfan
igual que la morfina, de tal manera, que la reaccidn no es especifica. -

Sin embargo, es posible separar estos dimeros por HPLC.

En el método empleado, la dimerizacidn oxidativa sucede en la
cabeza de la columna empacada con sflice, sequida de la elucifn y detec--
cifn de 1a pseudo-morfina. La presencia de los compuestos an&lpws ala
morfina pueden variar los productos de reaccifn, sin embargo, este pro--
blema fue superado introduciendo una dihidromorfina como estindar inter-
no. Este compuesto también sufre dimerizacién y cuando esti presente con
morfina se obtienen tres productos de oxidacién (morfina dimérica, dihi--

dromorfina dim@rica y morfina-dihidromorfina).
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los tres productos se separan bajo las mismas condiciones cro
matogrificas y puede conocerse la concentracién de la morfina en-la mez-

cla a partir de las alturas de las sefiales en el cromatograma.

Reaccién con reactivos no-fluorescentes después de la croma--
tografia

Sf ge coloca un sistema pequefio de reaccifn después de la co--
lumna cromatogrifica, es posible usar condiciones drdsticas de reaccién --
para cbtener productos fluorescentes a partir de los compuestos eluidos, -
El broblema mayor es un cuidado completo del volumen el cual es suficiente
mente bajo para dar bandas separadas y picos exceéivament:e sobrepuestos -~
sin indicaciGn. En el éresente nosotros no usamos este método para traba-
jos de tiéo forense pero resultados excelentes han sido obtenidos con este
método bor Katz (56) en el cambo biomédico. En su procedimiento una solu-

4

cién de Ce'T 10 N en fcido sulfrico 2 N es mezclado con el flujo de disol

vente elufdo. Con compuestos adeucados ocurre la oxidacibén para formar --

ce’* que exhibe fluorescencia (A ex 260 nm A em 350 nm).

Marcacién Fluorogénica

Algunas drogas del tipo aminas primarias y secundarias asf --
como aquellas con grupos fenflicos pueden convertirse en derivados fluo--

rescentes utilizando ciertos reactivos, como los sefialados en la Tabla 26.
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TABLA 26

ALGUNOS REACTIVOS FLUOROGENICOS DE VALOR EN ANALISIS DE DROGAS

Reactivos Derivados formados con:

Cloruro de pansilo 5 dimetilamino-1 aminas primarias, secunda-
naftalen cloruro rias fenoles
de sulfonilo

Cloruro de NBD 4 cloro 7 nitro=- aminas primarias y secunda-
benzofurano riag
0 Diacetil- aminas primarias
benceno
Fluram 4 fenilspiro aminas primarias
(fluroscamina) (furan-2(3H), 1*
~ftalan)-3,3°
diona

La marcacién fluorogénica puede usarse en HPLC produci&ndose
* derivados fluorescentes de las drogas en estudio, permitiendo detectarlas
en muy pequefias cantidades, sin embargo, existe el problema de que algu--
nas dr_ogas‘ contengan los mismos grupos funcionales o estructuras simjila--
res den resultados falsos positivos, o sea reacciones cruzadas. Por lo -

que es necesario usar estdndares de alta pureza.

Por ejemplo, la detecciSn de anfetamina en orina. El deriva
do coriespondiente puede prepararse por calentamiento de la orina con --
cloruro de dansilo en acetona, y extrayendo posteriormente con acetato -

de etilo.
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Si se usan estfndares puros pueden detectarse cantidades del
orden de 0.5.ng, tanto d¢ anfetamina como de metilanfetamina en forma de
sus dansil derivados. Con muestras de orina, por ejemplo, estas cantida

des no son dstectables debido 2 la presencia de sustancias interferentes,

Los cromatogramnas en la Figura 45 muestran que un nivel de ~--
S ppm es el lf.mite de deteccifén cuando la muestra de orina se analiza di-

rectamentae.

» ML

Figura 45. Cromatogramas de los extractos urinarios dansilados.
1. Blanco urinario. 2. Picos de la orina en 1los ni
veles de 5 ppm (a = anfetamina, b = metilanfetamina
como sus dansil derivados).
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Condiciones cromatogrdficas:

Columna: 25 cm x 4.9 d.i. empacada con Partisil 5 modificado
con octadeciltrichlorosilano

Disolvente: Metanol: agua 85:15

Velocidad 1l ml/min a 1100 p.s.i.
de flujo:

Detector: Fluorométrico Perkin Elmer 1000

Exceptuando los problemas anteriores, esta t&cnica resulta -
ser muy apropiada para detectar drogas y sus metabol{tos presentes en ~--

flufdos biolSgicos en pequeias cantidades.

Fluorescencia Par-iénico

El principio en el que se basa la extraccidn par-ifnico, es
aquel en el que el idn orgdnico Q+ puede transferirse de una solucidn =~
acuosa a una orgénica por adicién de un i6n que §osea carga X , y extra-

yendo el par ibnico QX con un disolvente org&nico épropiado.
0" ACUDSO + X~ acuoso ——»  OX orgénico

El principio ha sido aplicado a la extraccién de drogas bisi
cas presentes en soluciones acuosas, de tal manera qﬁe si se produce un
ién contrario fluorescente, a partir de un compuaibo tal como el &cido ~-
antraceno-2-gsulfénico (A ex 305 nm) em 410 nm) el pat-iéﬁico deber§ mos-~

trar fluorescencia similar.
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Este tipo de estudio en cromatograffa se encuentra en una pri
mera etapa, siendo posible que pares ifnicos producidos a partir de dro--
gas bisicas puedan ser separadas cromatogrificamente, estableciéndose as{

las bases de un método analitico sensible.

Iove J.L. y Pannell, L.K. (57), han desarrollado un método de
andlisis por HPIC, para heroina ilfcita y sus componentes relacionados, -

obteniéndose buena resolucidn.

La herofna es una de las drogas ilfcitas mis comunes que es -
necesario identificar y cuantificar en muestras de procedencia dudosa; --
las que ademfs contienen morfina, codefna, acetilcodefna, ﬁnnoacetihmrt_i_

na y diluyentes.

Experimento

3t
oY
v

' Se emplea una columna micro-bondapack C de 30 cm de longi-

18°
tud, de fase inversa. S .

La fage mSvil constitufda de un 65% de acetonitrilo y 35% de

buffer acuosa que contiene 0.75 g de acetato de amonio por 100 ml.

Todos los disolventes se filtraron en un filtro de 0.45 um -

{Millipore FHUPO4700).

Las muestras de las drogas puras se pesaron y se disolvieron
en metanol, las concentraciones fusron de 1 a 2 mg/ml. Las soluciones -

ge filtraron y se almacenaron en ‘él refrigerador hasta el anflisis.
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El flujo de la fase mdvil fue 1.5 ml/min, el detectar a una ~

sensibilidad de 0.1 de absorbancia como escala total y luz u.v. de 280 nm,

Se inyectaron por triplicado voliimenes de 10 }l de estidndares
-y muestras y los resultados cuantitativos se obtuvieron por comparacién -

de la altura de los picos en los cromatogramas.
Si es necesario, se puede utilizar un estndar interno.

La papaverina y la tebaina pueden usarse como tal ya que dan

respuesta lineal de altura de pico a cantidad inyectada.

Los volimenes de retencifn relativa se dan en la Tabla 27 y -

el cromatograma es el de la Figura 46.

TABLA 27

VARIACIONES DE LOS VOLUMENES DE RETENCION
RELATIVA A HEROINA '

' Contenido de acetonitrilo
Compuesto

67% . 65% 63%
Morfina 0.58 0.55 0.54
Papaverina 0.61 0.63 0.65
Monoacetilmorfina 0.74 0.72 o0.71
Codefna 0.87 0.84 0.78
Acetiloodefna 1.26 1.24 1.19
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Figura 46. Cromatograma de opificecs mezclados, cafefna y pa-
: paverina son estfndares internos: (1) cafefna, -
(2) morfina, (3) monoacetilmorfina, (4) codefna,-

(5) herofna, (6) acetilcodefna.

Este método de anflisis de herofna es rfpido, la preparacién
"de la muestra es sencilla y usa una mezcla binaria de disolventes muy --
simple.

La resolucién de varios derivados de morfina comunmente aso-

‘ciados con herofna se muestra en la Figura 47, y los vol(menes de reten-

" ciSn a herofna son los de la Tabla 29.

Los picos de los derivados de la morfina se resuelven mejor

que en cualquier otro método reportado sobre columna de fase inversa.
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Figura 47. Cromatogramas de (A) mezcla de opificeos con
cafefna. (B) muestra de herofna china: --
(1) cafefna, (2) morfina, (3) monoacetilmor
fina, (4) codefna, (5) herofna, (6) acetil-
codeina.
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TABLA 28

VOLUMENES DE RETENCION DE VARIOS COMPUESTOS |
ENCONTRADOS COMUNMENTE EN HEROINA ILICITA

MORFINA Y OPIO

Compuesto Volumen de retencién (ml)
Cafefna 3.8
Morfina 5.0

Papaverina 5.7
Monoacetilmorfina 6.5
Codeina 7.5
Narcotina 8.4
Herofna 9.0
Acetilcodefna 11.1
Tebaina 13.5
Estricnina 22.2

Finalnente; Lurie I (12) aplica las mismas condiciones experi.
mentales de HPLC que usé en las determinaciones de barbitiiricos y anfeta
minas, para ui:arar los cinco principales alcaloides del opio engoma: =
mrﬂna.,. codeina.,. tebaina; narcotina y papaverina, ocupando para ello =~
20 minutos aproximadamente. Demostrando, por otro lado, cbmo varios ti-
ﬁo- de d:pgan; Scidas y bfsicas, se pueden determinar por un sistema Gni

co isocrftico de HPLC.
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Procedimiento

Disolver todas las drogas excepto opio y LSD en metanol y --
dilufrlas a casi 0.5 mg/ml. Si es necesario filtrarlas a travéas de un -
poro de 0.45 m, Inyectar alfcuotas de esas soluciones de 10 a 20 ul al
cromatSgrafo sequidas por inyecciones de las soluciones estindares de --
concentraciones conocidas. La droga activa presente en la muestra se --
cuantifica por comparacién con el promedio de la altura o irea de 1o0s pi

cos de las drogas estd@ndares. Esto lo hicieron por duplicado.

Las muestras de LSD se preparan simjlarmente, pero se dilu--
yen a casi 24 ug/ml. La muestra de opio es tratada con dimetil-sulfSxi-
do (DMSO). Inyectar alicuotas de 5 Ml de solucién de opio sintético con
teniendo 74 mg de morfina, 53 mg de sulfato de codeina, 23 mg de tebafina,
74 mg de narcotina y 18 mg de clorhidrato de papaverina en 250 ml de --
DMSO. Comparar los resultados de las alturas de los picos ¢ &reas para
cuantificacin de morfina y posibles alcalofdes relacionados. Este méto
do tiene la ventaja de que al analizar tabletas coloridas de LSD, no hay
interferencia de los excipientes acompaiiantes; 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. Cromatograma de la separacidn de LSD encontrado en -
tabletas microdot; presién 2900 psi.
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(A) cromatograma de una muestra de opio: 1, morfi
na; 2, codefna; 3, tebaina; 4, narcotina; 5, papa-
verina; y (B) una mezcla de alcalofides del opio
sintético, los niineros de los picos representan -
los mismos compuestos que el cromatograma A.

Figura 49.
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Los vollimenes de retencin relativa (Rr) para alcalofdes del

opio se dan en la Tabla 28.

TABLA 28

VOLUMEN DE RETENCION RELATIVA (Rp) PARA
ALCALOIDES DEL OPIO, RELACIONADOS A

LA NARCOTINA
Compuesto Ry
Morfina 0.28
Codefna 0.36
Monoacetilmorfina 0.37
Procaina 0.38
Acetilprocafna 0.50
Acetilcodefina 0.69
Herofna 0.70
Tebafna 0.73
Narcotina . 1.00 (23.0 ml) .
Quinidina 1.23
Metapirilen 1.24
Papaverina 1.40
Quinina . 1.44
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Para los compuestos relacionados al LSD, el (Ry) se da en la

Tabla 29.

TABLA 29

VOLUMEN DE RETENCION RELATIVA (Ry) PARA
COMPUESTOS RELACIONADOS AL LSD

Compuesto Ry

Acido lisérgico 0.32
Ergonovina 0.32
Amida del S&cido lis@rgico 0.30, 0.32
Dietilamida del &cido

lisérgico (LSD) 1.00 (30.2 ml)
Tiofeno anflogo de penicilina 1.03
n-Metil propilamida 1.10
Fenciclidina 1,13
Dietilamida del fcido

isolisérgico 1.18
Ergotamina 3.86
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~ VI. CONCLUSIONES

Muchos de los problemas de anflisis quimico tbxicolégicos a
los que se enfrentan hoy dfa los analistas clfnicos y forenses, son aque-

1los que derivan del uso y del abuso que de diversas drogas, mucha gente

comete.

Sabemos que para que una t€cnica analftica cualitativa o cuan
titativa, de buenos resultados, es necesario que las sustancias problema -
sean aisladas, extrafdas & separadas completamente del medio o fluido bio-
18gico (plasma, suero, saliva, orina, lfquido cefalorraqufdeo, tejidos, --

etc.) que originalmente las contiene, para obtener buenos resultados,

La HPIC es una técnica moderna que ayuda a superar las difi--
cultades que implica este desaffo de separacifn analftico; tal y como se -

ha visto lo largo del presente trabajo:

a) En relacién al tamaiio de la muestra (que va desde el orden de ki~
logramos, en algunos casos, hasta monogramos o picogramos en  --

otros) .

b) En la separacidn o identificaciSn de los ingredientes de las mez~-
clas de drogas ilfcitas, que es diffcil de resolver por otras téc

nicas analfticas como ccF 8§ C.G.L.
c) En la deteccifn de drogas en fluidos biolBgicos

d) Asf como en el estudio e investigacién del metabolismo de dichas

drogas;
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Hemos visto que las drogas ilicitas generalmente son mezclas
muy complejas que poseen productos de degradacidn, precursores sintéticos,

as{ como aditivos y diluyentes, lo cual dificulta en gran medida su andli-

sis.

Por otra parte, se observa en el presente estudio que las con
diciones de trabajo mis utilizadas en HPLC son la de fase inversa y la de

elucién por gradiente.

El método de HPLC por gradiente puede separar, en media hora
aproximadamente, del orden de dieciseis drogas comunes (21) y trabajando

los sistemas de adsorcifn y particién.

Con respecto a los sistemas de deteccifn en HPLC, hemos visto
que los mis utilizados son los fotom@tricos de ultravioleta y de fluores--
cencia, que dan buena resolucién y permiten hallazgog de cantidades del -~
orden de nonagramas y picogramos respectivamente. Esto hace el ﬁlti@o sea
nds apropiado en la blsqueda de cant;.idades traza, siempre y cuando exista

fluorescencia.

Por ejemplo, se ha visto que un caso especifico lo constituye
el alucinfgeno LSD, que es muy diffcil de detectar en muestras de fluidos
biolsgicos, debido a que la d6sis activa es del orden de 50 a 100 microgra
mos y su metabolismo no es muy claro; puede analizarse flcilmente por HPLC
utilizando un detector fluorom€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).

Asi mismo hemos encontrado que la inovacién de métodos combi
nados de andlisis como HPLC~EM, HPLC-RIA y HPIC-EMIT, han dado resultados
satisfactorios en cuanto a exactitud y resolucién, sobre todo en el anili

sis de LSD y muchos alcaloides (5, 38,39,50,58,59).

Finalmente, es importante sefialar que en ocasiones es necesa
rio formar derivados de las sustancias problema, con el fin de transfor--
marlas en sustancias mas ficiles de detectar, por ejemplo derivados fluo-

rescentes,
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