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INTRODUCCION 



La coccidiosis aviar es una enfermedad parasitaria cau-

sada por diferentes especies de protozoarios pertenecientes 

al género Eimeria. La repercusión que tiene dentro de la in*  

dustria avícola es considerable ya que según el cuadro de 

patogenicidad presente producen retardo en el crecimiento, 

disminución del apetito, mala absorción alimenticia, además 

de la gran mortandad en aves; todo esto tiene como conse- - 

cuencia grandes pérdidas económicas, por tanto, la preven-

ción contra la coccidiosis es uno de los aspectos sanitarios 

de mayor relevancia en la producción de pollos de engorda, 

pollas de reposición o reproductoras en piso, destacando el 

papel que los fármacos anticoccidianos juegan en tal protec-

ción. 

El objetivo principal de ésta tesis es el desarrollo de 

un método rápido y sencillo para la determinación cuantitati 

va, además del estudio estadístico para verificar la repro-

ducibilidad, especificidad y eficacia del método con el fin 

de lograr un control de calidad eficiente de dos principios 

activos que actuan como anticoccidianos: la 3,5 dinitro o-to 

luamida y la p-amino bencensulfonil guanidina presente. en 

una premezcla que se emplea en Medicina Veterinaria y que ga 

rantiza la salud de las aves asegurando al avicultor una ren 

tabilidad superior por medio de un control efectivo ,y segu-

ro de la coccidiosis. 

Asimismo, el presente trabajo contiene una información 

general del principal fármaco: la 3,5 dinitro o-toluamida y 

una amplia información bibliográfica acerca de él, que pue-

de servir como punto de partida para efectuar otras investi-

gaciones en este campo tan importante dentro de nuestra eco-

nomía Nacional. 



II PARTE TEORICA 



Coccidiosis, es la designación general cue se aplica a 

la infección causada por una o varias especies de él género 

Eimeria, del orden Coccidiida, subclase Coccidiomorpha, de 

la clase de los Sporozoa, del phylum Protozoa. Los parásitos 

que pertenecen al orden Coccidiida son llamados comúnmente 

"coccidias" (1) 

Las coccidias son parásitos endocelulares de forma ovos 

dal, cilíndrica, piriforme o esférica, se localizan en el a-

parato digestivo de las aves, en epitelios y endotelios de 

la pared intestinal, rara vez invaden hígado, riñones, molle 

ja, etc.. Las fases evolutivas en el ciclo de la coccidias 

son endógenas y exógenas, los esporozoitos infestan al hués-

ped y dan lugar a los trofozoitos, éstos al dividir su nú-

cleo realizan la reproducción asexual: la esquizogonia. En 

las células huésped están presentes los esquizontes que li-

beran a los merozoitos y éstos a su vez forman los gametoci-

tos para que se efectue el desarrollo sexual del parásito: 

la gametogonia; cumpliéndose así el ciclo de vida, la espo- 

rogonia ocurre fuera del huésped (1) (2) (3). 

Las aves adquieren la infección al ingerir oocistos es 

porulados que se encuentran en el alimento, agua y lugar don 

de habitan (1) (4). Los efectos del contagio varían según la 

especie de Eirneria, ya que se sabe, cue E. tenella, E. neca 

trix y E. acervulina, son más patógenas que E. maxima, E. - 
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brunetti y E. hagani, y otras más de las cuales, el cuadre 

de patogenicidad es casi nulo como E. praecox y E. mitis (1), 

También, se modifica la respuesta, con la especie, edad, nu-

trici6n y resistencia del huésped, y con el grado de infesta 

ción y las condiciones ambientales (5). 

Se ha comprobado, que si un ave ingiere una mínima can-

tidad de oocistos no se presentan signos de infección, si se 

repite el contacto, la misma infección puede inmunizar al a-

ve y solamente con la ingestión de grandes cantidades de oo-

cistos se provoca una enfermedad severa produciendo mortan-

dad (6); por esto, la coccidiosis en aves domésticas ha esta 

do sujeta a intensos estudios para conocer ciclos de vida, 

fisiología, patogenicidad, inmunidad y terapia de las cocci-

dias y el manejo y saneamiento de las granjas (li. 

En las condiciones ordinarias que prevalecen en las 

granjas, la mayor parte de los ataques de coccidiosis ocu-

rren durante los meses lluviosos de mayo, junio, julio y a-

gosto (4). Las coccidias pueden causar daños severos e in-

cluso muertes durante el desarrollo de su ciclo evolutivo, 

los síntomas exteriores en las aves de corral son: decaimien 

to, cuello encogido, alas caídas, el plumaje erizado, falta 

de apetito, anemia, palidez en la piel, cresta y tarsos, las 

deyecciones son líquidas y con determinadas especies de Ei-

meria se presentan hemorragias (1). 

Las características morfológicas de las coccidias se 

emplean para diferenciar las especies de las mismas, los 

oocistos de algunas especies se identifican por su tamaño, 
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forma y color. Se distinguen también por la región del trac. 

to intestinal que invaden y la apariencia macroscbpica que 

presentan las lesiones seg6n los estados del ciclo de vida 

de las coccidijs, al realizar la necropsia (1). Además, se 

ha observado que hay variaciones en la habilidad de las di-

ferentes especies de Eimeria para producir oocistos, ya que 

a veces ocurre que aves con una infección ligera pueden eli-

minarlos en grandes cantidades. 

Las aves que se han inmunizado a una especie de Eime-

ria son suceptibles a todas las demás, por tanto, se utili-

zan pruebas de inmunidad cruzada para determinar las espe-

cies de coccidias de un huésped particular •(6). 

Los informes que se tienen de los gastos ocasionados 

por las enferaedades coccidiales provienen de países indus-

trializados, en todos los estudios se informa de un elevado 

predominio de éstas. En Estados Unidos por ejemplo la pér-

dida anual alcanza los 100 millones de dólares sin contar 

que la mayor merma se debe a los pollos de engorda, porque 

se espera a que desarrollen hasta un peso de venta (7). Tam 

bién se sabe que la coccidiosis inhibe la absorción normal 

de las vitaminas A y D causando una mala pigmentación en 

las aves lo que repercute en un bajo valor de éstos anima-

les (8) . 

Después de varios estudios se ha llegado a la conclu-

sión de que las infecciones con una sola especie de cocci-

dia son raras, las epidemias que prevalecen se deben a va-

rias especies (4). 
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Es sumamente complicado.en condiciones de granja, pre 

venir a los pollos de la ingestión de oocistos, ya que és-

tos pueden permanecer vivos en la.  tierra cerca de un año 6 

más (1). La prevención de la coccidiosis depende de evitar 

una infección fuerte que cause enfermedad, el permitir un 

contagio insignificante produce inmunización en las aves (6). 

Asimismo, es necesario un método de cría de animales 

domésticos, con manejo y saneamiento eficaces, además del 

uso de fármacos anticoccidianos en alimentos y agua que ayu 

dan a contrarrestar epidemias en forma muy eficiente. 

Por consiguiente, en la actualidad la nutrición avíco-

la requiere de complementos heterogéneos para optimizar la 

producción y evitar infestaciones, lo que se traduce en ga-

nancias para el avicultor (9). 

Los alimentos que contienen 3,5 dinitro o-toluamida se 

usan en la prevención y control de coccidiosis en pollos 
(10) (11) (12), pruebas de seguridad indican que no afectan 

la producción de huevos (en numero y peso) (13) y la cali-

dad o fertilidad de las mismas aves (10) (14), su concen-

tración como aditivo en premezclas generalmente es de 25% 

y en alimentos para aves se encuentra entre 0.0063% y 

0.0125%. 

Debido a que algunas veces el alimento con 3,5 dinitro 

o-toluamida se mezcla con antibióticos (11), Bevirt y Thiegs 

(10) realizaron un estudio para determinar si la adición 

independiente de: penicilina procaínica, aureomicina, sal 

de manganeso de la bacitracina, sal de zinc de la bacitra-

cina, oleandomicina, tiocianato de eritromicina y terrami- 
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cina, en dosis normales tenían algún efecto en los residuos 

de la 3,5 dinitro o-toluamida o en su metabolito principal 

la 3 amino 5 nitro o-toluamida (ANOT). 

La investigación se efectuó en tejido muscular e híga-

do de pollos: los residuos hallados en pollos tratados con 

alimento adicionado de 3,5 dinitro o-toluamida y antibióti-

cos fueron esencialmente los mismos que los residuos obteni 

dos en pollos tratados con alimento adicionado de 3,5 dini-

tro o-toluamida únicamente, es decir, después de adminis-

trar una dieta con 3,5 dinitro o-toluamida y antibióticos 

durante 8 semanas éstos últimos no causaron, ninguna varia- 

ción en los residuos. 

Además, el residuo combinado de 3,5 dinitro o-toluamida 

y 3 amino 5 nitro o-toluamida para cada tejido demostró que: 

cuando más 3,5 dinitro o-toluamida es metabol•izado el resi- 

duo de 3 amino 5 nitro o-toluamida es mayor y viceversa. 

Asimismo, es importante conocer el modo de acción de 

los fármacos, por tanto, es necesario distinguir los estados 

de desarrollo, del parásito, afectados por el fármaco, la 

naturaleza del daño y las condiciones bajo las cuales se 

rueden observar los efectos. Para obtener información dtil 

se recurre a experimentos controlados con pollos a los que 

se les induce la infección, se les trata con el fármaco en 

estudio y posteriormente con técnicas in vitro se hacen ob-

servaciones * directas sobre los parásitos para ver los cam- 

bios morfológicos debidos al tratamiento. 

En un estudio efectuado por Dougald y Galloway (15) se 
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usaron técnicas in vivo e in vitro para conocer los efectos 

de fármacos anticoccidianos (monensina, robenidina, 3,5 di-

nitro o-toluamida, r.icarbazina y decoauinato) sobre: 

1. viabilidad de esporozoitos extracelulares. 

2. penetración de los esporozoitos a las células huésped. 

3. supervivencia de los esporozoitos intracelulares después 

de 24 horas de la inoculación. 

1. Para estudiar la respuesta de 3,5 dinitro o-toluami-

da en la viabilidad de esporozoitos extracelulares, se em-

pleó un cultivo de esporozoitos tratado con 3,5 dinitro o-to 

luamida en dosis de 100 mcg/ml durante 18 horas, esta suspen-

sión se dividió en alicuotas y se les inoculó a un grupo de 

pollos, se recolectó el material fecal de los 7 días a los 

10 días post-infección y se determinó la producción de oocis 

tos de esos días usando una cámara de conteo Mc. Master, se 

observó que el tratamiento con fármaco no tuvo efecto en la 

producción de oocistos comparado con un grupo de pollos a-

limentados con esporozoitos sin tratamiento con 3,5 dinitro 

o-toluamida. 

2. Para analizar la eficiencia del - fármaco en la pene-

tración de esporozoitos a las células huésped, se utilizó 

un cultivo de esporozoitos tratado con 3,5 dinitro o-tolua-

mida (20 mcg/ml) y un control que se incubaron durante 4 ho 

ras; los esporozoitos extracelulares se removieron con lava 

dos de solución salina y los esporozoitos intracelulares se 

contaron en un microscopio de contraste de fases para tener 

un promedio. 
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Los cultivos tratados con 3,5 dinitro o-toluamida tie-

nen un número similar de esporozoitos a los del control, por 

tanto, se deduce que el fármaco no tiene influencia en la 

capacidad de los esporozoitos para penetrar a las células 

suceptibles, además, éstos aparecen morfológicamente nor- 

males. 

3. Para conocer el efecto del fármaco en la supervi- 

vencia de esporozoitos intracelulares después de 24 horas 

de la inoculación, la prueba se realizó en forma similar a 

la anterior, excepto que los cultivos se incubaron durante 

24 horas, los esporozoitos se contaron y se, encontró una 
reducción significativa en su número comparados con el con 

trol, aunque no se observaron cambios morfológicos. 

El tiempo preciso y los efectos morfológicos de la 

3,5 dinitro o-toluamida no se han estudiado como en otros 

fármacos, pero se supone que éste interfiere en la maduira-

ci6n de la primera generación merozoita al tercer dia post- 

infección. 

A fin de constatar la eficacia de los fármacos útiles 

en la prevención de la coccidiosis, Morrison y Ferguson(16) 

la indujeron experimentalmente en pollos de 4 semanas de e-

dad que se dividieron en grupos e inocularon con una mezcla 

de 4 especies de Eimeria: E. acervulina, E. tenella, E. ma-

xima y E. necatrix, luego, se trataron con los siguientes 

fármacos anticoccidianoss 

3,5 dinitro o-toluamida (3,5 DOT).al 0.0125% 

buquinolato (DA) al 0.00551, 0.0085%,.0.0l25% 
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a:..prolium + etopabato (AE) 'al 0.025% y 0.0125% 

ar..prolium + etopabato + sulfaquinoxalina (AES) en propor-

ción 0.0008% : 0.0005% : 0.0006%. 

Para cuantificar la acción de los fármacos anticocci-

dianos se procedió a determinar un índice anticoccidial 

que es igual, al porciento de sobrevivientes mas el porcien 

to de ganancia sobre el peso inicial, menos el marcador de 

lesiones menos el marcador de oocistos (éstos marcadores 

varían en una escala de 0 a 4 dependiendo de la severidad 

de la lesión y del número de oocistos hallados por sección 

después de examinar el duodeno y el intestino delgado de 

las aves). 

Asimismo, se hizo una comparación con un grupo de po-

llos a los que no se les infectó ni se les trató con el fár 

maco, y con otro grupo control de pollos a los que se les 

inoculó, mas, no se les trató con el fármaco. 

En las siguientes tablas se pueden observar los resul 

tados de todos los anticoccidianos experimentados. 
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Tabla 1. 	Eficacia de anticoccidianos en pollos después de 
7 días de la inoculación. 

tratamiento indice an- 
----------------------------------------------------------- 

% 	sobrevi % % en marcadores 
ticoccidial 

----------------------------------------------------------- 
vientes peso lesión oocistos 

no-med no-inf 	135.4 100 35.4 - - 
no-med-inf. 69.8 90 -4.9 6.6 8.7 

BA 0.0055% 122.1 100 34.2 3.4 8.7 
BA 0.00825% 128.8 100 34.0 0.3 4.9 
BA 0.011% 125.4 100 33.9 2.4 6.1 

AE 0.0125% 133.1 100 33.6 0.2 0.3 
AE 0.025% 136.2 100 36.3 - 0.1 

AES 139.7 100 40.0 - 0.3 

3,5 DOT 0.0125% 	89.2 95 8.2 5.1 8.9 

10 



Tabla 2. 	Eficacia de anticoccidianos en pollos después de 
14 días de la inoculación. 

---------------------------------------------------------- 
tratamiento 	indice an-• % sobrevi % 	% en marcadores 

ticoccidial vientes peso lesión oocistos 
---------------------------------------------------------- 

no-med no-inf 177.4 100 77.4 	- - 
no-med inf. 114.5 80 39.2 	0.5 4.2 

BA 0.0055% 169.7 100 72.5 	- 2.8 
BA 0.00825% 174.7 100 75.8 	- 1.1 
BA 0.011% 172.3 100 73.4 	- 1.1 

AE 0.0125% 180.9 100 81.0 	- 0.1 
AE 0.025% 179.8 100 79.8 	- - 
AES 183.4 100 83.4 	- - 
3,5 DOT 0.0125% 155.3 
---------------------------------------------------------- 

95 60.9 	- 0.6 
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En la tabla 2 se advierte que a los 14 días después de 

la inoculación, la 3,5 dinitro o-toluamida evita muertes cau 

sadas por la coccidiosis en un 95%, el porciento de ganancia -

sobre el peso inicial es de 60.9%, suprime las lesiones debi-

das a la infección y la producción de oocistos se ve limita-

da a 0.6. 

Este resultado es bueno, no obstante, que el promedio de 

mortalidad en el control inoculado no-medicado es bajo sin 

causa aparente ya que en experiencias previas con esporozoi-

tos de la misma fuente causaron una fuerte mortandad en aves. 

Desafortunadamente, en la práctica se conoce que después 

de un cierto tiempo del uso de fármacos anticoccidianos la 

eficiencia de éstos decrece, debido al fenómeno de adaptación 

o resistencia que presentan las especies de Eimeria, por tan 

to, es necesario realizar estudios constantes para investi-

gar nuevos fármacos, así como, verificar la eficacia de los 

que se emplean actualmente (8). 

Mc. Loughlin, D. K. y Gardiner J. L. (17) (18) (19) - 

(20) (23) (24) demostraron experimentalmente la resistencia 

de E. tenella a glicarbilamida después de 9 pasajes, a ni-

trofurazona después de 12 pasajes, a 3,5 dinitro o-toluamida 

después de 17 pasajes y a amprolium después de 15 pasajes. 

Warren, E. W., S. J. y MacKenzie D. R. (21) investiga-

ron la incidencia a la resistencia de las Eimerias al ampro-

lium, nitrofurazona, sulfaquinoxalina, 3,5 dinitro o-toluami 

da y algunas mezclas anticoccidianas. 
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En un estudio realizado por Siegman 0. (22), no se ob-

servó resistencia a glicarbilamida y 3,5 dinitro o-toluami-

da después de 23 pasajes, al amprolium después de 12 pasa-

jes y a nitrofurazona después de 10 pasajes. 

Klimes (25), investigó la resistencia de un cultivo de 

Eimeria tenella a algunos anticoccidianos (3,5 dinitro o-to 

luamida, 6 azauracilo, nitrofurazona y amprolium), usando 

pollos, de 2 semanas de edad, un cultivo de E. tenella tra-

tado con el fármaco y un control de cultivo de E. tenella 

sin tratamiento. 

El cultivo de E. tenella tratado con 3,5 dinitro o-to 

luamida se inoculó en pollos que siguieron un tratamiento 

con el mismo fármaco y también a otro grupo de pollos que 

una vez inoculados no recibieron más fármaco. El control se 

inoculó a pollos que no recibieron tratamiento posterior de 

3,5 dinitro o-toluamida. 

Se observó que después de 20 pasajes que E. tenella es 

tuvo en estudio frente a 3,5 dinitro o-toluamida al 0.0125%, 

presentó el primer signo de resistencia leve después de 5 pa 

sajes y una resistencia fuerte al fármaco se reconoció des-

pués del pasaje 13 y posteriores. 

Se advierte que la resistencia a la 3,5 dinitro o-to-

luamida se desarrolló sumamente rápido, objetando así los 

resultados de otros experimentos publicados. En este estu-

dio (25) se emplearon las dosis terapéuticas usuales de los 

anticoccidianos, en cambio, en las investigaciones que efec 

tuaron Mc. Loughlin y Gardiner (18), usaron concentracio- 
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nes menores de 0.0003% y 0.006% hasta el pasaje 11. 

Se han realizado otros estudios para conocer que suce 

de con la 3,5 dinitro o-toluamida al ser adicionada a los 

alimentos para aves. 

Bevirt (10), demostró cque, si, se les suministra a los 

pollos alimento adicionado de 3,5 dinitro o-toluamida y se 

sacrifican sin un periodo de retiro del fármaco, se encuen-

tran residuos de éste y de su principal metabolito 3 amino 

5 nitro o-toluamida (ANOT) en el tejido muscular (pechuga 

y piernas) y en el hígado. 

Smith, Thiegs y Ludwing (26), encontraron que en po110s 

alimentados continuamente con 3,5 dinitro o-toluamida marca 

do con C14, sus tejidos contenían una cantidad significati-

va de compuestos radioactivos en el hígado, una porción se 

removía fácilmente de él con una simple extracción, mientras 

que, la mayoría de la radioactividad aparecía unida q"smi-
camente al tejido. 

En consecuencia, fue necesario establecer la estructu-

ra de los compuestos radioactivos presentes en los tejidos 

para determinar si la 3,5 dinitro o-toluamida o alguno de 

sus metabolitos se acumulaban en los tejidos y si esa can-

tidad implicaba un problema, como una salud expuesta si és 

tos se ingerían por seres humanos (9). 

El trabajo realizado por Smith, Thiegs y Ludwing (26) 

se dividió en tres fases: 

a. identificar el material radioactivo fácilmente extraí-

ble (libre) 
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b. estudio de métodos para la liberación del material ra-

dioactivo unido a los tejidos. 

c. identificación de ese material radioactivo. 

Pollos leghorn se alimentaron de continuo con 3,5 di-

nitro o -toluamida C14  (-COOH marcado) al 0.0125% y con una 

actividad específica de 3.15 microcuries/milimol. 

Los pollos se sacrificaron después de 8 semanas y los 

hígadqs una vez molidos se extrajeron con acetona, ésta se 

evaporó y el residuo se recuperó con cloroformo, ésta por-

ción se sujetó a una serie de pruebas para caracterizar el 

compuesto radioactivo fácilmente extraíble determinando que 

este compuesto era 3,5 dinitro o-toluamida. 

Para determinar con precisión los compuestos radioac-

tivos unidos químicamente al hígado fue necesario primero 

desarrollar un método para liberarlos y extraerlos, después 

de estudios preliminares se llegó a una hidrólisis enzima-

tica ácida con incubación a 40°C durante 48 horas, con ésto 

se logró aislar la mayoría del material radioactivo y al e-

fectuar las pruebas químicas de identificación se determinó 

que se trataba de 3 amino 5 nitro o-toluamida. 

A fin de conocer, la posible vía que sigue el 3,5 dina 

tro o-toluamida Smith G. (27), realizó el siguiente estudio 

pollos leghorn recibieron alimento con 3,5 dinitro o-tolua-

mida marcado con C14  y éste se metaboliz6 formando tres pro 

ductos principales y tres productos secundarios. 

La determinación se verificó recolectando las muestras 

fecales de los pollos, éstas se extrajeron, los extractos se 
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concentraron y la separación de los compuestos. radioactivos 

se efectuó usando la técnica de cromatografia bidimensional 

en papel y los cromatogramas se leyeron en un detector D-47 

con ventana de micromel para localizarlos; lo anterior se - 

hizo varias veces para remover las áreas que contenían a los 

diferentes compuestos radioactivos hasta reunir de 10 a 20 mg 

de cada compuesto y se procedió a purificarlos para ser ana-

lizados. 

La identidad de los compuestos se estableció tentativa-

mente con los datos obtenidos de la cromatografía en papel, 

para conocer la estructura se recurrió al análisis de infra 

rrojo, asimismo, las muestras se examinaron por espectrosco-

pia de masas para determinar pesos moleculares, el conteni-

do de carbono e hidrógeno se analizó por el método de Pregl 

(28) - y el nitrógeno se conoció empleando el método de Dumas 

(29) 

En base a la identificación de los compuestos radioac-

tivos aislados de la materia fecal de las aves es posible - 

postular diversos caminos por los cuales el fármaco se meta-

boliza. 
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Vias del metabolismo de la 3,5 dinitro o-toluamida en pollos. 
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El primer paso en el metabolismo es la reducción de u-

no de los grupos nitro con formación de 3 amino 5 nitro o-to 

luamida, el segundo paso es la hidrólisis del grupo amida 

con la formación del correspondiente ácido toluico. 

La hidrólisis del 3 amino 5 nitro o-toluamida parece 

más rápida que la del 5 amino 3 nitro o-toluamida; ésto se 

detectó al hallar cantidades iguales de 3 amino 5 nitro o-to 

luamida 22% y ácido 3 amino 5 nitro o-toluico 20% en cambio, 

de 5. animo 3 nitro o-toluico el 6%, esto se debe a los enla-

ces internos que son más fuertes en el caso del 5 amino. 

También existe la posibilidad de que la. 3,5 dinitro 

o-toluamida se transforme en ácido 3,5 dinitro o-toluico se-

guido por la reducción del grupo nitro, de ésto sólo se en-

contró trazas. 

Por tanto, se puede afirmar que la reducción de los gru 

pos nitro es el principal paso en el metabolismo de la 

3,5 dinitro o-toluamida seguido de la hidrólisis que ya son 

reacciones más limitadas, puesto que solo se encontró el 29% 

del grupo amida convertido en grupo carboxilo. 

Además de ser importante ratificar en los fármacos an-

ticoccidianos, la dosis eficaz, el modo de acción, el meta-

bolismo, la seguridad de su uso, etc.; es imprescindible lo-

grar su identificación y análisis cuantitativo, ésto consti-

tuye un serio problema, lo mismo, para el analista de un La-

boratorio de Control de Calidad, que para los servicios de 

represión de fraudes, debido al número y complejidad - - - 
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de los aditivos presentes en los alimentos modernos para aves 

y a las dosis de fármacos que cada vez son más imperceptibles. 

En consecuencia, se han efectuado numerosos estudios pa-

ra resolver éste problema; Knapstein (30), verificó la identi 

ficación de: nitrofurazona, 3,5 dinitro o-toluamida, furazoli 

dona, amprolium y furnicozona usando una técnica de cromato-

grafia en placa fina e investigó la separación cuantitativa 

de pares de éstos compuestos cuando están mezclados. 

Harunond P. W. y Weston R. E. (31) , extendieron el traba-

jo de Knapstein describiendo un procedimiert-n para det'ctar 

la presencia común de 17 fármacos en alimentos para aves, u-

sando dos sistemas de disolventes con propósitos de separa-

ción, la forma en que se realiza es la siguiente: el alimento 

una vez extraido con una mezcla de acetonitrilo y cloroformo 

1:1, se decanta a una columna de aldmina, se recoge el pri-

mer eluato que contiene la 3,5 dinitro o-toluamida, se evapo 

ra, se aplica en la placa para cromatografía de silica gel G, 

se desarrolla en una mezcla de cloroformo metanol 9:1 y se 

examina bajo luz U.V.: la 3,5 dinitro o-toluamida muestra una 

mancha obscura con un Rf igual a 0.37, rociando la placa con 

diamino etanol adquiere un color violeta y con soluciones pa-

ra diazoación (cloruro estanoso y nitrato de sodio en ácido 

clorhídrico diluido y sol. de tN-naftilendiamina diclorhidra-

to) un color rojo violeta. 

G. F. Bories (32), especificó,otra forma eficaz para la 

identificación simple de 13 aditivos en alimentos compuestos 
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usando la cromatografía en placa fina. La lista de éstos 13 

aditivos es: furazolidona, nitrofurazona, nitrovin, zoaleno 

(3,5 dinitro o-toluamida), dimetridazol, ronidazol, clopidol, 

buquinolato, decoquinato, metilbenzocuato, carbadox, etopa-

bato y amprolium. 

La determinación consiste en la extracción sucesiva de 

una misma cantidad de muestra de alimento con 4 disolventes: 

hexano, acetona, cloroformo y metanol, guardando cada extrac 

to excepto el primero que corresponde al hexano ya que éste 

sólo permite la eliminación de ciertas substancias interfe-

rentes, la 3,5 dinitro o-toluamida se localiza en el extrac 

to acetónico, éste se evapora, se aplica en placas cromato-

gráficas de silice GF254 fluorescente que se dividen en ca- 

rri¥.es, al primer carril se le aplica el extracto acetónico 

adicionado de aditivos de referencia, en el segundo carril 

se aplica una mezcla de aditivos de referencia y al tercer 

carril se le aplica el extracto acetónico Qnicamente. 

La placa se desarrolla en una mezcla de acetato de e-

tilo-cloruro de metileno 1:1, a los 10 cm se retira, se se 

ca y se introduce a un segundo sistema de desarrollo cloro 

formo-metanol 9:1. La placa se revela con etilendiamino, to-

mando la 3,5 dinitro o-toluamida un color violeta. 

Se han deserrollado diferentes procedimientos para la 

determinación cuantitativa de la 3,5 dinitro o-toluamida. 

Esta es la parte más importante para el auimico de un Labo-

ratorio de Control de Calidad, ya que contará con una varíe 

dad de técnicas analíticas, adoptando la más conveniente pa 

ra si. 
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Basándose en la reacción de'óxido-reducción entre el 

estaño y los grupos nitro aromáticos en soluciones acuosas 

de ácido clorhídrico, Vanderzee y Edgell (33) desarrollaron 

un método sencillo para la determinación gravimétrica de 

compuestos nitro aromáticos, que no requiere de un equipo 

especial y el tiempo operacional es breve, en consecuencia, 

se pueden realizar varias determinaciones a la vez. 

La reacción (33) se efectua en un matraz erlenmeyer de 

boca esmerilada con un condensador de reflujo provisto de 

un tubo de vidrio que sirve como alimentador de dióxido de 

carbono. El estaño se limpia agitándolo en una mezcla de 50 

ml de metanol, 50 ml de ácido clorhídrico 0.75 M y 2 ml de 

ácido nítrico concentrado, el estaño se filtra, se lava con 

agua, después con metanol y se seca, la superficie permane-

ce brillante y limpia durante un periodo de tiempo conside-

rable. 

Un shott de porosidad media con aproximadamente 10 g 

de estaño limpio y granulado en malla 30 se pone a peso cons 

tante a 75°C, se pesa y el estaño se transfiere cuantitati-

vamente al matraz de reacción con una cantidad pesada exac-

tamente del compuesto nitro aromático, se añaden de 5 a 25 

mi de metanol RA; el matraz se conecta al condensador se co 

loca en una parrilla y entonces se le adiciona a través del 

condensador 35 ml de ácido clorhídrico 0.75 M y la cantidad 

necesaria de agua para tener 75 ml, la mezcla de reacción 

se calienta cuidadosamente durante.1 hora, entonces el esta 

ño se filtra en forma cuantitativa en el shott lavando el 
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matraz con agua y metanol,'se seca el shott nuevamente a 

75°C hasta peso constante y se determina su peso. 

De la cantidad de estaño que ha reaccionado se calcula 

la cantidad de grupo nitro, el shott con el estaño se pue-

den usar en determinaciones sucesivas. Para optimizar la 

reacción es necesario conocer el efecto de varios factores: 

La introducción de una corriente moderado de dióxido de car-

bono a través del tubo alimentador elimina el error causado 

por el óxigeno atmosférico. 

Los resultados en la variación de concentración del ácido 

clorhídrico indican que el estaño depende de él y el error 

es mínimo si se emplean bajas concentraciones de ácido clor 

hídrico (0.5 a 1 M). 

También es recomendable usar la mínima cantidad de me-

tanol, sólo la necesaria para solubilizar el compuesto nitro 

aromático. 

Es conveniente desde el punto de vista de datos experimen-

tales, usar una muestra del compuesto nitro aromático que 

consuma de 0.6 a 0.8 g de estaño, además, de permitir un re-

flujo que dure de 30 a 60 min. 

Este, es un método útil en el análisis de 3,5 dinitro 

o-toluamida como materia prima, como procedimiento analíti-

co em premezclas primero se debe extraer con metanol, lle-

var a volumen y tomar una alícuota con la concentración su-

ficiente para que reaccione la cantidad de estaño recomen-

dada, debido a la concentración en la que la 3,5 dinitro 

o-toluamida se usa en alimentos y a la composición de éstos, 
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este método no s.e puede. aprovechar. 

Basados en la reacción colorimétrica entre el cianuro 

de potasio y 3,5 dinitro o-toluamida, Grant y Smith (12) de-

sarrollaron un método de valoración que podría emplearse pa-

ra análisis de materia prima únicamente ya que el complejo 

colorido amarillo que se forma es estable e inalterable en 

condiciones ambientales y exhibe un pico de absorción a 

360 nm, empero, esta longitud de onda a la que absorbe el 

compuesto es la misma región en la que los pigmentos de las 

plantas presentes en las premezclas y alimentos con 3,5 di- 

nitro o-toluamida se leen (300 a 400 nm). 

Grant, Smith, Marlene y Swank (12) (34) (35), desarro-

llaron una técnica colorimétrica que se basa en la extrac-

ción de 3,5 dinitro o-toluamida con dimetilformamida y la 

formación de un complejo colorido violeta con metilamina. 

Este procedimiento tiene 3 ventajas definidas: 

1. La reacción es especifica para 3,5 dinitro o-toluamida. 

2. Ninguno de los posibles productos de degradación del fár 

maco dan reacción positiva. 

3. El complejo colorido exhibe un pico de absorción a 550 nm 

y su color intenso permite detectar mcg. del fármaco, además 

en esa porción del espectro visible la mayoría de los pigmen 

tos presentes en las premezclas y alimentos no muestran ban-

das de absorción. 

La mayor desventaja del método, es la inestabilidad del 

complejo colorido, en consecuencia, se investigaron diversos 

factores que influyen en la intensidad v estabilidad del com 
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plejo colorido variando cada uno de ellos independientemente: 

a. Influencia de aminas en la formación del color. 

Alícuotas de una solución de 3,5 dinitro o-toluamida en di-

metilformamida se mezclaron con volúmenes iguales de solucio 

nes de aminas a 20°C y las absorbancias se determinaron de 

650 a 350 nm inmediatamente. 

De todas las aminas que se probaron sólo acruellas contenien-

do grup9s amino primario generaron complejos coloridos viole 

tas, las aminas secundarias formaron complejos coloridos ver 

des o amarillos. Las poliaminas de alto peso molecular son 

sólidos o tienen una gran viscosidad, por tanto, son deficien 

tes para efectuar ésta reacción. Las diaminas desarrollaron 

un intenso color exhibiendo generalmente 2 picos de absor-

cron uno de 350 nm a 450 nm (variable) y el otro de 500 a 

600 nm (similar) . 

b. Influencia de la concentración de la amina en la formación 

del color. 

Se estudió variando la concentración de la amina y del disol 

vente (dimetilformamida) permaneciendo constante la cantidad 

de 3,5 dinitro o-toluamida. 

La máxima intensidad de color se logró cuando la amina alcan 

z6 de un 55 a 65% de concentración del volumen total. 

c. Influencia de los disolventes en la formación del color. 

Se realizaron varios intentos para reemplazar el disolvente, 

dimetilformamida, por otros que facilitaran la solubilidad 

de la metilamina. 

En general, todos los disolventes que se probaron fueron de- 
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ficientes, excepto, dimetilformamida, acetonitrilo y piridi-

na y de ellos la dimetilformamida dió mayor intensidad de co 

lor. 

d. Influencia de los contaminantes en la formación del color. 

Durante esta investigación se halló que trazas de ácido fór-

mico presentes en el disolvente (dimetilformamida), altera-

ban el complejo colorido seriamente, asimismo, la reacción 

colorimétrica se inhibió en presencia de ácido sulfúrico, á 

cido clorhídrico y con grandes cantidades de alcohol y aceto 

na. 

e. Influencia de la temperatura en la formación del color. 

Se efectuó con una serie de soluciones de 3,5 dinitro o-to-

luamida en dimetilformamida ajustadas a diferentes temperatu 

ras, a cada una de ellas se les añadió un volumen igual de 

metilamina a 5°C y la mayor absorbancia se medió a 550 nm ob 

servando que a mayor temperatura corresponde un decremento 

en la intensidad del color, por consiguiente, se recomendó 

mantener la solución de metilamina entre 3 y 5°C y la de 

dimetilformamida a 20°C (35). 

f. Especificidad de la reacción entre dimetilformamida y me-

tilamina. 

Se realizó un estudio extenso (35), para determinar si po-

dían ser diferenciadas la 3,5 dinitro o-toluamida y la 3,5 

dinitro ben;amada espectrofotométricamente, el estudio se ve 

rific6 en una variedad de compuestos relacionados con su es-

tructura química: 

1. is6meros de dinitro benzamida. 

2. is6meros de dinitro o-toluamída. 
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3. 3,5 dinitro benzamida, 2 ,alguil 'sustituidos. 
4. 3,5 dinitro o-toluamida, 2 sustituidos. 

5. dinitro o-toluamida, N-sustituidos. 

La investigación se efectuó preparando soluciones de cada u-

na de ellas con una concentración final de l0mcg/ml y leyén-

dolas inmediatamente que se formaba el complejo. Con los re-

sultados que se obtuvieron Grant y Smith (35), afirmaron que 

la reacción entre la 3,5 dinitro o-toluamida en dimetilforma-

mida con metilamina se puede usar para conocer su pureza y 

adaptarla en investigaciones bioquímicas de sus metabolitos. 

g. Estabilidad de los compuestos coloridos. 

Cuando se produjeron complejos coloridos con 3,5 dinitro o-to 

luamida y monoaminas alifáticas las absorbancias de las reac-

ciones fueron difíciles de determinar debido a la inestabili-

dad del color, ésta se atribuye al bajo punto de ebullición 

de las aminas y a su escasa solubilidad en el disolvente 

(dimetilformamida), siendo necesario usar soluciones acuosas 

las cuales aniquilan el color. 

Los resultados indican que todos los complejos formados con 

diaminas son estables, preferentemente, cuando tienen los 2 

grupos amino terminales; en la reacción de 3,5 dinitro o-to-

luamida en dimetilformamida con el 1,3 diamino propano se en 

contr6 el•mayor equilibrio e intensidad de color, el uso de 

la diamina está limitado a cuasa de su costo y manejo; el 

complejo formado presenta un máximo de absorbancia a 560 nm. 

Cuando en 1960 se justificó el uso de 3,5 dinitro o-to 

luamida como fármaco anticoccidiano en alimentos avícolas se 

establecieron límites de tolerancia para el y sus metabo- 
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litos, por tanto, se desarrollaron métodos para su determi-

nación; Thiegs (36) elaboró un método para conocer las can-

tidades de 3,5 dinitro o-toluamida y su metabolito principal 

3 amino 5 nitro o-toluamida en pollos aue recibieron el fár-

macó durante un tiempo, y que se sacrificaron sin un periodo 

de retiro del fármaco. 

El análisis se fundamenta en la extracción del tejido 

con acetona, se le adiciona benceno para separar la solución 

en dos fases. La capa orgánica se concentra y se pasa a tra 

vés de una columna de alúmina activada, la 3,5 dinitro o-to 

luamida se adsorbe y se lava con cloroformo, se eluye con 

alcohol al 80% y esta solución se evapora casi a sequedad, 

el residuo se disuelve con dimetilformamida y se forma un 

complejo colorido adicionando 1,3 diamino propano que se lee 

a 560 nm, se prepara en forma paralela una curva estándar. 

En general, los resultados que se obtuvieron con éste 

procedimiento se consideran satisfactorios y reproducibles, 

por lo que se recomendó su adopción como método oficial. 

El complejo formado entre la 3,5 dinitro o-toluamida en 

dimetilformamida y el 1,3 diamino propano, tambied puede ser 

vir para distinguir el fármaco cuando se encuentra combinado 

con otro anticoccidiano común la 3,5 dinitro benzamida. 

La diferencia de éstos en estudios biológicos se esta-

blece en base a la comparación de sus curvas espectrales (34) 

(37); una vez formados los complejos de los 2 fármacos se 

leen en el espectrofotómetro de 600 a 540 nm y se calculan 

los radios de absorbancia siguientes: 600/540 y 600/560 nm. 
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Los radios de absorbancia para la 3,5 dini.ro o-lia-

mida son del orden de 0.5 a 0.6 y la 3,5 dinitro benzamida 

presenta radios del orden de 0.1 a 0.2. 

Además el procedimiento anterior tiene la aplicación en 

la identificación del metabolito principal de la 3,5 dinitro 

o-toluamida, el 3 amino 5 nitro o-toluamida, primero trans-

formando el compuesto dinitro al metabolito con ácido pera-

cético.para después efectuar la formación del complejo y de 

terminar los radios de absorbancia. 

Getzendaner (38) (39), Ioset (40) y Smith (41) investi-

garon otra reacción colorimétrica para la determinación de 

3,5 dinitro o-toluamida en alimentos recientemente prepara-

dos, que se basa en la extracción del fármaco en dimetilforma 

mida y la formación de un complejo verde usando metóxido de 

sodio 0.1 N en alcohol metílico. 

El complejo es especifico (41) y exhibe un máximo de 

absorción a 640 nm, es necesario preparar una curva estándar 

en las mismas condiciones y efectuar las lecturas inmediata-

mente después de formar el complejo para evitar que la solu-

ci6n obscurezca y dé resultados falsos. 

Este procedimiento descrito es Gtil en alimentos fres-

cos con una concentración del fármaco que varíe de 0.004% a 

0.0375%. Se obtuvo con el método un 98+ 1.5% de recuperación 

y la reproducibilidad fue de 0.0124+ 0.007%. 

Stevens S. G. (11) basado en un método desarrollado por 

Getzendaner (42) determinó la concentración de 3,5 dinitro 

o-toluamida en alimento preformado. 
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La recuperación del fármaco se basa en la extracción de 

éste con acetonitrilo al 85%, durante 30 min. y a una tempe-

ratura de 50+ 5°C; en alimentos que contengan menos de 1% de 

fármaco es necesaria la adición de alúmina activada con el 

fin de remover las substancias que interfieran, la solución 

se filtra, se lleva a volumen, se hacen las diluciones per-

tinentes y se desarrolla color con etilendiamina, el comple-

jo exhibe un máximo a 560 nm. se  debe preparar una curva es-

tándar paralelamente. 

Para verificar si el alimento medicado con 3,5 dinitro 

o-toluamida resistía las condiciones del análisis se inves-

tigó (11) el efecto del calor y la humedad en una muestra 

que contenta 154 ppm del fármaco, ésta se introdujo a un fras 

co provisto de tapón y se calentó con vapor durante 10 min, 

una segunda muestra se calentó en autoclave a una presión de 

10 psi. durante 5 min. 

Con los resultados obtenidos, se consideró que la 3,5 di 

nitro o-toluamida no se alteraba en las condiciones de tra-

bajo del método propuesto (11). 

El procedimiento de 3,5 dinitro o-toluamida en alimen-

tos que varien en una concentración de 0.004% a 0.0125%, y 

em premezcias o alimentos concentrados' con un 25% de fárma-

co, además, el método de Getzendaner tiene una adaptación 

automatizada (43) que determina 80 muestras en 1 hora. 

En general, los métodos esoectrofotométricos para ana-

lizar la 3,5 dinitro o-toluamida ya como materia prima, en a 

limentos o premezclas, tienen la desventaja de requerir del 

uso de algunos agentes altamente tóxicos, tales como, aceto- 
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nitrilo, dimetilformamida, metilamina, etc. En la básaueda 

de reactivos menos tóxicos Severijnen y Buizer (44) encontra 

ron una reacción de Janovsky que se podía aplicar en la deter 

minación de 3,5 dinitro o-toluamida y buscaron los límites de 

concentración adecuados para que la ley de Beer se cumpliera. 

El método espectrofotométrico se fundamenta en la extrac- 

ción del fármaco en un embudo de separación con una mezcla de 

acetona agua (1:1) y diclorometano (útil debido a su solubi-

lidad y baja toxicidad) en medio ácido, se decanta la fase 

orgánica, los extractos se reunen se evaporan a 35°C hasta te 

ner un volumen pequeño. Esta solución se pasa por una columna 

de alúmina activada, la 3,5 dinitro o-toluamida se eluye con 

metanol, se recoge el eluato y se evapora a 50°C, el residuo 

se disuelve con acetona y se lleva a volumen, se toma una ali 

cuota coveniente y se forma el complejo colorido adicionando 

0.4 ml de hidróxido de sodio al 15%, se agita y se lee antes 

de 3 min. a 576 nm usando agua como blanco, además se prepa-

ra una curva estándar y los siguientes blancos: alícuota del 

problema y 0.4 mn de agua, alícuota de acetona y 0.4 de hi-

dróxido de sodio al 15% éstos valores se restan de la muestra. 

Con ésta reacción se elimina el uso de agentes tóxicos 

su desarrollo es muy sencillo y forma un complejo colorido 

de gran intensidad, pero como en otras reacciones ya citadas 

presenta como desventaja el desvanecimiento de color, por 

tanto, su lectura es imperativa dentro de los 3 primeros mi-

nutos. 

Severijnen y Buizer (44) averiguaron que el uso de o- 
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tros aditivos auimioterapéuticos comunes a los alimentos a-

vícolas en dosis normales no interfieren con el desarrollo 

del método, excepto, 3,5 dinitro benzamida y ésta se puede 

distinguir de 3,5 dinitro o-toluamida usando una solución de 

hidróxido de amonio concentrado en lugar de la solución de 

hidróxido de sodio al 15% debido a que la 3,5 dinitro benza-

mida reacciona con el hidróxido de amonio formando un comple 

jo de color azul, en cambio, 3,5 dinitro o-toluamida no reac 

ciona. Con este procedimiento se pueden determinar contenidos 

de 3,5 dinitro o-toluamida de 10 mg/kg; el método se ha usa-

do durante 2 años en forma rutinaria con resultados satisfac 

torios. 

Fauth y Roecker (45), investigaron otra reacción para 

determinar la posibilidad de usarla en análisis cuantitati-

vo, que se basa en la reducción del grupo nitro por el tri-

cloruro de titanio. La reacción entre el tricloruro de tita 

nio y los compuestos nitro aromáticos se conoce bien; para 

nitroparafinas Rodd ha propuesto la siguiente reacción. 

RCN ( NO2)2  —t NH2OH + RCH=NOH ---} RCH2NH2  

El análisis se efectua pesando una muestra del compues-

to dinitro, el cual se disuelve y afora con ácido acético 

glacial, se toma una alícuota y se transfieref a un matraz 

provisto de 2 entradas, por una de las entradas se le pasa 

una corriente de dióxido de carbono, y por la otra entrada 

se introducen 10 ml de una solución de tricloruro de titanio 

0.2 N. La mezcla se lleva a reflujo durante 10 min, se enfría 

a temperatura ambiente y se le añaden 2 m1 de solución de 
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tiocianato de potasio al 20%, se titula con sulfato férrico 

amoniacal 0.1 N hasta una coloración rojo-naranja que persis 

ta durante 30 ,seg., se debe correr un blanco en las mismas 

condiciones. 

Teóricamente para los compuestos gem-dinitro, se reduce 

un grupo nitro que corresponde a 6 equivalentes de Ti III. 

En cambio, en los compuestos con 3 grupos nitro sobre 

un carbono terminal se reducen 2 grupos nitro consumiendo 12 

equivalentes de Ti III. 

Y para compuestos aromáticos con 3 grupos nitro se re-

ducen los 3, por tanto, se requieren 18 equivalentes de Ti 

III. 

Los resultados que se encontraron en los compuestos gem-

dinitro estudiados en este articulo (45) concuerdan con la 

teQria satisfactoriamente, puesto que, en el ácido 4,4 dini 

tro pentanoico se obtuvieron 5.97 equivalentes de agente re 

ductor por molécula y con 2,2 dinitro propano se hallaron 

5.46 equivalentes por molécula. 

En los compuestos trinitro se consumieron 12 equivalen-

tes de Ti III por molécula que indica la reducción de 2 gru 

pos nitro; en los grupos aromáticos se obtuvo una reducción 

de 3 grupos nitro conforme a la teoría. 

Aunque se desconocen los productos-finales de la reac-

ción se pueden obtener resultados reproducibles en las de-

terminaciones de compuestos nitro, si se utilizan estos va-

lores para el numero de equivalentes de Ti III consumidos, 

por mol de nitro compuesto, basándose en las siguientes su- 
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posiciones: 

R-C(NO22 R + 6eq. -, R-C-(N4 R 
NH2 

R-C(NO23 + 12 eq. 	R-C-(NH)2 
NO2 

R 	 R 
O2N 	NO2 + 18 e q . 	H2N 	NHZ 
R R 	 R¥ K 

NO2 	 N H 2 

La razón de que no todos lose grupos nitro se reduzcan 

está bajo investigación, lo único que se sabe es que la reac 

ción es sensible a la cantidad de ácido presente debido a 

que la inhibe y causa hidrólisis de la solución de titanio 

Como se ha dicho anteriormente la medicina veterinaria 

recurre al uso de fármacos heterogéneos (9) ya sea para evi-

tar los riesgos debidos a una ingestión elevada de oocistos 

(coccidiosis) 6 para inmunizar a las aves (1). 

Se ha comprobado la eficacia de diversos fármacos anti-

coccidianos-, ya citados, y la eficiencia al mezclarlos, lo 

mismo con antibióticos (10) (11) 6 con otros agentes quimio 

terapéuticos (44); entre éstos están las sulfonamidas (1) 

que se saben son útiles en el tratamiento de la enfermedad 
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causada por la diversas especies de Eimeria. Para producir 

la inmunización frente a E. acervulina se recomienda su uso 

al 0.005% (1), también se ha reportado su actividad contra 

E. hagani y E. maxima. 

La mayoría de las sulfonamidas de interés farmacéutico 

tienen el grupo amino en la posición para y algunos de sus 

métodos analíticos se basan el la determinación de éste gru-

po. 

El grupo amino aromático se puede analizar por el méto 

do de diazoación que es el método oficial para casi todas 

las sulfonamidas en la U.S.P., N.F., F.N.E.U.M. éste método 

consiste en titular con una solución de nitrito de sodio,la 

reacción se efectua cuando el grupo amino aromático y el á-

cido nitroso forman la sal de diazonio: 

NH2 + HNO2 + HC1 ---¥ `-N2C1 + 2 H20 

Algunos invéstigadores como Agren (46), La Rocha (46) y 

Pifer (46), demostraron que no es necesario efectuar la titu 

lacibn a bajas temperaturas y que la temperatura ambiente es 

satisfactoria, si, la punta de la bureta que contiene la so 

lucion estandarizada de nitrito de sodio se acerca a la su-

perficie de la solución a titular, para que, el ácido nitro-

so tenga mayor oportunidad de reaccionar sin pérdida en la 

atmósfera. La determinación de la amina en el método color¡ 

métrico se basa en efectuar primero la diazoación y poste-

riormente la copulación formando un complejo colorido al 

cual se le determina su absorbancia en la región visible ge 

neralmente de 540 a 550 nm, se debe preparar ya sea una cur- 
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va estándar o una solución de referencia a la misma concen-

tración de los problemas. 

Se recomienda que cuando se realicen determinaciones de 

sulfonamidas en alimentos o muestras clínicas, primero se 

deproteinicen las soluciones con ácido tricloroacético, á-

cido p-toluensulfónico, ácido tiosalicílico, o alcohol. 

Debido a la frecuencia de combinaciones farmacéuticas 

con 2 o más sulfonamidas, Novelli (46) investigó un método 

de separación empleando una técnica de cromatografia en pa-

pel descendente. Las muestras se aplican en carriles compa-

rando con estándares y se revelan con soluciones de diazoa-

ción, apareciendo manchas color rosa-violeta. Novelli (46) 

reporta a la sulfaguanidina con un Rf igual a 0.48, además, 

indica que la técnica se puede emplear para análisis cuanti 

tativo. 

Werner (46), desarrolló otro método colorimétrico m-

pleando.como reactivo p-dimetilaminobenzaldehido que produ-

ce un complejo de color amarillo, en estudios posteriores 

se observó que la reacción se modifica según el pH, por tan-

to, este debe ser controlado, asimismo la absorción es rela-

tivamente baja, por consiguiente, las impurezas coloridas 

interfieren con el método, mas, La Rosa (46) elaboró con es 

te reactivo una prueba de identificación rápida de sulfona-

midas en papel whatman previamente preparado donde se obtie 

nen colores característicos según la sulfonamida adicionada. 

Algunas de las sulfonamidas se pueden titular en siste-

mas no-acuosos en base a las propiedades ácidas de su grupo 
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-SO2NH- empleando como disolventes: dimetilformamida, butí-

lamina, etilendiamina, como titulante se usa met6xido de so 

dio en benceno metanol en presencia de azul de timol que ac 

tua como indicador. 

Las sulfonamidas reaccionan con el Br2  que se sustitu-

ye en el anillo bencénico. Dependiendo de la sulfonamida 

se puede efectuar cualquiera de las dos reacciones que se 

pueden 'expresar así: 

"lN C6H4 SO2NHR + 2 Br2  —* H2N C6H2  Br2  SO2NHR + HBr 

H2N C6H4  SO2NHR + 3 Br2  ---p H2N C6H2  Br2  SO2NHRBr + 3 HBr 

Existen 2 procedimientos generales de bromación en el 

análisis de las sulfonamidas (46): 

1. La sulfonamida se puede titular directamente con bromato 

en presencia de bromuro y el punto final de la titulación se 

observa potenciométricamente o con rojo de metilo de indica-

dor. 

2. Se adiciona a la solución de sulfonamida un pequeño exce-

so de bromato, se deja reposar y se titula el exceso. 

La titulación argentométrica (46), es otro método que 

se emplea en la determinación de sulfonamidas, se fundamenta 

en que éstas forman sales de plata insolubles, sin embargo, 

no se puede aplicar a la sulfaguanidina. 
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III PARTE EXPERIMENTAL 



Para evitar la coccidiosis aviar existe una variedad 

de fármacos, el uso de éstos anticoccidianos en alimentos 

para aves es un factor importante en el desarrollo de la in 

dustria avícola (9), por ello, es esencial un método analí-

tico, •rápido, de fácil manipulación, con un alto grado de 

seguridad, reproducibilidad y especificidad para su DETER-

MINACION (12). 

La presentación del producto estudiado, es una mezcla 

de 3,5 dinitro o-toluamida y sulfaguanidina ambos fármacos 

dan al ave una eficiente protección, lo mismo a pollos de 

engorda, a pollas de reposición o reproductoras en piso, y 

se adquiere en sacos conteniendo 20 Kg de premezcla siendo 

la cantidad de cada uno de los principios activos por cada 

kilogramo el siguiente: 

3,5 dinitro o-toluamida (D.O.T.) . . . . . . . . . 	250 g 

p-aminobencensulfonilguanidina (sulfaguanidina) 	100 g 

Excipiente c.b.p . . . . . . . . . . . . . . . . .. 	1000 g 
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D.O.T. (47)_ (48k. 

Sinónimos: 3,5 dinitro o-toluamida; dinitolmida; 

2-metil-3,5 dinitrobenzamida; 3,5 dinitro 

2-metil benzamida; metildinitrobenzamida. 

Nombre de patente: zoaleno, ingrediente de zoamix. 

Fórmula condensada: C8H7N305  

Peso molecular: 225.2 

Fórmula desarrollada: 

ONH2  

NO2  

Descripción: Es un polvo cristalino amarillo. 

Punto de fusión: 181°C 

Solubilidad: Es un soluble en cloroformo y acetona. 

Extracción: La dinitolmida es extraída por el cloroformo de 

soluciones alcalinas acuosas. 

Espectro de absorción en infrarrojo: En pastilla de bromuro 

de potasio presenta los siguientes 

picos principales: A 1342 6 1527 cm-1 

B 1672 cm-1 

C 1612 cm-1 

Categoría terapéutica en veterinaria: anticoccidiano. 

38 



Técnica analítica de la valoración de la 3,5 dinitro 
o-toluamida. 

Principio: 

La determinación se fundamenta en la reducción del gru 

po nitro por el tricloruro de titanio III adicionado en ex-

ceso y la retitulación de éste con solución de sulfato férri 

co amoniacal 0.1 N en presencia de solución de tiocianato de 

potasio' que actua como indicador. 

Material: 

bureta de 25 ml de capacidad 

matraz volumétrico de 250 ml 

pipeta volumétrica de 20 ml 

pipeta volumétrica de 15 ml 

pipetas graduadas de 10 ml y 25 ml 

matraz de iodo de 250 ml 

Reactivos: 

acetona R.A. 

acido acético glacial R.A. 

solución de acetato de sodio al 40% acuosa. 

solución de tricloruro de titanio III al 2.25% ++ 

mezcla de ácido clorhídrico agua ( 60:40) 

solución acuosa de tiocianato de potasio al 10% 

solución estandarizada de sulfato férrico amoniacal 

0.1 N 

++ La solución de tricloruro de titanio III generalmen 

te se vende al 15%, por tanto, es necesario hacer la dilu-

ción apropiada; se recomienda además preparar sólo lo indis-

pensable para su uso diario y guardarla en frasco de vidrio 

actinico. 
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Procedimiento para la valoración de la 3,5 dinitro o-to 

luamida em premezcla de alimento para aves. 

Pesar exactamente una cantidad de premezcla equivalen-

te 

 

a 250 mg de principio activo (aproximadamente 1 g) e in-

troducir a un matraz volumétrico de 250 ml, adicionar apro-

ximadamente 150 ml de acetona, la extracción se efectua con 

agitación mecánica durante 30 minutos llevar a volumen con 

acetona y homogeneizar, dejar reposar 10 minutos para que 

sedimente. 

Del líquido sobrenadante tomar una alícuota de 20 ml y 

colocarla en un matraz de iodo de 250 ml de•capacidad, aña-

dir 10 ml de ácido acético glacial y 15 ml de una solución 

acuosa de acetato de sodio al 40%, se toman exactamente 15 m1 

de la solución de tricloruro de titanio III y adicionarla 

al matraz, tapar, agitar levemente y se deja reposar durante 

10 minutos; agregar 25 ml de la mezcla de ácido clorhíd ico: 

agua (60:40) y 2 ml de solución de tiocinato de potasio al 

10% como indicador. 

La titulación se efectua con la solución de sulfato fé 

rrico amoniacal 0.1N, el vire que se observa va del violeta 

a incolora, después adquiere un color naranja que persiste 

e indica el punto final de la titulación. 

Realizar en forma paralela un blanco, por cada serie 

de muestras que se trabajen y para cada solución de triclo-

ruro de titanio III al 2.25% que se emplee. 
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Reacción que se.efectua en la valoración de la 3,5 di 

nitro o-toluamida. 

CONH2  
C83  

O2N 	NO2  
+ 12 Ti C> 1  + 1211C1 

CONH2  

3 
92 N 	i_o2  

+ 12TIC14  + 4920 

Ti C13  + Fe NH4(SO)Z-12 H2tl + 8CI --+T1CI4+FeSQ4  -}- NHJJSO4+ 121120 

2 Fe Nl j SO4i  12 1120+6  KCNS—ø2 Fe CNS 3  + 3K2SO4+ NI112SO4+ Q11a0 
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Cálculos: 

Se determina el contenido e^ gramos de la 3,5 dinitro 

o-toluamida por, kilogramo de premezcla con la siguiente e-

cuación: 

(VA  - Vp) x N x meq x af x 1000 

= g 3,5 DOT/Kg 

g x alic. 

g = gramos del problema 

alic = alícuota del problema 

VB  = volumen gastado por el blanco 

Vp  = volumen gastado por el problema 

N = Normalidad del sulfato férrico amoniacal 

meq = miliequivalente del principio activo. 

af = aforo del problema. 

Parte práctica: 

Se eligieron 15 lotes de premezcla y se marcaron del 

número 1 al 15, la determinación del principio activo (la 

3,5 dinitro o-toluamida) se realizó por duplicado en cada 

lote. 

Para el desarrollo de la técnica analítica en la valo- 

ración de 3,5 dinitro o-toluar:ida antes descrita, los 15 lo 

tes se dividieron en 3 partes, trabajando, por tanto, se- 

ries de 5 lotes cada vez. 
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De las, otras soluciones empleadas se preparó la canti-

dad suficiente para el análisis de los 15 lotes. 

Normalidad de la solución de sulfato férrico amoniacal 

0.09615 N. 

El miliequivalente del principio (49), se determinó de 

la siguiente manera: 

ID 	, mn 1 oe.ia 1 a r 	miliequivalente de DOT. 

12 x 1000 

225.16 	= 0.01876333 

12 x 1000 

Redondeando el valor del miliequivalente de la 3,5 di-

nitro o-toluamida es igual a 0.0188. 

A continuación se presenta un cuadro con los resulta-

dos que se obtuvieron en los 15 lotes analizados y poste-

riormente el estudio estadístico efectuando en ellos. 
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Cuadro de resultados de la valoración del fármaco 3,5 

dinitro o-toluamida en premezcla de alimento para aves. 

COLUMNAS 

F 	1 	2 	3 	4 	5 
I 
L A 249.61 	247.32 251.71 245.14 254.19 g/kg 
A 
S 	B . 249.47 	246.85 250.77 246.09 	254.09 	g/Kg 

C O L U M ti A S 

F 6 7 8 9 10 
I 
L A 252.78 248.39 243.81 248.52 250.69 g/Kg 
A 
S B 251.71 248.53 243.96 247.22 250.67 g/Kg 

COLUMNAS 

F 11 12 13 14 15 
I 
L A 246.10 253.05 248.43 249.18 256.36 g/Kg 
A 
S B 244.92 253.71 248.33 248.53 256.26 g/Kg 
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Las ecuaciones empleadas en el análisis estadístico son: 

Medias de las columnas (Tc+) . 

Tc+ = u1c  + u2c  + . . . + unc/n 

Tc+ = media de las columnas 

u#c  = resultado de la valoración en la columna c. 

n = ntmero de observaciones en cada categoría (columnas) 

Media de las filas ( T+r ) : 

T+r = url  + ur2  + . . . + u rn/n 

T+r = media de las filas 

u 	= resultado de la valoración en la fila r. 

n = número de observaciones en cada categoría (filas) 

Suma de los cuadrados para estimar la varianza a par- 

tir de las columnas (Sc) . 

Sc = (ulc) 2/n + (u2c) 2/n •+ . . . + (unc) 2/n - T++ h 

Sc = suma de los cuadrados de las columnas 

(u#c)2  = resultado de la valoración en la columna c eleva- 

do al cuadrado. 

n = número de observaciones en cada categoría (columnas) 

T++2  = suma total de las observaciones al cuadrado 

N = número total de observaciones 

Suma de los cuadrados para estimar la varianza a par- 

tir de las filas (Sr) 

Sr = (ur1)2/n + (ur2)2/n + ...+ (urn)2/n - T++2  /N 

Sr = suma de los cuadrados de las filas 
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(u 4)2  = cuadrado del resultado de la valoración en la fila r 

n = número de observaciones en cada categoría 

T++? = cuadrado de la suma total de las observaciones 

N = número total de observaciones 

Suma total de los cuadrados (ST) : 

ST  = (u1)2  + (u2)2  + . . . + (un)2  - T++2  

S,r  = suma total de los cuadrados 

(u#2)2  = cuadrado de cada una de las observaciones ( c y r) 

T++2  = cuadrado de la suma total de observaciones 

N = número total de observaciones 

Determinación del residual (R) 

R = ST  - Sr - Sc 

R = residual 

• ST  = suma total de los cuadrados 

Sr = suma de los cuadrados de las filas 

Sc = suma de los cuadrados de las columnas 

Grados de libertad (gl) : 

gl = k - 1 

gl = grados de libertad 

k = categorías 

Cuadrado medio de las filas (CMr) 

CMr  = Sr/glr  

CMr  = cuadrado medio de las filas 
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Sr = suma de los cuadrados de las filas. 

glr  = grados de libertad de las filas 

Cuadrado medio de las columnas (Cric) 

CMc  = Sc/glc  

CMc  = cuadrado medio de las columnas 

Sc = suma de los cuadrados de las columnas 

glc  = grados de libertad de las columnas 

Grados de libertad del residual (g1 R) 

g1R  = (c - 1) (r - 1) 

glr  = grados de libertad del residual 

c = columnas 

r = filas 

Cuadrado medio del residual (CMR) 

CMR  R / g1R 

CMR  = cuadrado medio del residual 

R = residual 

glr  = grados de libertad del residual 

Análisis de varianza de las filas F1  

Fl  = CMr/CMR 

F1  = varianza de las filas 

CMr  = cuadrado medio de las filas 

CMR  = cuadrado medio del residual 

47 



Análisis de varianza de las columnas F2  

F2 = CMc/Cí%1R 

F2  = varianza de las columnas 

C = cuadrado medio de las columnas 

CMR  = cuadrado medio del residual 

Para determinar el coeficiente de variación: 

Medía aritmética (}C) : 

	

X = xl  + x2  + . . 	+ x N 

}C = -media aritmética 

x = observación 

N = número de observaciones 

Desviación estándar (s) : 

"}C) 2  + (x2  - X) 2  + ... + (x - }{) 2  N - 1 

s = desviación estándar 

x = valor de la observación 

X = media aritmética 

N = número de observaciones 

Coeficiente de variación (cv) 

cv = s 	• 100 X 

cv = coeficiente de variación 

s = desviación estándar 

X = media aritmética 
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Para determinar el valor de chi-cuadrado 

Prueba de chi-cuadrado ( X2 ): 

¥2 
 

= (o1 - e1) 2 + °2 - e2) 2 + .... + (o - e ) 2 
el 	e2 	e 

2 k = chi cuadrado 

o = valor observado n 

e = valor teórico 6 esperado 
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Tabla del análisis de varianza de los resultados obte- 

nidos en el método usado en la valoración para la 3,5 dini 

tro o-toluamida.en premezcla de alimento para aves. 

A B £Tc+ £Tc+2  A2  B2  

1 249.61 249.47 499.08 249080.85 62305.15 62235.28 
2 247.32 246.85 494.17 244203.99 61167.18 60934.92 
3 251.71 250.77 502.48 252486.15 63357.92 62885.59 
4 245-:14 246.09 491.23 241306.91 60093.62 60560.29 
5 254.19 254.09 508.28 258348.56 64612.56 64561.73 
6 252.78 251.71 504.49 254510.16 63897.73 63357.92 
7 248.39 248.53 496.92 246929.49 61697.59 61767.16 
8 243.81 243.96 487.77 237919.57 59443.32 59516.48 
9 248.52 247..22 495.74 245758.15 61762.19 61117.73 

10 250.69 250.67 501.36 251361.85 62845.48 62835.45 
11 246.10 244.92 491.02 241100.64 60565.21 59985.81 
12 253.05 253.71 506.76 256805.70 64034.30 64368.76 
13 248.43 248.33 496.76 246770.50 61717.46 61667.79 
14 249.18 248.53 497.71 247715.24 62090.67 61767.16 
15 256.36 256.26 512.62 262779.26 65720.45 65669.19 

T+r 3745.36 3741.11 7486.39 935310.83 933231.26 

T♦r2  14027122 13995904 56046035 ¿= 1868542.10 
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Análisis de varianza 

Suma de los cuadrados de las filas (Sr): 

14027122 	13995904_ 56046035 = 
15 	+ 	15 	30 

935141.47 + 933060.27 - 1868201.2 = 0.54 = Sr 

Suma de los cuadrados de las columnas (Sc): 

249080.85 : 2 = 124540.43 
244203.99 = 122102.00 
252486.15 " 	= 126243.08 
241306.91 = 120653.46 
258348.56 " 	= 129174.28 
254510.16 = 127255.08 
246929.49 = 123464.75 
237919.57 = 118959.79 
245758.15 = 122879.08 
251361.85 " 	= 125680.93 
241100.64 = 120550.32 
256805.70 " 	= 128402.85 
246770.50 " 	= 123385.25 
247715.24 " 	= 123857.62 
262779.26 = 131389.63 

1868538. 	- 1868201.2 = 337.35 = Sc 

Suma total de los cuadrados (ST): 

1868542.10 - 1868201.20 - 340.9 = ST  

Análisis de la varianza: 

Suma de cuadrados gl. 	Cuadrado medio (CM)  

Filas 0.54 1 0.54 

Columnas 337.35 14 24.10 
Residual 3.01 14 0.22 
Total 340.90 29 
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Análisis de yarianza de las filas F1  

ri 	0.22 = 2•.45 . . . . F0.95(1,14) = 4.60 

Análisis de varianza de las columnas F2  

F2  = 24.12 = 109.54 . . . . F0.95 (14,14) = 2.46 

Estos son los resultados en el análisis de varianza 

del método de valoración de la 3,5 dinitro o-toluamida: 

F1= 2.45 que en comparación con el valor F de tablas (4.6) 

es menor, es decir,*  no significativo, por tanto es verdadera 

la hipótesis de la igualdad de las medias en un mismo lote. 

F2= 109.54 comparado con el valor de F de tablas (2.46) es 

mayor lo que indica que existe diferencia entre las medias 

de los distintos lotes estudiados. 
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Tabla del análisis del coeficiente de variación (cv) 

A B X (x1 ) 2  (x2-X) 2  s cv 

1 249.61 249.47 249.54 0.0049 0.0049 0.099 0.04 

2 247.32 246.85 247.08 0.0576 0.0529 0.332 0.13 

3 251.71 250.77 251.24 0.2209 0.2209 0.665 0.26 

4 245.14 246.09 245.62 0.2304 0.2209 0.672 0.27 

5 254.19 254.09 254.14 0.0025 0.0025 0.071 0.03 

6 252.78 251.71 252.28 0.2500 0.3249 0.758 0.30 

7 248.39 248.53 248.46 0.0049 0.0049 0.099 0.04 

8 243.81 243.96 243.88 0.0049 0.0064 0.106 0.04 

9 248.52 247.22 247.87 0.4225 0.4225 0.920 0.37 

10 250.69 250.67 250.68 0.0001 0.0001 0.014 0.01 

11 246.10 244.92 245.51 0.3481 0.3481 0.834 0.34 

12 253.05 253.71 253.38 0.1089 0.1089 0.467 0.18 

13 248.43 248.33 248.38 0.0025 0.0025 0.071 0.LL3 

14 249.18 248.53 248.86 0.1024 0.1089 0.460 0.18 

15 256.36 256.26 256.31 0.0025 0.0025 0.071 0.03 

X 	= 0.15 cv 

Al efectuar los cálculos del coeficiente de variación 

de los resultados obtenidos en el método usado en la valo-

ración de 3,5 dinitro o-toluamida se obtuvo como promedio 

el valor de 0.15. 
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Tabla del análisis de la prueba de chi-cuadrado 

A  B. X o-e (o-e) 2  (o-e) 2/e 

1 249.61 249.47 249.54 -0.46 0.2116 0.0008 

2 247.32 246.85 247.08 -2.92 8.5264 0.0341 

3 251.71 250.77 251.24 1.24 1.5376 0.0062 

4 245.14 246.09 245.62 -4.38 19.1844 0.0767 

5 254.19 254.09 254.14 4.14 17.1396 0.0686 

6 252.78 251.71 252.28 2.28 5.1984 0.0208 

7 248.39 248.53 248..46 -1.54 2.3716 0.0095 

8 243.81 243.96 243.88 -6.12 37.4544 0.1498 

9 248.52 247.22 247.87 -2.13 4.5369 0.0181 

10 250.69 250.67 250.68 0.68 0.4624 0.0018 

11 246.10 244.92 245.51 -4.49 20.1601 0.0806 

12 253.05 253.71 253.38 3.38 11.4244 0.0457 

13 248.43 248.33 248.38 -1.62 2.6244 0.0105 

14 249.18 248.53 248.86 -1.14 1.2996 0.0052 

15 256.36 256.26 256.31 6.31 39.8161 0.1593 

j,=0.6877 

Al realizar los cálculos de la prueba de chi-cuadrado 

de los resultados obtenidos en el método usado en la valo- 

raci6n de 3,5 dinitro o-toluamida se obtiene el valor re- 

dondeado igual a 0.7 
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Sulfaquanidina (47) (48) 

Sinónimos: 4-a-lino-N-Camino imino metil)-bencensulfona' 

mida; N'-amidinosulfanilamida; N'-guanilsulfanilamida; p-ami 

nodencensulfonil guanidina; sulfanililguanidina; guamida; 

sulfaguina; abiguanil; sulfamidinum; sulgin; diacta; g anidan; 

shigatox; suganyl. 

Nombre de patente: guanicil; resulfon; ruocid. 

Fórmula condensada: C7H10N402S 

Peso molecular: 214.24 

Fórmula desarrollada: 	SNHCNRZ  
n 
Ne 

NR2 
Descripción: Es un polvo cristalino blanco el cual se 

obscurece con la luz. 

Punto de fusión: 190 - 192.5°C 

Solubilidad: soluble 1 en 1000 de agua, 1 en 10 de agua 

hirviendo y 1 en 250 de etanol, casi insoluble en éter. 

Espectro de absorción en infrarrojo: en pastillas de 

bromuro de potasio presenta los siguientes picos principales 

A 1129, 1620 cm -1 

B 1230, 1537 cm -1 

Categoría terapéutica en. veterinaria: antimicrobial en 

infecciones entéricas. 
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Técnica analítica de la valoración de N-p-aminobencen-

sulfonil guanidina (sulfaguanidina). 

Principio: 

La determinación se basa en el método colorimétrico 

más común denominado Bratton-Marshall, en él, primero se e-

fectua la diazoación de la sulfonamida con la solución de 

nitrito de sodio en medio ácido, el exceso de nitrito de so 

dio se elimina con sulfamato de amonio y la copulación del 

compuesto diazoado se lleva a cabo con solución de diclor-

hidrato de N-naftilendiamina. La. intensidad del complejo se 

mide en el espectrofot6metro a una longitud de onda de 544 nm. 

Material: 

matraz volumétrico de 250 ml 

matraz volumétrico de 200 ml 

matraz volumétrico de 100 ml 

matraces volumétrico de 25 ml 

pipeta volumétrica de 10 ml 

pipeta volumétrica de 5 ml 

pipetas volumétricas de 1 ml 

pipeta graduada de 25 ml 

probeta de 100 ml 

Reactivos: 

mezcla de ácido clorhídrico: agua (1:200) 

solución acuosa de ácido tricloroacético al 15% 

++ solución acuosa de nitrito de sodio al 0.1% 

++ solución acuosa de sulfamato de,amonio al 0.5% 

++ solución acuosa de diclorhidrato N-naftilendíamina 0.1% 

estándar secundario de sulfaguanidina 

++ preparación reciente. 
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Procedimiento para la valoración de la sulfaguanidina 

en premezcla de alimento para aves. 

Pesar exactamente una cantidad de premezcla equivalen-

te a 100 mg de principio activo (aproximadamente 1 g) e in 

troducir en un matraz volumétrico de 250 ml, disolver con 

100m1 de la mezcla ácido clorhidrico:agua, la extracción se 

lleva a cabo con agitación mecánica durante 20 minutos, a-

forar con agua destilada y homogeneizar, se deja reposar du-

rante 10 minutos, para que sedimente. 

Del liquido sobrenadante tomar una alícuota de 25 ml 

y pasarla a un matraz aforado de 100 ml, añadir 18 ml de la 

solución de ácido tricloroacético al 15% que tiene por ob-

jeto la desproteinización de la muestra y llevar a volumen 

con agua destilada, homogeneizar. Filtrar sobre papel what-

man #42, tomar una alícuota de 10 ml y trasferiria a un ma-

traz volumétrico de 100 ml aforando con agua destilada. 

Para preparar la. solución de referencia pesar exactamen 

te una cantidad aproximada a los 40 mg del estándar secun-

dario de sulfaguanidina e introducir a un matraz volumétrico 

de 200 ml, disolver con 100 ml de la mezcla de ácido clor-

hídrico:agua y llevar a volumen con agua destilada. 

Para efectuar la reacción, tomar alícuotas de 5 ml de 

cada una de las soluciones (problema y referencia) y para-

lelamente,realizar un blanco con 5 ml de agua destilada, és 

tas se transfieren a sus respectivos matraces volumétricos 

de 25 ml. 
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Adicionar a cada uno de los matraces 2 ml de la solu-

ción de ácido tricloroacético y una alícuota de 1 ml de la 

solución de nitrito de sodio al 0.1%, agitar y dejar repo-

sar durante 3 minutos, añadir una alícuota de 1 ml de solu-

ción de sulfamato de amonio al 0.5%, agitar y dejar en re-

poso durante 3 minutos, enseguida tomar una alícuota de un 

ml de la solución de diclorhidrato N-naftilendiamina al 

0.1% y adicionarla a cada uno de los matraces, agitar y de-

jar reposar por espacio de 10 minutos para que se desarro-

lle el color. Llevar las soluciones a volumen con agua des 

tilada homogeneizar y leerlas en el espectrofotómetro a 

544 nm. 

Cálculos 

Ap  x cs x F.D. x 1000 = g/Kg de sulfaguanidina 

• As  x g 

Ap  = absorbancia del problema 

As  = absorbancia del estándar 

cs  = concentración en g/ml de la solución estándar 

gp  = gramos del problema 

FD = factor de dilución = 4000 
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Reacción que se efectua en la valoración de la sulfa-

guanidina. 

NH 	NH 
SO2 NH-C-NHZ 	 SO-NH-C-NH2 

+ NaNO2+ 2HCI --►t)  + 2Hp + NaCI 
NH2 	

¥N 
CI - 

8HNCZ± 6NH4SOJ H2 —♦ 6NH4SO+7N2+ 10H20 

NH 	NH 
I1 

OZ NH-C-NH2 	 OO NHC NH2 
NHCH2CHJ.JH2 

N 	 N 
CI- 

NHCHCHNH 2 2 2 
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Parte práctica: 

Se eligieron 15 lotes de premezcla y se marcaron del 

nGmero 1 al 15 (son los mismos lotes o muestras que se em-

plearon en la determinación de la 3,5 dinitro o-toluamida), 

el análisis del principio activo (sulfaguanidina) se reali 

zó por duplicado en cada uno de los lotes. 

Para el desarrollo de la técnica analítica ya descri-

ta, los.15 lotes se dividieron también en 3 partes, por tan 

to, se trabajaron 5 lotes cada vez. 

A continuación se presenta un cuadro con los resulta-

dos que se obtuvieron en los 15 lotes analizados y poste-

riormente el estudio estadístico que se efectuó en ellos. 
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•Cuadro de resultados de la valoración del fárriaco 

sulfaguanidina en premezcla de alimento para aves. 

COLUMNAS 

F :L 2 3 4 5 
I 
L A 101.71 103.35 99.17 101.04 99.60 g/Kg 
A 
S B 102.34 103.55 98.12 101.47 98.23 g/Kg 

COLUMNAS 

F 6 7 8 9 10 
I 
L A 103.67 98.92 98.69 103.32 103.37 g/Kg 
A 
S B 103.47 99.41 99.34 102.76 103.39 g/Kg 

COLUMNAS 

F 11 12 13 14 15 
I 
L A 99.14 99.36 101.29 97.26 101.06 g/Kg 
A 
S B 98.10 100.26 100.86 98.10 100.24 g/Kg 
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ecuaciones empleadas en el análisis •3s'adístico 
son: 

Medias de las columnas ( Tc+ ): 

Tc+ = u1c + u2c  + . . . + unc  / n 

Tc+ = media de las columnas 

u#c  = resultado 'de la valoración en la columna c. 

n = número de observaciones en cada categoría (columnas) 

Media de las filas ( T+r ): 

T+r = url  + ur2 + . . . + urn  / n 

T+r = media de las filas 

u = resultado de la valoración en la fila r. r- 

n = número de observaciones en cada categoría (filas) 

Suma de los cuadrados para estimar la varianza a par-

tir de las columnas (Sc): 

Sc = (u1c)2/n + (u2c)2/n + . . . + (unc)2/n - T++2  N 

Sc = suma de los cuadrados de las columnas 

(u#c)2  = resultado de la valoración en la columna c eleva- 

do al cuadrado. 

n = número de observaciones en cada categoría '(columnas) 

T++2  = suma total de las observaciones al cuadrado 

N = número total de observaciones 

Suma de los cuadrados para estimar la varianza a par- 

tir de las filas (Sr): 

Sr = (Ur1)2/n + (ur2)2/n + ...+ (urn)2/n - T++2  N 

Sr = suma de los cuadrados de las filas 

(ur#)2  = cuadrado del resultado de la valoración en la fila r 

n = número de observaciones en cada categoría 

T++2  = cuadrado de la suma total de las observaciones 

• N - número total de observaciones 
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Suma total de los cuadrados (ST).: 

ST  = (u1)2  + (u2)2  + 	+ (un)2  - T++,  ,/N 

ST  = suma total de los cuadrados 

(u#2)2  = cuadrado de cada una de las observaciones (c y r) 
T++ = cuadrado de la suma total de observaciones 

N = nümeto total de observaciones 

Determinación del residual (R): 

R = ST  - Sr - Sc 

R = residual 

ST'= suma total de los cuadrados 

Sr = suma de los cuadrados de las filas 

Sc = suma de los cuadrados de las columnas 

Grados de libertad (gl): 

gl = k - 1 

gl= grados de libertad 

k = categorías 
Cuadrado medio de las filas (CMr): 

CMr  = Sr/glr  

CMr  = cuadrado medio de las filas 
Sr = suma de los cuadrados de las filás 

Glr  = grados de libertad de las filas 

Cuadrado medio de las columnas (CM): 

CMc  = Sc/glc  
CMc  = cuadrado medio de las columnas 

Sc = suma de los cuadrados de las columnas 
glc  = grados de libertad de las columnas 

Grados de libertad del residual (q1): 
g1R  _ (c - 1) (r - 1) 

g1R  = grados de libertad del residual 

c = columnas 

r = filas 
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Cuadrado medio del residual (CMR) 

CMR = R / g1R 

CMR  = cuadrado medio del residual 

R = residual 

g1R  = grados de libertad del residual 

Análisis de varianza de las filas F1: 

F1 CMr /CMR 

F1  = varianza de las filas 

Ct  = cuadrado medio de las filas 

CMR  = cuadrado medio del residual 

Análisis de varianza de las columnas F2: 

F2 = CMC/CMR 

F.2  - varianza de las columnas 

CMC  = cuadrado medio de las columnas 

CMR  - cuadrado medio del residual 

Para determinar el coeficiente de variación 

•Media aritmética () 

X = xl  + x2  + . 	. + xn N 

X = media aritmética 

x - observación 

N - nflmero de observaciones 

Desviación estándar (s): 

s 	(xl  - }C) 2  + (x2  - X) 2  + ...+ (x - 	- 1 

9 = desviación estándar 

x = valor de la observación 

}C = media aritmética 

N = nimcro de observaciones 
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Coeficiente de variación (cv) 

cv = s• 104 X 

cv = coeficiente de variación 

s = desviación estándar 

= media aritmética 

Para determinar el valor de chi-cuadrado 

Prueba de chi-cuadrado 

2 	(ol  - e1) 2 	+ (o2  - e2) 2  + ....+ (o - e)2  

el 	e2 	en 

2  = chi, cuadrado 

on 	valor observado 

e = valor teórico 6 esperado 
n 

65 



Tabla del análisis de varianzá de los resultados obte-

nidos en el método usado en la valoración de la sulfaguani 

dina en premezcla de alimento para aves. 

A B £Tc+ £Tc+2  A2  B2  

1 101.71 102.34 204.05 41636.40 10344.92 10473.48 

2 103.35 103.55 206.90 42807.61 10681.22 10722.60 

3 99.17 98.12 197.29 38923.34 9834.69 9627.53 

4 101.04 101.47 202.51 41010.30 10209.10 10296.16 

5 99.60 98.23 197.83 39136.71 9920.16 9649.13 

6 103.67 103.47 207.14 42906.98 10747.47 10706.04 

7 98.92 99.41 198.33 39334.79 9785.17 9882.35 

8 98.69 99.34 198.03 39215.88 9739.72 9868.44 

9 103.32  102.76 206.08 42468.97 10675.02 10559.62 

10 103.37 103.39 206.76 42749.70 10685.36 10689.49 

11. 99.14 98.10 197.24 38903.62 9828.74 9623.61 

12 99.36 100.26 199.62 39848.14 9872.41 10052.07 

13 101.29 100.86 202.15 40864.62 10259.66 10172.74 

14 97.26 98.10 195.36 38165.53 9459.51 9623.61 

15 101.06 100.24 201.30 40521.69 10213.12 10048.06 

T+r 1510.95 1509.64 3020.59 152256.27 151994.93 

T+r2 	2282969.9 	2279012.9 9123963.9 = 	304251.2 
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Análisis de varianza 

Suma de los cuadrados de las filas (Sr): 

2282969.9 + 2279012.9 - 9123963.9 _ 

15 	15 	30 

152197.99 + 151934.19 - 304132.13 = 0.05 = Sr 

Suma de los cuadrados de las columnas (Sc): 

41636.40 2 = 	20818.20 
42807.61 = 	21403.80 
38923.34 = 	19461.67 
41010.30 = 	20505.15 
39136.71 = 	19568.36 
42906.98 = 	21453.49 
39334.79 1 = 	19667.40 
39215.88 = 	19607.94 
42468.97 = 	21234.48 
42749.70 = 	21374.85 
38903.62 = 	19451.81 
39848.14 = 	19924.07 
40864.62 = 	20432.31 
38165.53 = 	19082.76 
40521.69 = 	20260.84 

304247.13 	- 	304132.13 = 	115 = Sc 

Suma total de los cuadrados (ST) . 

304251.2 - 304132.13 = 119.07 = ST  

Análisis de varianza 

Suma de cuadrados gl Cuadro medio 	(CM) 

Filas 0.05 1 0.05 

Columnas 115.00 14 8.21 

Residual 4.02 14 0.29 

Total 119.07 29 
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Análisis de varianza de las filas F1 : 

F1 	0.29 = 0.17 . . . . . . . F0.95(1,14) = 4.60 

Análisis de varianza de las columnas F2 

F2 	02 = 28.31 . . . . . . . F0.95(14,14) = 2.46 

Los resultados en el análisis de varianza del método 

de valoración de la sulfaguanidina son: 

F1 = 0.17 que comparado con el valor F de tablas es menor, 

es decir, no significativo, siendo verdadera la hipótesis 

de la igualdad de las medias en un mismo lote. 

F2 = 28.31 que en comparación con el valor F de tablas es 

mayor por tanto se puede asegurar qué existe diferencia en-

tre las medias de los distintos lotes estudiados. 

G¥ 



Tabla del análisis del coeficiente de variación cv 

A B R (x1-)2  (x2-)2  s cv 
1 101.71 102.34 102.02 0.0961 0.1024 0.445 0.44 

2 103.35 103.55 103.45 0.0100 0.0100 0.141 0.14 

3 99.17 98.12 98.64 0.2809 0.2704 0.742 0.75 

4 101.04 101.47 101.26 0.0484 0.0441 0.304 0.30 

5 99.60 98.23 98.92 0.4624 0.4761 0.969 0.98 

6 103.67 103.47 103.57 0.0100 0.0100 0.141 0.14 

7 98.92 99.41 99.16 0.0576 0.0625 0.346 0.35 

8 98.69 99.34 99.02 0.1089 0.1024 0.460 0.46 

9 103.32 102.76 103.04 0.0784 0.0784 0.396 0.38 

10 103.37 103.39 103.38 0.0001 0.0001 0.014 0.01 

11 99.14 98.10 98.62 0.2704 0.2704 0.735 0.74 

12 99.36 100.26 99.81 0.2025 0.2025 0.636 0.64 

13 101.29 100.86 101.08 0.0441 0.0484 0.304 0.30 

14 -97.26 98.10 97.68 0.1764 0.1764 0.594 0.61 

15 101.06 100.24 100.65 0.1681 0.1681 0.580 0.58 

X = 0.45 cv  

Al efectuar los cálculos del coeficiente de variación de 

los resultados obtenidos en el método usado para la valoración 

de la sulfaguanidina éste es igual a 0.45 
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A 

1 	101.71 

2 	103.35 

3 	99.17 

4 	101.04 

5 	99.60 

6 	103.67 

7 	98.92 

8 	98.69 

9 	103.32 

10 103.37 

11 	99.14 

12 	99.36 

13 101.29 

14 	97.26 

15 101.06 

B 

102.34 

103.55 

98.12 

101.47 

98.23 

103.47 

99.41 

99.34 

102.76 

103.39 

98.10 

100.26 

100.86 

98.10 

100.24 

X 	o-e 

	

102.02 	2.02 

	

103.45 	3.45 

98.64 -1.36 

	

101.26 	1.26 

98.92 -1.08 

	

103.57 	3.57 

99.16 -0.84 

99.02 -0.98 

	

103.04 	3.04 

	

103.38 	3.38 

98.62 -1.38 

99.81 -0.19 

	

101.08 	1.08 

97.68 -2.32 

	

100.65 	0.65 

Tabla del ar. lisis de la orueha de chi-cuadrado 

	

(o-e)2 	(o-e)2/e 

	

4.0804 	0.0408 

	

11.9125 	0.1191 

	

1.8496 	0.0185 

	

1.5876 	0.0159 

	

1.1664 	0.0117 

	

12.7449 	0.1274 

	

0.7056 	0.0070 

	

0.9604 	0.0096 

	

9.2416 	0.0924 

	

11.4244 	0.1142 

	

1.9044 	0.0190 

	

0.0361 	0.0004 

	

1.1664 	0.0117 

	

5.3824 	0.0538 

	

0.4125 	0.0041 

0.6456 

,Al realizar los cálculos de la prueba de chi cuadrado 

de los resultados obtenidos en el método usado para la valo-

ración de la sulfaguanidina y redondeando el valor, éste es 

igual a 0.65. 
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IV CONCLUSIONES 



Conclusiones para el principio activo 3,5 dinitro o-

toluamida en premezcla de alimentó para aves. 

Al efectuar el análisis de varianza de los datos ob-

tenidos en el método de valoración de 3,5 dinitro o-toluami-

da se observa: 

a) Las diferencias en F1  no son significativas (F1  

obtenido igual a 2.45 y F de tablas 4.6) por tanto pertene-

cen a una misma población. 

b) Las diferencias en F2  son significativas (F2  obteni-

do igual a 109.54 y F de tablas 2.46) por tanto el método a-

nalítico sirve para diferenciar a lotes de fabricación a fa-

bricación. 

c) En la prueba de chi cuadrado se obtuvo el valor de 

0.7 el cual nos indica que los resultados obtenidos no difie 

ren significativamente del teórico esperado. 

d) El coeficiente de variación obtenido es igual a 0.15 

por tanto no significativo. 

Conclusiones para el principio activo sulfaguanidina en 

premezcla de alimento para aves. 

Al efectuar el análisis de varianza de los datos obteni 

dos en el método de valoración de sulfaguanidina se tiene: 

a) Las diferencias en F1  no son significativas (F1  ex-

perimental 0.17 y F de tablas 4.6) por tanto pertenecen a - 

la misma población. 
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b) Las diferencias en F2 son significativas (F2  experi-

mental 28.31 y F de tablas 2.46) por tanto se concluye que 

se pueden diferencias las muestras de fabricación a fabrica-

ción. 

c) Realizando en los datos obtenidos la prueba de chi 

cuadrado se tiene el valor de 0.65 por tanto los resultados 

prácticos no difieren significativamente del teórico espera 

do. 

d) El coeficiente de variación experimental es igual a 

0.45 por lo que se concluye que no varia significativamente. 
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1923 a 1979. 

El fármaco 3,5 dinitro o-toluamida aparece por primera 

vez en el 6 th. Collective Indez vols. 54 y 55 y a la fecha 

se siguen publicando trabajos. 

La siguiente información adicional puede ser de utili-
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cal Abstracts con nüimero de registro 148 - 01 - 6, o-tolua-
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