
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO 
FACULTAD 

ESTUDIO CROMATOGRAFICO DEL EFECTO DE 
ENMASCARAMIENTO DE LA FENILBUTAZONA 

SOBRE DROGAS PROHIBIDAS 

T E s l s 
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE 

QUI MICO 

P R E S E N T A 

BEATRIZ CATTORI LOPEZ 

T[SIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

MEXICO, D. F. 1988 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



Páq 
Introducc:lón ••••••••• , •••••••.••••• , ••••••••••••••••••• , •••••• 3 .. 

Capitulo 1 

Antecedentes 

1. 1 
1 .. 2 

1.2. 1 
1.2.2 
1.3 

1. 3. 1 
1.3.2 
1.3.3 
1. 3. 3. 1 
1.3.3.2 
1.3. 4 
1.3.4. 1 
1.3. 4. 2 
1.3.4.3 
1.3.4.4 
1. 3. 5 
1.3.6 
1.3. 7 

El Control de la Medicación .•••••••••••••••••.•••••••• 5 
Fenil.bL1tazona, e.jemplo dE• Llna dr·oga antiinflamator•ia 
no esteroi.dal 
General id<1des ••••••.••.••.••••••.••••••••••••••••••••• 12 
Metabolismo .••••.•••.•••••••••••••••.••••••.•••••••••• 17 
Técnicas analíticas ~n la id8ntificación 
de drogas 
E>:tracción •.••••.•••••.••••••• , •••••••••.••••••••••••• 21 
Espectrometria de Ultravioleta ..••.•.•.••.•••.••.••••• 22 
Cromatografía en capa delgada ••.••.••••••••••••••••••• 24 
Técnica ................................................... 25 
Comer1 t at"' i os • .................................................... 27 
Cromato9rafla de Gas8s .•.•.•••.•••.•..•••••••.•••••••• 29 
Columnas capilares ..................................... 29 
Introducci.ón de la muestr•a ••••.•...•.•••.••••••••••••• 30 
Evaluación del proceso cromntográfico ••••••••••••••••• 31 
Comentar•ios ................................................. 33 
Generalidades de la cromatoqrafia de liquidos ••••••••• 34 
Espectt~ometria de masas .... : ............................ 35 
InniLtnoensc:\yos ................................................ 37 

Capitulq 11 

2. 1 
2.2 
2. 2. 1 
2.2.2 
2.2.3 .., .,. 
¿.. ... _. 

2. 3. 1 
2.3.2 
2.3.3 

Selección de drogas ••••••••••••••••••••••••••••••••••• 39 
Cromatografia en capR delgada 
Cromatogr•afia de dro9as puras ••••••••••••••••••••••••• 40 
Cromato9rafia de Fenilbutazona y Oxifenbutazona ••••••. 41 
Análisis de muestras de orin~ ••••.•••••••••••••••••••• 42 
Cromatografía de gases 
Selección de la columna •••••.••.••.•.••••..••••••••••• 43 
Efecto de li\ FenilbL1tazona en alta concentr•ación •••••• 44 
Análisis de muestras de orina con contenido de 
Fenilbutazona ••••••••.•••••••••••••••.•••••••••••••••• 45 



Cap i tL1 lo l.11 

3. 1 cn,mnto3rafta en t:af''" del']acL" 
.J. 1. 1 r:1~nmatoqt'a fi.a dP. droqrJr.; f'Llr"a~ ............................... 46 
3.1. 2 C1·om,yto1:.wd fi,3 de F1~rd llJUtd::o11e1 y O::i tE?nlJut"'"'ºna .•••••• 47 
3.1.3 Anál1~5.is t.JE.1 muest1"ctS- rJe or·ina ................................... 51 
3.2 Cr·omaf:ncp"11fi,'.":\ de r:--¡i:,ses 
3.2.1 Selecciór1 dG 1,1 co1Llmr1~ ...................................... 53 
3.2.1.t Fr:.lc:tor"' de Cdf'c:\C..:idati ..................... ~ ................... 59 
3. 2. 1. :2 E f i t. i ertc l ,..:l • ................................................................ é-J.:;: 
7..2.1.3 3c>Jectividac1 ••••••••••..••••••..••.••.•....•••••••.••• 6•1 
3. 2. l .. 4 r.:esolLtC. iórl •••• ., • ......... • • • .... ., .... " ... .,. • • • .. • ...... • • • "• • • • • {:.i4 
3 .. 2 .. 1 .. ;.i Ti.ernro dr.: anrálisis.H ................................................ 68 
3.~.2 Se1ecciór1 dE~l tipo dr ínvec1~ión~··············~······~6? 
3.2 .. 3 E-fecl;o de la Fen.ilb1.1t¿\zona r.sn alt:·. cnr1cPnt1·· .... ~c.ión ........ 70 
3.2.4 f\nAlisir:; de mLtesb·as df..l C.H .. jna 1:t111 r::o11tE~il.itlo de 

f~rrni lbu \;,1:,ona •••••.••••.•••••••••••••••••••••• " ••••••• 77 

'l.1 C1·ornatoc¡1·<1fi¿1 en 1:,'>pa ctr:l•_¡,;d,•.1 ••••••••••••••••••••••••• 82 
~.2 Cromatografi• de gasHs •••••••••••••••••••••••••••••••• 84 

!Li_l,ü,l_g_g_ra 'i' Í,.<'!,· ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 86 

2 



Introducción 

La Fenilbutazona es una droga antiinflamatoria no esteroidal 

ampliamente Lttilizada en el de problemas 

musculoes9ueletales en caballos de carreras. 

La medicación previa a un evento deportiva puede afectar directa 

o indirectamente la ejecución de cual9uier sujeto en competencia. 

En la mayoría de las juridicciones al1°ededor del mLtndo CL1al9uier 

droga clasificada cama estimulante, depresor, anestésico local~ 

tran9uilizante o narcótico está prohibida. 

La Fenilbutazona está sujeta a un programa de mo>dicación 

controlada en México. Esto significa que puede se1° administrada 

en cabal los de carreras el dia anterior a 

inclusive el mismo dia de la carrera. El tiempo de eliminación 

de la Fenilbutazona del sistema biológico del caballo es de 

apro:dmadamente 48 horas y generalmente aparecen 1'esidL1os de esta 

droga en el análisis de sangre y orina 9ue se efectuan para el 

control de medicación. 

Algunos quimicos analistas de este área, sostienen que Ja 

Fenilbutazona encontrada en orina equina puede interferir con la 

detección de otras drogas. 

enmascaramiento. 

A este fenómeno se le conoce como 

Sin embargo, la habilidad 9ue pudiera tener la Fenilbutazona para 

enmascarar otras drogas ha sido un punto crmtrovet·tido. 

Actualmente se sostiene que la concentración de Fenilbutazona en 

la muestra es un factor determinan te pa1·a es tC'b lece1' la 



posibilidad de enmascaramiento. 

En este trabajo se manejan dos de las técnicas analiticas 

frecuentemente aplicadas para la identificación de droeas: la 

cromatografia en capa delgada y la cromatoerafia de gases. 

Ya que la técnica inicial de detección de droeas para lotes 

erandes de muestras es la cromatoerafia en capa delgada, 

fue necesario hacer el estudio de enmascat~amiento en esta 

técnica. 

La cromatoerafia de ~ases es considerada como método de 

confirmación para la ldentif icación de drogas. Aquí, se hizo uso 

de columnas capilares y además de estudiar el fenómeno ya 

mencionado, el trabajo se enfocó a demostrar que el uso de dichas 

columnas puede traer una serie de ventajas. 
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Capitulo I. 

En Mé:.: leo, el Gobierno Federal a través de la Secretaría de 

Gobernación y en conformidarl con Ja Lav Federal de Juegos 

Sorteos crea en 1943 la Comisión Nacional de Carreras de Caballos 

y de Galgos. Esta tiene como objeto •/ 

vigil.oncia en 

como un., actividad 9Lte ·fomente el der>ot'tr~ v aumente le. corriente 

tLtrlst ic:o.\ eNtran ie1'a. , 

Con tel. ·JE>ri figLten en 

térm:inos qui;: p rote.i an los inte1"€!~;f}~1 d{-2 lc>s Cl"if.\dor~:s .. 

Propietarios, público en gene~al v el ~eporte en part1cul0r, 

hc:.ic.:e necesa1" i o, ontre otr·as c:osr.:.1::L L".:'.'] control y regul:1ción de .li~ 

mf?dicación en los animales. <:.:::31 

[Jue la mE~dicacil'Jn de caballot-J. t.7alr:¡os1 ~ 1nclt)Si'v'E· humanos pr·evii:\ 

a Ltn evento nude a.fec:tci.r di1·ec:ta o indirectr"J.mc~ntE: liJ e.iPCLtCit-:in del 

sujeto es algo conocido. 

derr""esor, anestésico local. tranciuiilz;;1r:t;e ci ntH"Cótu:o . 

. it.tridicción. sr. pt'·ocede a tl'.-1ffil·'\t- mue~;t1~F.ls-, de r_1 1 Jna .. 

prol"iibicl,~\s. Estas mL1estra:; se t3naliZr".1n l~n ~1n labor.:-ito~~lo situado 

en lA pista o se mand~n a un 
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análisis, 

El laboratorio generalmente reporta los resultados dentro de 48 

horas después de haber recibido la muestra. Si no se encuentra 

infracción al9una respecto a las reglas de medicación los 

premios involucrados pueden ser liberados. Cuando el analista 

encuentra indicios de una drosa prohibida en una muestra, se 

ti ene 1 o que se con oc.e corno sospechoso. Ya que una muestra 

sospechosa no tiene evidencia ante la ley, inicial mente 

~nicamente se le pone en aviso al entrenador. 

Cuando un analista, en su opinión, tiene suficiente evidencia 

para identificar inequívocamente una sustancia prohibida, se le 

llama "positivo" a la d1•09a identificada y se notific.'1 a las 

autoridades para 9ue tomen las medidas necesarias. El propietario 

involucrado está 9eneralmente representado por un abogado y tiene 

la posibilidad de apelar ante las autoridades. 

De ahi que sea tan importante contar con técnicas analíticas lo 

suficientemente confiables para poder dar un positivo 9ue este 

respaldado por datos bien fundamentados. El dar un positivo stn 

suficiente evidencia puede tener serias implicaciones legales. 

La medicación puede administrarse ccn diversos fines corno se 

observa en la tabla I. 

~l 

Cate9orias de 1ª. medicación 

L.. Medicación e.s.r_ª SE!!.ª-!:L 

al Estimulantes de acción rápida: amfetamina, cocaina, narcóticos 

bl Crónica, dosis repetidas por semanas: vitaminas, anaból ices 
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esteroidales. 

c) "Animales nerviosos": pe9ue~as dosis de tran9uilizantes 

Cual9uiera de éstas se consideran ilegales. 

;?._,_ !:'fedi~.1;..ión E.fil::El. eerde~: 

al Depresores: altas dosis de sedantes o tran9uilizantes !ilegal) 

;:_,_ ~d icac ión E!EL.C!. .t'l'LstaL1r;¡i...t: ~~'JE. ejeq1c;;_i_QQ D.9.t:!fil\l. 

a) Drogas anti inflamatorias no esteroidales, como la 

fenilbutazona y sus congéneres. Generalmente están permitidas 

por debajo de un limite de concentración. 

b> Corticoesteroides: para controlar el dolor en articulaciones, 

permitidos ocasionalmente. 

c> Anestésicos locales: blo9uean conexiones nerviosas para 

eliminar el dolo~ lilegall. 

!:!:_,_ Admini5tr¿ción S,f;<:ide_Dtal: drogas presentes en el alimento 

lcafeinal. 

5. Medicació[l_ E'.sl .. t: .. a .. !'1 .. ~fil:St:. fl..tt:.~ 9.t:~'il. administ1·ación de 

dipirona, tiamina o fenilbutazona en grandes dosis. 

!2,,,_ J'1edicación E..."l.t::.E. Q.J!uir !!rosas, ru .... '='.t:.~_l!;;Q§._:_ hirosemide, 

ácido etacrinico, hidroclorotiazida, etc. 

En la incidencia actual de medicación ilegal, los datos 

estadísticos más confiables y completos eon los de la AORC 

<Association of Official Racing Chemistsl que tiene los reportes 

de toda5 las drogas detectadas ror sus miembros desde 1°47. 
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Dro_s.El§. ~port_ª-das_ <;.Q!l má_!§. fr_ru:_lliillcia_ E!.Q.!:_ miemb1•os 
de 1 <.1 ADRG.. j_i 982-1 91ª91.. 

Droga Vec'es reportada 

Fenilbutazona 2349 

Proc:aina 564 

Cafeína 431 

FlLini ::in 400 

Furosemide 388 

D>:i fenbL1tazona 264 

DimetilsulfoHido 262 

Polietilenglicol 259 

Teobromina 202 

Benzoc:aina 171 

Prednisolona 130 

NaproHen 89 

Teofi 1 ina 86 

Dipirona 83 

Etorfina 69 

Apomorf ina 68 

De:·:ametazona 66 

Fenilpropanolamina 63 

Acepromazina 54 

Metil'fenidato 39 

Mefen·termina 37 

Acido etacrinico 

BL1 torfanol 29 

Na lbL1f ine 23 
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Tabla III -----
Incidencia de Positivos por Número Total de Muestras 

U.S.A México % Sudámerica Oriente é:uropa Total % 
y positivos anual Positivos 

Ganada México mundial anual 

1982 
395397 14022 7989 120600 24912 562920 
Positivos 

1035 0.0071 60 109 121 135 0.22 

1983 
440275 19969 7873 118773 26794 613684 
Positivos 

1035 27 0.1352 55 109 120 1346 0.22 

1984 
538161 22183 6991 123960 21577 712872 

.·· 
Positivos 

1459 168 0.7573 33 109 71 1840 0.26 

1985 
509634 22708 6876 146781 22214 708213 

Positivos 
1224 39 0.1717 45 113 74 1495 0.21 

1986 
780355 15706 9556 153076 28942 987635 

Positivos 
1304 38 0.66 76 120 133 157t 0.17 



Si se analiza la tabla II, es sorprendente ver como la 

Fenilbutazona en estos últimos ahos ha estado a la cabeza de las 

drogas detectadas, comp1•ensible si consideramos la 

Fenilbutazona es como la aspi1~ina de los caballos. 

En la tabla III se muestran los datos para el periodo de 1982 a 

!986. Se puede observar que la incidencia en violación las 

reglas de medicación es pegueha. estando i:dn'.!dedor de (l. l·-0.25 í: 

del total de muestras analizadas. Si uno deduce de ente pequeho 

porcenta.ie la proporción dF· poruitivos inadvf.:11·tidos y la 

incidencia en la detección ~ue es totalmente inefet:t·í.va, uno 

llega a estimaciones de menos de 1 en l~)(I del uso de drogas 

prohibidao. Este sorprendentrnmente ba,ic_. Porcentaje resp<::~ctCJ a lt"°"?. 

violación a li'.\s reglas, apoya sólidan1~nte la posición de las 

Comisiones de que la n1edicaciór1 en caballos está b~stante bien 

controlada a nivel 9lob.;1l y mL1ndial. (l'f) 

Hace aproximadamente una generación, cuando casi todas las drogas 

disponibles caían dentro d~ las categori~s de estimulante5. 

depresores, nar·cóticos o anestésicos locales~ li;.1 m0\vo1·ia de las 

emtJarsci, a partil" de entonces el desat·1"ol lo de· droi:¡ai:i c:rJmo la 

fenilbutazon~ ha d~do lLtgar 8 una ntteva c:~-tt.Ec101"ia dc ci1"'nC11~!:;, que 

c:?n r.oncentt..,aciorH:-s a!::lec•.u:\rJas .. 

·tE1 l"'apóu ti CC)$ le<;dtirnn5. ,=, los 

ct:tballos 11 ¡:\ toda forma 11 sin e:-:cedet" su cnn·::;tttuc1ón 1··e;1l~ 

L" r:>or.iular idad las 

auto1"'idades Pr.\ra pe1"mi ti r su usa en 

j 1) 



mediados de los 70' varias juridicciones aplicaron los llamados 

programas de medicación controlada. 

Un programa de medicación controlada, es aquel bajo el cual 

ciertas drogas son aprobadas para su uso en caballos, el dia 

antes de la carrera e inclusive el mismo dia de la carrera. 

Antes de institucionalizar un programa de medicación controlada, 

el Comité de Carreras de Caballos en California hizo un cuidadoso 

estudio del problema y elaboró los datos estadísticos más 

completos en este sentido. Este comité aprobó el uso de 

Fenilbutazona en caballos hasta el dia antes de la carrera. 151 

El análisis de los niveles encontrados de Fenilbutazona en 

muestras de Estados Unidos, de una población de caballos que 

están dentro de un programa de medicación controlada, muestra 

lfig. 11 que el nivel promedio encontrado en plasma es de 

9 ug/ml. 

Respecto a la orina, los niveles encontrados son mayores con 

valores máNimos de 165 ug/ml. 

En MéNico aún no se ha hecho un estudio estadistico respecto a 

la concentración de fenilbutazona encontrada en orina. 
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Un caballo de carreras promedio, compit• alrededor de nuevG v0~u~ 

por al'fo y es galopado varias veces más. A tocia velocida~. 

el caballo de carreras promedio alcanza velocidades de has~~ 5~ 

hn por hora. ~·oniendo todtl el peso de impulso sobre las n;,~¿1:; 

d•lanteras. 

cargar el peso del animal durante la carrera y a veces las 

~'reas en donde se di str ibuye1n es tas ca1•9as son redL1~: idas, 

aumentando la carga por unidad de área y la probabilidad de 

dal'fo. 
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Otro evento c¡Lle ocurre dLtrante el ejercicio es 9L1e el hLleso se 

ablanda al progresar el desgaste microscópico. Para romper el 

fémLlr . al inicio de Llna carrera se necesitan alrededor de 78 

kg/cm2. de fL1erza, pero la cantidad de desgaste microscópico 

9Lle ocLtrre dLlrante la carrera disminLlye esta cifra a 4.4 

kg/cm2. El resLtltado final de esto es 9Lle la presión de una 

carrera rápida caLlsa cambios sLtstanciales en hLlesos, 

articLllaciones y ligamentos en todos los caballos, 

sorprender 9Lle Lln caballo, como CLlal9Llier atleta, 

y no es de 

tensa un dal'fo 

en los tejidos despLtés de Llna carrera. 

Si se repite el proceso de la carrera y ésta se lleva a cabo en 

sLtperficies dLlras, el dal'fo puede dejar imposibilitado al animal. 

La imposibilidad será debida al dolor y a la inflamación, por lo 

9Lle tendrá 9ue ser tratado con drogas antiinflamatorias. Las drogas 

antiinflamatorias utilizadas en medicina veterinaria entran 

dentro de dos grupos: los corticoesteroides y las drogas 

antiinflamatorias no esteroidales. 

El miembro original de este último grupo es la aspirina. El 

segundo más anti9uo es la Fenilbutazona, la cLlal se introdLtjo 

a la Medicina durante la Se9Llnda GLterra MLlndial. Las dro9as 

anti inflamatorias no esteroidales comparten Llna serie de 

propiedades 9Ll9 parecen ser re9Lleridas para SLI acción 

anti inflamatoria. 

13 



C.-\\-0 
C"flt:i.C"3 

Fen i lbL1tazona 

c.oOl-I el ·e~ 

(5w"-0 
c.~ 

Acido meclofenámico 

o:=-o 
lfac. C.113 

Fluni>:in 

Napro:-ten 

Todas son dro9as con un pK de 4.5 o menor. La naturaleza 

ácida de estas dro9as si9nifica que todas están en un 95-99X 

unidas a proteinas del plasma. Esta unión con las proteinas del 

plasma es importante ya que es por esto que las drogas de este 

9rupo no pasan a la saliva, por lo que las pruebas de saliva son 

in~tiles para su detección. 

Parece ser que la naturaleza ácida les permite acumularse en 

tejidos inflamados que también tienden a ser ácidos. 

Esta acumulación, les permite tener un mayor e·fecto en áreas 

inflamadas que en tejido normal. 

Los efectos antiinflamatorios que producen este tipo de dro9as se 

manifiestan por la inhibición de la producción de 

prostaglandinas. Estas se producen en grandes cantidades en 

tejidos inflamados y están involucradas con cambios del tejido 

que causan el enrrojecimiento, calor, hinchazón y dolor que 

asociamos con la inflamación. 
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Las prostaglandinas tienen otra acción peculiar, en el sentido de 

que actúan hipersensibilizando a los receptores del dolor en el 

área inflamada respecto a los agentes que causan el dolor. 

En un caballo de tamaNo normal 1453.6 kg>, una dosis de 2-3 

gramos de Fenilbutazona intravenosa, o aproximadamente 4 gramos 

oralmente, deben producir un efecto antiinflamatorio óptimo. Dos 

gramos diariamente deben mantener el efecto. A medida que se 

incremente la dosis, los niveles en sangre aumentan y la vida 

media. de la droga en el plasma también '"umenta 1-fig. 2). 112) 

• 2~ /45-t~ 
~00 

o 4~ /45411~ 

so ... 8~/4541>.'3 

-¡ 20 
C7"'7 
~ 

~ "º 
s 

~ 1 3 "\ 5 " "I 8 C\ 

tloio.f> Óe!>¡>Ué<!. Je. cJ.i111i~.\10.c.1ÓI\ 
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Los niveles de Feni lbuta;:ona en 01·ina son 9eneralmente mayo1·c,;; 

que los encontrados en,pl~sma y los n~veles de orina se detc~tan 

hasta por lo menos 24 horas después de la administración de un~ 

dosis de dos 9ramos/450 kg (fig.31. 

EXCRECION DE FENILBUT AZO NA (2g/1000 lbl 

TlEMPOlhttl 
O . ,.¡,,.1 .en pla1ma 

el tiempo c:iue tat•da el animal en eliminar l.:1 d1•09a e:i 

más largo, como sucede con cualquier droga que se administra a un 

cabal 16. Ya que la Fenilbuta~ona se detecta con 

se puedo detectar después do un periodo largo. L• 

fi9ura 4 mL1cst1-o.1 i..tn enperima-nto C?n el ~ue se i\dministró "'"' ·.·tt1 .~·:!:: 

nivel~s C?n pli.1sma empr:1~-:aron ~n 20-3(• ug/ml .. dism1nuyert.:>n y fLtt:r·t1r1 



det~ctables 8 dias después y en orina hasta 9 dias después. 
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Niveles_ de Fenilbuta:zona ~Q. Plasma de 2iversos Caballos 

A pesar de 9ue la detección de los tiempos de eliminación de 

Fenilbuta:zona depende de los métodos utilizados, se puede decir 9ue 

la orina y el plasma están libres de Fenilbuta:zona después de 48-

60 horas de que se administró la Oltima dosis. 

Para poder interpretar los resultados analiticos en una 

investigación toxicológica, es necesario tener conocimiento 

acerca de la disposición y metabolismo de la droga. 

Para 9ue una droga ~ea absorbida y distribuida a través de los 

tejidos de un caballo hasta los puntos en los 9ue produce el 
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efecto farmacológico debe ser relativamente liposoluble. Ya qL1e 

esta caracteristica es la que hace qye una droga no sea excretada, 

la maniobra básica en el metabolismo de drogas es la de modificar 

la droga de tal forma que sea más hidrosoluble y menos 

liposoluble. Asi, en una forma hidrosoluble puede pasar a través 

del cuerpo via los riNones e higado sin ser reabsorbida. 

En la mayoria de los animales el metabolismo de las drogas 

ocurre predominantemente en el higado. Parte del metabolismo 

también ocurre en los riNones, pulmones y pared intestinal. En 

el cabal lo, 

el plasma, 

que tiene enzimas esterasas relativamente activas en 

puede ocurrir una hidrólisis significativa de drogas 

que tengan grupos dster. 

En las células del higado ocurren una serie de reacciones que 

están consideradas en dos fases. En la Fase I el propósito es 

aNadir un sustituyente pequeNo que sea adecuado para la droga. 

Estas reacciones involucran generalmente la adición de grupos 

-OH, -NH~ o -COOH. Estos cambios sirven para aumentar la 

solubilidad en agua y pueden alterar la actividad 

de la droga. 

farmacológica 

Además estos cambios preparan a la molécula para la Fase I I qLte 

consiste en una conjugación. En ésta la droga se une 

con una molécula grande, endógena hidrosoluble. Los productos 

conjugados son invariablemente farmacológicamente inactivos y 

propensos a ser rápidamente excretados. 
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La tabla IV muestra las biotransformaciones más frecuentes para 

las dro9as. 

GrL!f!.9. Ester: Hidrólisis 

Anillos aromáticos: Hidro:dlación 

Grupo hidroxilo: 

alifático: oxidación de la cadena,conju9ación 9lucurónica. 

ardmático: metilación, conju9ación. 

GrupQ carboxilo: corjL19ación 9lL1curónica. 

GrL\efl.. ~ 

alifático: deaminación 

aromático: acetilación, metilación, conjugación. 

Las drogas con un grupo ester o amida son generalmente 

hidrolizadas en el plasma por esterasas hepática~. El primer paso 

en el tratamiento de grupos aromáticos es la hidroxilación del 

anillo. La via más probable para grupos fenólicos o hidroxilos 

aromáticos es la conju9ación glucurónica. Los grupos amino 

alifáticos tienden a ser deaminados, mientras gue los grupos 

aminoaromáticos son conjugados o acetilados. 

El metabolismo de la Fenilbutazona en el caballo es un buen 

ejemplo de la hidroxilación de un anillo y la cadena lateral en 

una droga (fig. 5). <20) 

1 '~ 



Hidro>: ilación 

del anillo cadena lateral 

8iotransformación de 1ª Feni lbLttazona 

La hidroxilación en el anillo produce la Dxifenbutazona, que 

~omparte muchas de las caracteristicas farmacológicas de la 

Fenilbuta=ona y resulta ser el metabolito más persistente de la 

Fenilbutazona encontrado en la orina. La hidroxilación de la 

cadena lateral da lugar a la Hidroxifenilbutazona. 
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~Técnicas analiticas fil!. !s. identificación de drogas 

Los métpdos de ei:tracció.n to>:icoló9ica han de proporcionar 

concentrados o residuos a·decuados para aplicar las técnicas de 

Ídentificación. Estos métodos deben ser capaces de tratar con una 

9ran variedad de muestras, eficientes a bajos niveles de 

concentración y aplicables a un 9ran número de diferentes 

sustancias. 

Métodos de entracción directa 

Un método tipico de eMtracción directa es: 

Transferir un volúmen determinado de muestra a un embudo de 

separación, acidificar con HCl 2N y a9regar 10 volúmenes de éter. 

Agitar por un minuto, separar la fase orgánica <Fracción A). 

Alcalinizar la fase acuosa remanente con NH.qOH 2N y e>:traer con 

10 volúmenes de cloroformo(Fracción B). 

Las fracciones pueden ser secadas filtradas, evaporadas y 

subdivididas si se trata de una mezcla compleja, 

En 9eneral los disolventes orgánicos más utilizados son el 

cloroformo y el éter. La separación está basada en la naturaleza 

ácida o básica de las dro9as. 

La desventaja de estos m~todos se presenta cuando se ha de 

trabajar con 9randes lotes de muestras. 

Extracción ~resina !lQ. iónica 

Cuando se tiene un lote grande de muestras por analizar el uso 
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de una resina capaz de adsorber sustancias orgánicas del a9ua, 

puede sustituir la extracción convencional con disolventes. 

La orina se hace pasar por una columna conteniendo resina del 

tipo Amberlita XAD-2, y el efluente es descartado. DespLtés de 

lavar la resina con a9ua, se seca y se eluye con un disolvente 

orgánico adecuado. El disolvente puede ser filtrado, secado y 

evaporado para aplicar las diferentes técnicas cromatográficas. 

Una ventaja de este método es 9ue pasando la orina por la 

resina, se extraerán prácticamente todas las drogas. De ahi 91.te 

una elución pueda dar lugar a un extracto 9ue conten9a drogas 

ácidas, básicas y neutras. La desventaja estriba en 9ue no 

puede ser fácilmente aplicado en san9re, por el gran vol~men de 

muestra 9ue se re9uiere. 

Métodos de eHtracción e.ru:: 8.!'.:.\!.E!.Q. 

Este tipo de extracción está diseNado para extraer grupos 

particulares de drogas dependiendo de su carácter 9uimico. Son 

~tiies para confi~mar la presencia de una dro9a de l~ 9ue ya se 

tiene alguna información. A diferencia de los métodos de 

extracción directa se pueden utilizar disolventes diferentes a 

alcohol, éter o cloroformo. Asi por ejemplo, se usa CH11.C~ para 

extraer anticonvulsantes, acetato de etilo para diuréticos y 

heptano para fenotiazinas. 

~ Espectrometria de Ultravioleta 

En espectrometria de ultravioleta, si la droga está presente en 

concentración suficiente y si absorbe la luz UV, el 

instrumento detectará la absorbancia de la droga en un intervalo 

22 



l 

definido de lon9ituci de onda(generalmentie 360-240nml. En la fig. 

6 se muestra el espectro tipico de la Fenilbutazona. 

ESPECTRO UV FENILBUT AZONA 
0.'7 

0.11 

o.• 

0.1 

o::i 

O.:J 

0.1 

o 
220 210 

o Acuoto A.chio 

FiqLIJ.:.ª- é_ 
~'.?ctrQ. de UV de. 1ª Fcmi lbutazona 

De la forma de la curva de UV y de las longitudes de onda en las 

9ue ocurren los piccs el analista puede cletarminar la identidad 

de la d1•09a. 

Existen dos problemas principales con los datos de UV como base 

·para identificar drogas. El primero es 9ue varios compuestos 

cotnparton espectros de absorción similar'es, de tal fcrma 9uo est~ 

pr1..1eba no puede distingLtir entre varios agentes. El se•o11•1do 

problema estriba en 9ue ld porción de la región utilizada es 

relativaminte pe9ueNa, lo 9ue significa que existen a lo mu=ho 

do~cientos diferentes val~t·~s pat'a los picos de ab$orci6M. Si 

conaideramos que alrededor del 20 % de los compuastos 9uim1cc~ 

conocidos absorben en la re:¡ión tlel UV, entonces e::isten 

23 



4000 diferentes candidatos para cada pico de UV. Este problema se 

complica aún más por el hecho de que los extractos de orina 

contienen también compuestos desconocidos que absorven en el UV y 

tienden a confundir el panorama. De ahi que los datos de UV 

puedan su9erir la presencia de un compuesto pero no puedan 

identifi~arlo por completo. 

La cromato9rafia en capa delgada es una de las técnicas 

más utilizadas para la separación e identificación de dro9as. 

Es aplicable tanto para dro9as puras, aquellas extraídas de 

'formulaciones farmaceúticas y para muestra~ biológicas. Ha sido 

una de las técnicas analíticas preferidas debido principalmente a 

su simplicidad, confiabilidad, bajo costo y selectividad para la 

detección. 

Es un método cromato9ráfico en el que una faae móvil avanza por 

acción capilar a través de una capa del9ada uniforme (fase 

estacionaria) de un sólido finamente dividido y soportado en una 

placa. Cuando se aplica una mezcla de dro9as a la placa y se 

desarrolla con una fase móvil, las drogas avanzan por la placa en 

diferentes 9rados, dependiendo de su solubilidad y capacidad de 

formar Puentes de Hidrógeno. 

La croma tos rafia eri capa delgada tiene una serie de ventajas 

cromatografía de gases y la cromatografía de respecto 

1 iquidos. 

a la 

El equipo utilizado es barato y simple. Además, se 

pueden correr varias muestras simultáneamente y debido a la 9ran 

flexibilidad para la selección de fase estacionaria y fase móvil, 
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resulta un méto~o versátil. 

Si bien la cromatografia en capa delgada tiene menor resolución y 

sensibilidad que la cromatografia de gases o de liquidos, la 

cromatografia en capa delgada de alta eficiencia, ha reducido 

enormemente estas desventajas. 

1.3.3.1 Técnica 

Con lo que respecta a la preparación de las placas, actualmente 

resulta más práctico para el ·trabajo de grandes lotes de muestra 

la compra de placas comerciales. 

Aplicación de las ~_st~ 

La aplicación se realiza a 1 cm de la orilla inferior de la placa 

dejando cm de espacio entre los puntos de aplicación. La 

aplicación de muestra no pasa de 10 ~l de volúmen., esto se logra 

con el uso de micropipetas o tubos capilares. Es importante que 

la mancha no tenga más de 4mm de diámetro. El disolvente 

utilizado para aplicar la muestra ha de ser volátil. 

Generalmente se utiliza una cámara de vidrio como la que se 

muestra en la figura 7. 



El tanque. se deja equilibrar con el disolvente adecuado por 30 

minutos. Pasado esto , la placa se introduce verticalmente. 

Generalmente se permite 9ue el disolvente ascienda hasta 1 cm 

del borde superiqr de .la placa, se saca la placa de !ª cámara. se 

seca con aire caliente y se procede a examinar la placa. 

Visualización 

Ya que la mayoría de los compuestos orgánicos son incoloros. 

deben hacerse visibles, 

no destrL1ctiva. 

preferentemente con ayuda de una técnica 

Muchos compuestos pueden ser localizados examinando las placas 

bajo luz ultravioleta si 

indicador fluorescente. 

la fase estaciona1•ia contiene un 

También se pueden utilizar reactivos especiales de visualización, 

los cuales dependi~ndo de su composición reaccionan con 

determinados grupos funcionales de la sustancia desconocida, 

dando un color especifico. Así, por i:.iemplo, la prueba de 

diazoti2ación se utiliza para compuestos que contenean una amina 

aromática primaria. Consiste en exponer la placa a vapores de 

NO y posteriormente rociarla con naftiletilendiamina o -naftol 

alcalino. (ll 

- [ l 
.. 
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Factor de retención, Rf 

La medición cromatográfica fundamental en cromatograf i~ de capa 

fina es el Rf, expresado como: 

distancia 9ue recorrió la sustancia desde el origen 
Rf=-------------------------------------------------------

d i stanc ia 9ue recorrió el disolvente desde el origen 

Este valor puede verse afectado por una serie de factores 9ue 

incluyen la composición del disolvente, ~l tiempo de desarrollo, 

el tamarro de la cámara y el tiempo 9L1e el tan9ue ha sido 

e9uilibrado con el disolvente. De ahi 9un se tenga 9ue tener 

cuidado con la interpretación de los valores obtenidos. 

1.3.3.2 Comentarios 

El número de manchas 9ue uno puede separar por este medio es 

alrededor de 20. Con apro::imádamente 4. 2 millones de candidatos 

9uimicos (8), Lino ti ene alrededor de 210,0c)r) sLtstancias 

posibles para cada mancha. Una reacción de color u otra reacción 

marcadora, reducirla este número 100 veces y dejarla solamente a 

2000 candidatos para cada mancha. Ciertas condiciones especificas 

de extracción podrian reducir este número aún más. Este 

problema de falta de especificidad, también presente en esta 

técnica, impone limitaciones en la confiabilidad de una 

identificación positiva. 

Aún la cromatografia de capa delgada de alta eficiencia. 9ue bajo 

condiciones óptimas es dos veces más eficiente, es también incapa: 

de generar datos suficientemente especif1cos de identificación. 



Debido a esta falta de especificidad se eligen diferente! 

sistemas de cromatografía en capa delgada, para compara~ una droqa 

estándar y un problema. 61 nuevamente las manchas migran la misma 

c;fistancia, la posi~ilidad de 9ue sea la misma droga se ve 

aumentada. En un precedimiento experimental, 61.mshine (l.31 

cromatografió 138 drogas en 4 sistemas de disolventes 

diferentes. Así, fue incapaz de separar 25 de est.:is d1•ogas 

en estos 4 sistemas y en experimentos con hasta siete sistemas, 

se encontraron ,todavía sobreposiciones. 

Una conclusión razonable para estos experimentos es 9ue el número 

de sistemas de disolventes requeridos para separar soluciones 

puras de sólo las 4000 drogas de uso común, sin 9ue se 

seriá astronómico e imposible de utilizar en un 

laboratorio común. 

También es importante recordar.9ue este 20% de sobreposición 

observado en los eMperimentos de Sunshine, con cuatro sistemas de 

cromatografía en capa delgada, se refería únicamente a soluciones 

de drogas puras. Los sistemas múltiples para la identificación ae 

drogas en muestras biológicas complejas deja a~1erta otra fuente 

de error, a9uella debida a positivos parcialmente falsos. Estos 

falsos positivos podrán ocurrir debido a la coincidencia de dos 

sustancias inherentes en la muestra biológica, de las cuales 

ninguna por si sola daria lugar a un positivo falso. 

De tal forma 9ue la cromatografía en capa delgada es una prueba 

9ue puede probar la ausencia de una droga pero no puede, aún con 

el uso de sistemas múltiples, probar su presencia. As1. no es 

considerada como una prueba suficientemente esPecif ica por la~ 
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autoridades forenses • 

.!...1h.i Cromatograf ia de Gases 

La cromatografia de gases, como cualquier otra forma de 

cromatografia, es un método de separación de mezcJ.s. 

La separación se lleva a cabo en una columna que contiene una 

fase estacionaria sólida o liquida, que es mantenida a una 

temperatura definida en un horno y que tiene un f luJo constante 

de gas acarreador (fase móvill. Cuando se inyecta una mezcla de 

sustancias, cada componente es transportado hacia el detector, 

estableciendo un equilibrio de concentración del componente entre 

la fase estacionaria y la fase gaseosa. 

Las moléculas que tengan una mayor afinidad por la fase 

estacionaria pasarán más tiempo en ésta y consecuentemente 

tardarán más en llegar al detector. Este detector produce una 

sehal dependiendo de la sustancia que vaya pasando y esta sehal 

es alimentada y procesada en un integrador. 

La cromatog rafia de gases p~1ede estar cl.:isificada en 

cromatografia gas-sólido <proceso principalmente adsortivo) y 

cromatografia gas-liquido (proceso de partición), 

de si la fase es un sólido o un liquido. 

1.3.4.1 Colwnnas capilares 

esto dependerá 

Existen columnas capilares de vidrio, acero ino::idable y sil ice 

fundida. El diámetro e::terior de la columna es generalmente de 

0.5 mm mientras que el interno puede variar de 0.05 mm a 0.5 mm 

La longitt.td de l,3 columna puede variar entre 5 y 10•) metros, ner·o 



las comúnmente ~tilizadas están entre 10 y 50 metros. 

Si la superficie de la columna está directamente cubierta con la 

fase liquida, entonces se· trata de las columnas WCOT <wall coated· 

open 

de 

tubular> mi~ntras que si la columna tiene una capa inicial 

soporte sólido • se tienen las columnas seor (support coated 

open tubular) • 

Con las técnicas de recubrimiento se pueden producir espesores de 

película liquida del orden de 0.1-5.0 um. Las columnas de alta 

eficiencia poseen una película delgada, 

capacidad de car9a. 

pero tienen una menor 

Las columnas capilares ofrecen una serie de ventajas, pero 

requieren un diseNo de instrumentos más complejos. La resolución 

que se obtiene puede ser utilizada para separar mezclas complejas 

o aumentar la certeza de 9ue un componente sea correctamente 

identif icc1do. 

La alta eficiencia lleva a obtener picos finos y delgados, que 

permiten aumentar la relación de la seNal respecto al ruido y por 

ende elevar los limites de detección. 

Las columnas cortas (2-10 metros) pueden ser utilizadas, dando 

resoluciones similares a las columnas empacadas, 

tiempos de análisis cortos. 

1.3. 4. 2 Introducción Q_~ la muestra 

Técnicas de .!DY.ección para s_q_lumnas capilares 

I nyec;.s_i ón S.Q.!1 g i vi S.f!.!: < sp l i t l 

para obtener 

Un divisor en las entrada del inyector permite 9ue exista un alto 

flL1jo en el inyector, pero mantiene un flujo bajo en la 

30 



column•, eliminando el exceso de 9as y muestra hacia la 

atmósfera. La relación de los dos flujos <relación de división) 

es la proporción de la muestra inyectada 9ue entra a la columna. 

La función del djvisor no es sólo la de reducir el volúmen de la 

muestra, también la de asegurar 9ue ésta entre a la columna 

rápidamente y no sea diluida exponencialmente. El ~lujo total en 

el inyector puede ser de 10-400 ml/min, dando relaciones de 

división del orden de 11): 1 hasta 500: 1. Un bL1en divisor debe ser 

lineal, es decir 9ue ha de dividir en la misma proporción 

compuestos de alto y bajo punto de ebullición. 

Inyecció_Q sin divisor .i.§E..Li..!:less) 

La inyección puede ser directa a la columna o utilizando una guia 

sin división de flujo. 

En ambos casos, la parte superior de la columna se mantiene a una 

temperatura suficientemente baja para 9ue el disolvente 9ue 

contenga la muestra se coridense. 

condensado actua como una barrera , 

Este frente de disolvente 

haciendo 9ue la muestra sea 

fuertemente retenida, concentrándose en una banda estrecha. Justo 

en este momento, la columna es calentada rápidamente hasta la 

temperatura inicial de operación. El disolvente empieza a 

evaporarse y la cromato9rafia empieza. 

Es necesario poner mucho cuidado en la selección del disolvente, 

pues hay 9ue considerar su punto de ebullición, 

estacionaria y la composición de la muestra. 

1.3.4.3 Evaluación dei proce~~ ~tosráfico 

la fase 

La evaluacion del funcionamiento de una columna, sea empacada o 

capilar está basada en la eficiencia y 
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(simetria del pico). Para la selección de una columna adecuada, 

es necesario considerar también la selectividad, el f.actor de 

capacidad y la resolución de los compuestos por anali~ar. 

EFICI!;N.CIA: · La eficiencia depende del grado de ensanchamiento de 

la banda relativa al tiempo en 9ue tarda en ~luir. Es medida en 

platos teórico·s <NI, por analogia a la destilación. El plato 

teórico considera el e9uilibrio del soluto entre las fases móvil 

y la estacionaria. Se expresa como: 

N= l6[tr/1-1J
2 

o 
2 

N= 5.54Ctr/1-i1/2J 

Donde tr=t1empo 9ue p<1sa desde la inyección hasta el mái:1mo del 

pico. 

w=el ancho del pico a la base 

w1/2=el ancho del pico a la mitad de la altura 

EACTOf'i !?~ CAPACIDAD: E~:presa la relación entre el tiempo c:¡t.1e el 

soluto permanece en la fase estacionaria y el tiempo c:¡ue 

permanece en la fase móvil. 

k=tr'/tm 

Donde tr'=tiempo de retención ajustado. Mide el tiempo c:¡t.1e el 

compuesto está realmente retenido en la fase 

estacionaria. 

tr'=tr-tm 

tm=tiempo muerto. Es el tiempo rec:¡uerido para eluir un 

componente no retenido. Es el tiempo que cualc:¡uier 

componente está en la fase móvil. 
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SELECTIVIDAD id. .LJ.. Se e:<presa como k2/k1 1 donde k2 y kl 

corresponden al factor de capacidad del compuesto y 2. A mayor 

valor de O(. más selectiva resulta la columna y por ende me 

obtiene una mayor resolución entre el compuesto 1 y 2. 

RESOLUCION JBJ_: Es una medida cuantitativa del grado de 

separación de dos picos y pude ser expresada como: 

R= 2<tr2-trll/Cwl+w2l 

Tanto la eficiencia como la selectividad y el factor de capacidad 

son elementos 9ue afectan a la resolución. Esto se ve claramente 

en la expresión de la ecuación 9eneral de la resolución: 

R=ÍÑ /4 <ct-1/o< > < k '/l+k' > 

1.3.4.4 ~oment~rios 

Respecto al problema de especificidad, la mayoria de los 

laboratorios de este ramo, utilizan sistemas 9ue posibiliten la 

existencia de análisis cortos, del orden de minutos. Con estos 

sistemas, se pueden separar más de 100 compuestos. 

que existen alrededor de 

volatilizados, 

cromatográfico. 

puede 

800000 compuestos 9ue 

haber 8000 candidatos 

En vista de 

pueden 

por 

ser 

pico 

Debido a este problema, el procedimiento usual es cambiar la 

temperatura de trabajo de la columna y ver si el compuesto sigue 

teniendo relación con el sospechoso. Después se procede a correr 

el par, sospechoso-problema, en una columna diferente y a tres 

temperaturas diferentes. Si la relación resulta ser la misma el 

analista pude concluir que ha identificado la droga. 
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Nuevamente, ya que la cromato9rafia de gases no proporciona datos 

suficentemente especificas, no se pude concluir de un análisis de 

GC 9ue se ha identificado definitivamente la droga. Si bien la 

cromato9rafia de gases es m~s eficiente que la cromato9rafia de 

capa delgada, no se tiene en claro que tan confiable es 

realmente. Algunos analistas 

identificación por TLC y GC, 

sugieren un 10% de error en la 

mientras que otros sostienen que la 

cromatografía en tres diferentes columnas es una buena evidencia 

para la identificación, considerando que el factor más importante 

es la habilidad del análista. 

1.3.5 Generalidades de .!-ª. Cromato9raf!á de Liqu1d.Q2. de Alta 

¡:'.fic iencia <HPLC) 

Es similar a otros tipos de cromatografía. Trabaja con una fase 

estacionaria (columna empacada) y una fase móvil Celt.1yente). 

nombre deriva del hecho de que trabaja con un 

que funge como eluyente. 

liquido 

St.1 

Las características f isicas de la fase estacionaria otorgan a 

esta técnica alta eficiencia, resolución y velocidad. 

La cromatografía de li9uidos complementa a la cromatografía de 

gases y la de capa delgada. La cromatografia de capa delgada requiere 

de aparatos relativamente simples y baratos y particularmente es el 

método general de identificación. Pero no puede competir con la 

alta resolución y sensibiiidad que ofrecen HPLC y la 

cromatografia de gases. 

La cromatografia de gases es el método de elección para 

compuestos que son altamente volátiles, pero no es adecuada para 

sustancias de baja volatilidad o para sustancias con grupos 
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altamente polares ( metabolitos de drogas, 

etc.). Tampoco es adecuada para compuestos 

estos casos, la opción es HF'LC. 

drogas conjugadas, 

termolábi les. Para 

Dentro de estos ewtremos, existen drogas que pueden se analizadas 

tanto por cromatografia de gases o de liquides, dependiendo de la 

disponibilidad del equipo que se tenga. 

Una diferencia entre la cromatografia de liquidas y de gases, 

concierne también a los métodos con los que la resolución y los 

tiempos de retención pLtden ser controlados o modificados. En la 

cromatografía de gases, la temperatura y la fase estacionaria son 

los que tienen un efecto significativo. En HF'LC,la composición de 

la fase móvil puede afectar estos factores. 

En si, la cromatografia de liquidas no es un buen método de 

identificación general, pues no existe un sistema universal de 

eluc1ón o un detector universal. La cromatograf ia de gases 

satisface estos requisitos de u~iversalidad con la utilización de 

fases de baja polaridad ( pol idimet i lsi lo:-:anos l y el detector 

de ionización de llama. 

La espectrometria de masas se basa en la ionización y 

subsecuente fragmentación de las moléculas, determinandose la 

relación masa/carga (m/zl y las abundancias relativas de los 

iones que se generan. Los grupos funcionales de la molécula son 

los que dirigen la fragmentación, de tal forma que sabiendo la 

est·ructLtra de 

fragmentación. 

las moléculas es posible predecir el 

Inversamente, si se sabe el 

35 

patrón 

patrón 

de 

de 



fra9mentaci6n, se puede su9erir la estructu~a de la molécula 

ori9inal. Adicionalmente, la técnica permite la determinaci6n de 

la masa molecular. 

La ventaja de la espectrometria de masas, sobre las otras 

técnicas analíticas utilizadas, estriba en la amplia 9ama de 

muestras que pueden ser analizadas. En muchos casos, un solo 

espectro de masas. permite la identificación absoluta de un 

compuesto. Además, la sensibilidad y especificidad de la técnica, 

permiten la cuantificación a nivel de picoeramos. 

Las principales desventajas de este método son su costo y su 

complejo manejo. La interrelaci6n de los módulos electrónicos que . 
constituyen el equipo, hacen que su manejo se lleve a cabo por un 

especialista además de que la probabilidad de una falla técnica 

siempre está latente. Un espectrómetro de masas puede ser muy 

costoso, dependiendo de las facilidades disponibles. Tomando en 

cuenta la depreciación, el mantenimiento, las refacciones, etc., 

el costo minimo de operación (1985) era de 150 U.S. dólares por 

hora. En vista de que el análisis de 2-3 muestras provenientes de 

un equipo de cromato9rafia de 9ases, se lleva alrededor de una 

hora, la técnica resulta ser bastante costosa. 

Esto debe considerarse para los resultados que se esperan obtener 

y por ende, la espectrometria de masas no debe utilizarse para 

análisis de rutina que podrían ser llevados a cabo con técnicas 

menos costosas. 

Aún asi, la espectrometria de masas, ya sea individual o en 

combinación con un equipo de cromatografia de gases es el método 

36 



más efectivo para la identificación ~e drogas y sus metabolitos. 

1. 3. 7 Inmunoensayos 

Este. tipo de ensayos desempe~an un papel importante dentro de 

los métodos de rutina para el análisis de drogas en fluidos 

biológicos. 

La popularidad que tienen actualmente este tipo de pruebas está 

basada en la alta sensibilidad 9ue ofrecen. 

de un paso preliminar de extracción. 

Además no necesitan 

La técnica de inmunoensayo utiliza un anticuerpo especifico para 

la droga que se esté analizando y una forma marcada de la misma 

droga. El método depende de la habilidad que tensa la droga para 

competir en la reacción por el anticuerpo. Idealmente, la droga 

marcada deberla participar en la reacción como si no estuviera 

marcada, pero en la realidad, se presentan desviaciones. 

El marcador puede ser un radioisótopo,una enzima activa o un 

marcador fluorescente. 

La técnica básic_a, consiste en sitL1é1t' una cantidad determinada de 

anticuerpo en un tubo, junto con otra cantidad fija de droga 

marcada, contando también con la droga no marcada por analizar. 

Los sitios especificas del anticuerpo se unirán tanto a la droga 

marcada <Droga*l,como a las moléculas de la droga no marcada 

<Droga>. 

Droga•-Anticuerpo 

Drosa* +Droga'+ Anticuerpo===•==) 

Droga -Anticuerpo 

Utilizando una técnica de detección adecuada, los resultados se 
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comparan con una curva de calibración, 

En el radioinmunoensayo, la medición se hace en función de la 

radioactividad. En aquellos ensayos dond~ el marcador sea una 

enzima activa o una sustancia fluorescente, la detección se hará 

con métodos ópticos de análisis, tales como la espectrometria de 

ultravioleta,fluorometria o luminiscencia. 

Actualmente, para el anAlisis de grandes lotes de muestras, se 

utilizan sistemas totalmente automatizados. Estos instrumentos 

,son capaces de llevar a cabo análisis rápidos de grandes lotes 

de muestras. 

38 



kllpit1;1!0 ll 

¡;l\rte !'lliE.erimen1;~!. 

W ~~~ Q,€. drosas 

Las droga¡; ~ue s~ sele~i;icn•rgn ~ºmp ;•ndj.dlltPs p•r• Ell e§tudS~ 

de un posible l!'nm•~i;~romient9 ppr r•rte de la Fenilb~t•g~nl\, 

fueron es~oaidas de lll listi!I de drp913s G!Je fprm13rpn ~•rte del 

examen 1VS6-1987 ~ue llevo • &•bP The AssP~i•ti.gn pf OffjglwJ 

Rt1~ln9 Chemiets ppra eue miembros en tPdP'eJ mund~. De e§e Ji§t•• 

¡;e tr;:1t:>ajaron c:on lól¡¡; drp9i!\s r;l!O,• ¡13::; q~1e ¡;¡; p~1d9 s>Pt!l!ner 

ei;t;1ndare¡;: 

ll~l!'promazina 

iimfetamina 

t:>anamina 

benzoc:aina 

butorfanol 

c:afeina 

clorfeniramina 

clorpromazina 

dexametazona• 

diflunisal 

difilina 

diazepam 

efedrina 

ácido etacrinico 

ffm(lt:>i!lrl;JH;al 

fenSlprppilnP1amin• 

furps!l!mide 

fenilbutazena 

guaifenesin 

hldrPc:lprpti•zi9a 

j.buprofen 

lidocaina 

mepivacaina 

ácido meclofenámico 

mefentermina 

metocarbamol 

naproxen 

Pl-1 :j. ofélFlb!J t?~Pnil 

prpm9g!n¡;1 

prEldni§pJpn,s 

prpi;::.;1fna 

pi ri lamina 

J;r;. & l Pt'mi;.>t j.?Ji~j.i;l,a 

tepfilin,;1 

tetracaina 

teobromina 

Se hicieron soluciones de 0.01 g/ml de cada una de las drogas, 

utilizando disolventes or9ánicos adecuados para cada una, 

dependiendo de su solubilidad Cmetanol, etanol, éter, cloroformo 



y acetona, grado análiticol. 

Para la Fenilbutazona se preparó una disolución base 

1000 ug/ml. Todas ellas se mantuvieron en refrigeración. 

2.2 Cromatografia· §to. e.L~<!. de G3.ES del9ad<;1_ 

2.2.1 Cromatografía.de drosas puras 

de 

Las técnicas de cromato9rafia de capa delgada fueron las utilizadas 

por los Laboratorios Control Químico S.A. de C.V., mi~mbro de The 

Association of Official Racin9 Chemists. 

Se utilizaron placas Macherey-Nagel de silica 9el de 10x20cm con 

0.25 mm de espesor (Sil G 25 UV 254) con indicador de 

fluorescencia. Las disoluciones de las drogas puras se aplicaron 

directamente utilizando pipetas Eippendorf, cuidando 9ue el 

diámetro de la mancha aplicada no fuera mayor de 4mm. 

Los puntos de aplicación se situaron a 1 cm del borde inferior de 

la Rlaca y dejando 1 cm entre cada mancha, 

manchas por placa. 

dando lugar a 20 

Las placas se desarrollaron dejando 9ue el sistema de disolventes 

llegara. a 75 mm del borde superior de la placa. 

Sistemas de c;Jisolventes ~ visualización 

Se utilizaron dos sistemas para desarrollar las placas: 

-El sistema A consistió en cloroformo:metanol (90: 10). Las 

placas se desarrollaron en este sistema y se examinaron bajo 

radiación UV (254 y 360 nm). Posteriormente las placas se 

rociaron con el reactivo Mandelin, consistente de 0.5g de 

vanadato de amonio en 100 ml de H2 SOq concentrado. Las p 1 acas se 

calentaron en una estufa <100-105°Cl por cinco minutos. 

Posteriormente se rociaron con Na2.N02 (1. g de Na2No2 en 99 ml de 
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a9ua + 1 ml de H2S~ l y naftiletilendiamina (solución ai 5X en 

metanol. 

-El sistema B consistió en acetato de etilo:metanol:amoniaco 

(85:10:5). Después del desarrollo y la visualización al UV, las 

placas se rociaron con ninhidrina C0.5 9 de ninhidrina +10 ml· de 

HCl +90 ml de acetona). Se calentaron (100-105° Cl por cinco 

minutos y se rociaron con Ludy Tanger C 5g de carbonato de 

bismuto en 15 ml de HCl. A9re9ar 30 g de KI y 85 ml d~ agua 

cuidadosamente, Diluir volúmen de esta solución con 4 

volúmenes de agua). 

Medición ~ datos 

Todas las manchas visualizadas en c~alquiera de los dos sistemas 

se encerraron en un circulo utilizando un lápiz, en cada paso de 

visulización. Además se anotaron el color, apariencia y Rfr 

(relativo a cafeína) de las manchas. 

2.2.2 Cromatosrafi~ fil:!. capa delgad.s_ ¡:!__~ la Fenilbutazonq ~ 1ª. 

Oxifenbutazona 

Con respecto a la Fenilbutazona, apartir de la. solución base de 

1000ug/ml se hicieron diluciones de 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 

15.6 y 7.8 ug/ml. Se procedió a tomar 1 ml de cada una de estas 

diluciones y se evaporaron por separado bajo atmósfera de 

. nitrógeno. La aplicación, desarrollo y visualización de cada 

dilución se llevaron a cabo como se describe en la sección 

2.2.1 de esta Parte Experimental. 

Considerando que la Oxifenbutazona es el principal metabolito de 

la Fenilbutazona, se procedió a estudiar su comportamiento a 125 

u9/ml y a 500ug/ml, comparándolo con la Fenilbutazona en las 
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mismas concentraciones. Se procediO a preparar mezclas de FB. y 

OFB en estas concentraciones: 

Mezcla I: 1ml FB <125 L19/mll + 1ml OFEI < 125 ug/mll 

Mezcla II: 1ml FB. (500 ug/mll + lml OFB <500 ug/mll 

El procedimiento de.aplicaciOn,desarrollo y visualizaciOn fue el 

mismo que se si9ui6 anteriormente con las diluciones de FB • 

2.2.3 Análisis de mL1estras de orina 

De las muestras que se trabajan rutinariamente en Control Quimico 

S.A. de C.V., se escogieron los casos en los que se visualizó la 

presencia de Fenilbutazona. 

De cada muestra se tomaron 100 ml de orina y se les aplicó la 

técnica de extracción 9ue utiliza el Laboratorio. La cual se basa 

en el uso de la resina XAD-2. 

Antecedentes) 

CVeáse Sección 1.3.1 de los 

Se obtuvieron la• fracciones AB (básica) y AA (ácida) 

muestra, se 

diclorometano 

cromato9rafia. 

evaporaron y se recuperaron con dos 

para posteriormente aplica~las en la 
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~Cromatografía ~ sase5 

Inicialmente se trabajó con las disoluciones de las drogas puras 

utilizadas para el análisis de cromatografía en capa fina. 

!Véase Sección 2.1 de la Parte Experimental) 

Con el fin de encontrar la mejor columna para trabajar, se 

consideraron los siguientes factores: tiempo de análisis, 

selectividad; eficiencia, factor de capacidad y resolución. Este 

estudio siempre se hizo en relación a la Fenilbutazona. 

Se utilizaron tres columnas capilares diferentes: 

1. Alltech RSL 300 Cpolifenilmetilsiloxanos)fase unida de silica 

fundida de 30 m de longitud por 0.25 mm de diámetro. Con 

espesor de pelicL1la de 0.2 u. <polarid21d intermedia) 

2. Alltech RSL 150 lmetilsilicónl fase unida de silica fundida 

de 30m ~: O. 25 mm. Espesor de pelicula: 0.25 u. (no polar) 

3. HP Hi9h performance capillary column. Crosslinked Metil 

Silicone. 6~5m x 0.2mm. Espesor de película: 0.33 u. 

<Fase no polar) 

Condiciones generales de trabajo 

Equipo: Hewlett Packard 5990 y 5980 

Gas transportador: Hidrógeno 

Detector de ionización de llama: H1 :30ml/min, aire: 350ml/min 

Inyector: Temperatura: 300° C. 
'11 

N,_ :25ml/min 

Temperatura: 300°C 

Tipo de inyección: split (con divisor) 

Se trabajó a temperatura isotérmica del horno 
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Condiciones individuales ~~ cada column<1 

Columna HP 

tiempo muerto(seg) 3.6 

Velocidad line~l de flujo(cm/segl188.5 

Volúmen de la columnaCmll 

Flujo en la columna(ml/minl 

Flujo en split<ml/min) 

Relación split 

Procec;IJ.miento 

0.20410 

3.4017 

100 

29.39 

RSL 31:10 RSL 150 

61.2(1 61.20 

49.02 49.02 

1.4719 1.4719 

1.4430 1.4430 

11 o 116 

76.23 80.39 

Dé las dos técnicas de inyección más frecuentes se optó por 

utilizar la técnica con divisor. 

Se inyectó 1 ~l de cada disolución de las drogas puras en cada 

una de las columnas. Con ay~da del integrador se obtuvo tr, área y 

la relación area/altura de cada una de las drogas. Datos 9ue 

fueron útiles para el cálculo de la eficiencia, resolución, 

selectividad y factor de capacidad de cada caso, 

Fen i lbL1tazona. 

respecto a la 

2.3.2 Efecto de 1.§. Fenilbutazona @Alta Concentración 

Se trabajó con la columna HP y con la técnica de inyección con 

divisor y un programa de temperatura : 130° C -> 24·0° e, 20° C/min, 

con Lln minL1to de temperatLira final. La temperatura del inyector y 

del detector fue de 300° C. 

Las condiciones de los ·gas~s fueron las mismas 9ue 

mencionadas en la sección 2.3.1 de esta Parte Experimental. 

Se prepararon soluciones de Fenilbutazona de 100 mg/ml, 4 mg/ml, 

24 mg/ml, 9.50 mg/ml y 4.(1 mg/ml. Se inyecto 1 ul de cada una de 

las disoluciones y se procedió a analizar los cromatogramas. 
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Análisis 

Feni lbLttazona 

Nuevamente de las muestras 9ue se trabajan rutinariamente en 

Control Quirnico S.A. de c.v. se escogieron los casos en los que 

se visualizó Fenilbutazona por cromatografía de capa delgada, 

De cada muestra se tornaron 100 ml de cirina y se les aplicó la 

técnica de extracción que utiliza el Laboratorio. La cual se basa 

en el uso de la resina XAD-2. Por cromato9rafia de capa delgada 

se visualizó cual de las dos fracciones (ácida o básica) 

presentaba a la Feni lbLttazona en mayores niveles y se procedió a 

trabajar con el extracto definido para determinar la concentración 

de la misma. Los extractos siempre fueron recuperados con 0.5 ml 

de rnetanol grado analítico. 

Se trabajó con la columna HP y con la técnica de inyección con 

divisor. La temperatura del inyector y del detector fue de 3011 

C. El programa da ~mrnperatura fue: 130° C -> 240° C, 20° C/rnin, 

con un minuto de temperatura final. Las condiciones de los gases 

fueron las mismas que las mencionadas en la sección 2.3.1 de esta 

Parte Experimental. 

Con el método del estándar externo, utilizando una curva de 

calibración, se procedió a determinar las concentraciones en 

las diferentes muestras. 
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Capitulo 1.11. 

~ Cromatosrafia ~D. plac.E_ de ~1e.i'l. delgada 

La tabla V muestra los datos obtenidos para las drogas puras en 

en los sistemas A y 8. 

SISTEMA B. 
Dro9a Rf r Mandelin Mandelin Di azo uv 
acepromazina 0.51 rosa rosa café + 
amfetamina 
banamina 0.37 
benzocaina 1 .. 2 bu9ambilia + 
butorfanol 
cafeina <R·f l 4. 5cm + 
clorfeniramina 0.19 + 
clorproma::ina 0.56 rosa rosa morado + 
denametazona 0.65 amarillo permanece verde + 
diflunisal 0.14 azul claro " + 
difilina 
diazepam 1.23 amarillo permanece canario + 
efedrina 0.30 beige " violac:eo + 
ac:. etacrinico 0.25 + 
fenobarbital 0.96 + 
fenilpropanolamina -
furosemide 0.23 rosa mex. aZLll 
9uaifenesin (l. 74 blanc¡uec:ino violaceo + 
hidroclorotiazida 0.22 rosa + 
ibuprofen 
lidocaina 1.19 violeta + 
mepivacaina (1.67 + 
a.meclofenámico o. 71 morado permanece permanece + 
mefentermina 
metocarbamol 0.75 sris gris morado + 
napro::en 0.76 café c:afé + 
o>:ifenbutazona 0.74 amarillo amarillo violac:eo + 
proma::ina 0.46 rosa roji::o desaparece + 
prednisolona 0.89 + 
proc:aina 0.36 beige· bugambilia blanco 
pirilamina 0.38 rosa permanece + 
triclormetia::ida 0.36 + 
teofilina 
tetracaina C>. 55 violeta + 
teobromina 
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SISTEMA !2 

Droga Rfr Ninhidrina Ludy Tan9er uv 
acepromaz ina 0.36 amarillo naranja + 
amfetamina 0.95 morado naranja + 
banamina 0.22 naranja + 
benzocaina 1. 61 rojo + 
butorfanol 0.57 rojo + 
cafeina 4.0cm rojo + 
clorfeniramina 0.90 + 
clorpromazina 0.73 rosa + 
de;.:ametazona 1. 5 rosa rojo claro + 
diflLtnisal 0.32 + 
difilina 0.30 rojo + 
diazepam 1. 37 verde tenLte rojo + 
efedrina 0.54 bL19ambilia rojo + 
ac. etacrinico 1). 12 rosa rojo + 
fenobarbital 1).43 + 
fenilpropanolamina 0.68 naranja + 
fL1rosemide 0.14 rosa 9ris + 
9uai fene:.in 0.81 naranja + 
hidroclorotiazida 
ibuprofen o. 1 rojo, blanco + 
lidocaina 1.47 ro.jo + 
mep i vacaina 1. 26 naran.ia + 
ac. meclofenámico 0.35 rojo + 
mefentermina 0.71 rosa rojo + 
metocarbamol 0.27 rojo + 
napro::en o. 12 + 
oHifenbutazona 0.5 naranja + 
promazina (1. 40 rosa naranja + 
prednisolona 1.18 naran,ja + 
procaina 1.32 rojo + 
pirilamina 1.4 rojo + 
triclormetia::ida 0.34 decolora + 
teofilina 0.3 rojo + 
tetracaina 1.25 rojo + 
teobromina 0.73 rojo + 

-----------------------------------------------------------------
3. 1. 2 Cromatosrafia de la Feni lbutazona y_ la. ONifenbut"l_Z..QM 

Con lo 9ue respecta al sistema A cloroformo: metanoll, la 

concentración tiene un efecto claro respecto al desarrollo de las 

placas, como se puede observar en la figura 8. 
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EJ.9ura §. 
Desarrollo d<; .!.E. Fenilbuta~ fil1 tl Sistema B. i!. diferentes 
concentraciones 

En la tabla VI se muestran los Rfr <relativos a cafeína 4.5 cm> 

de la fenilbuta~ona en función de la concentración. 

Concentración <ug/mll 

7.8 

15.6 (1) 
(2) 

31. 25 (1) 

(2) 

62.5 (1) 
(2) 

125 (ll 
(2) 

250 (1) 

(2) 

·Rfr 
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1.51 

1.51 
1.29 

1.51 
1.29 

1.49 
1.29 

1.49 
1.29 

1. 44 
1. 29 



Concentración <u9/mll Rf r 

500 1.29 

Cabe mencionar que la Fenilbutazona en este sistema da un color 

amarillo crema con Mandelin y un violeta intenso con Diazo, 9ue 

es el color final en la visualización. 

Es interesante ver también como a partir de la concentración de 

15.6 u9/ml empiezan a aparecer dos manchas intensas para cada 

concentración y 9ue a la concentración de 500 ug/ml estas dos 

manchas se juntan para formar una mancha. 

Se podria pensar en una posible contaminación del estándar pero 

este fue analizada por cromatagrafia de gases constatando su 

pL1reza. F'L1ede 

interaccionar 

tratarse de una descomposición del 

con la silica de la placa, dando 

estándar 

lu9ar a 

manchas producto de la descomposición de la Fenilbutazona. 

al 

dos 

En el sistema B, todas.las concentracioens dan un color naranja 

con Ludy Tanger con un Rfr de 0.1 +/- 0.05. 

Con lo que respecta al estudio de la Oxifenbutazona, considerando 

la Mezcla I y la Mezcla II utilizad3s en el experimento, en la 

figura 9 se muestran los resultados con el sistema A: 
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F i 9Ltra 2. 

e:> 
@ 

Desat·rol lo de 1§!. Mezcla 1 :t. .U. §ill.. tl Sistema 6. 

La mezcla I presenta cuatro manchas IRfrl• 1.27, Rfr2= 1.02, 

ambas de color violeta con Diazo, Rfr3= 0.84, Rfr4= 0.62 de color 

violaceo con conto~no amarillo después del Dia::ol. 

La mezcla II presenta únicamente dos manchas alargadas con 

Rfrl=l.29 y Rfr2= 0.78, donde la mancha 1 por el color violeta 

corresponde a la Fenilbutazona y la mancha inferior a la· 

O:~ i fenbuta::ona. 

Nuevamente aqui se observa la presencia de dos manchas para el 

estándar de Fenilbutazona. El mismo fenómeno sa observa para la 

O>: i fenbL1tazona. 

En el sistema B tanto la mezcla I corno la me=cla II presentan una 

mancha naranja alar9ada con Ludy Tanger, de Rfr= 0.2 
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En las figuras 10 y 11 se muestran los cromatogramas para 

diferentes muestras de orina desarrolladas en el Sistema A. 

Los casos de las muestras 252, 253, ~54, 256, 259, 260, 261, 

264, por ejemplo, muestran la presencia de la Fenilbutazona como 

una estela violeta después de aplicar el Diazo. 

También se observa 9ue aun cuando la Fenilbutazona es una droga 

ácida, esperándose obtener mayoritariamente en la fracción AA, la 

fracción AB también la muestra intensamente. 
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Selección de la columna 
~----- '""'....- --:-- -..-..-.. -.. -.-. -

Cabe men~ionar ~ue lo má• importante para la pele~ci~n de la 

En el ~aso del •nAlisi¡;; de ciroeas en forma rutinaria es deseable 

un si~tema en el 9ue se Puedan anali~ar una eran varjeciad de 

compue¡;;tos con una resolución .;idecuada y en un tiempo de análisis 

corto. 

Consid¡¡¡re.ndo la re~Plución está determinada por la 

selectividad, la eficiencia y el factor de capacidad se hace 

nec:e¡;;ario el !;:pl~tmnas 

estudiad01s. 

Las tablas VII, Vlll, IX, X y XI m1-1estran los valores c:alc:ulai:los 

para la se1ectivii:lad, la eficiencia, el factor de capacidai:I, 

tiempo de retención y resolución respectivamente. 



COLUl"INA 

DROGA 

aceproma::ina 
amfetamina 
banamina 
ben::ocaina 
bL1torfano 1 
cafeina 
clorfeniramina 
clorproma::ina 
de:<ametE.1::ona. 
diflunisal 
difilina 
dia::epam 
efedrina 
ác:ido etac:rinico 
fenobarbital 
fenilpropanolamina 
fLtrosem id e 
SLtcnifenesin 
hidroc:lorotia::ida 
ibL1profen 
lidocaina 
mepivacaina 
ácido meclofenámico 
mefentermina 
metocarbamol 
napro:·:en 
o¡;ifenbuta::ona 
proma::ina 
prednisolona 
proc:aina 
pirilamina 
tric:lormetia::ida 
teof i l ina 
tetracaina 
teobromina 

RSL 3(11) 

11.83 

4.71 
3.49 
o.so 

.3.65 

0.73 
28.53 

3.91 

11. 02 

24.75 
6.22 
2.90 

11.28 
3.13 

1.28 
..J 

3.26 
2.06 

2.69 
1. 39 

RSL 151) 

1. 30 
0.97 
2.21 

10.96 

5.12 
2.27 
0.67 

2.48 
1. (18 
(l, 78 

3.53 
10.23 

8.77 

14.62 
4.15 
2.06 

2.96 
2.46 

1.09 

2.72 
1 .. 22 

3.01 
1.47 

HP 

0.31 
0.95 
1. 87 
0.89 

4.16 
1. 46 
0.68 

3.07 
o. 70 
0.67 

10.27 

2.68 
10.27 

6.42 

10.27 
4.0 
1.33 

2.33 
2.26 

1. 07 

2.39 
o.en 

2.21 
2.06 

Cabe notar que las drogas que no salieron en ninguna de las 

columnas son sustancias que por poseer grupos altamente polares 

(ácidOls) o Por ser termolábi les no pL1dieron set' anal i::ados por 

cromatografia de gases. 



COLUMNA 

DROGA 
acepromazina 
amfetamina 
banamina 
benzocaina 
butorfanol 
cafeina 
clorfeniramina 
clorpromazina 
de>:ametazona 
diflunisal 
diHlina 
diazepam 
efedrina 
ácido etacrinico 
fenobarbital 
fenilpropanolamina 
furosemide 
9uaifenesin 
hidroclorotiazida 
ibL1profen 
lidocaina 
mep i vacaina 
ácido meclofenámico 
mefentermina 
metocarbamol. 
naproxen 
o>:ifenbutazona 
promazina 
prednisolona 
procaina 
pirilamina 
triclormetiazida 
teofilina 
tetracaina 
teobromina 

Eficiencia 

RSL 300 

6721. 51 

21561. 33 
432.44 

20781. 34 

9020.73 

27939.98 
9290. 45 

8290.49 

6721.51 

36118.50 
29640.27 
9531.17 

9847.99 
10144. 10 

10718.31 

25845.79 
7834.72 

6573.93 
38168.14 

55 
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RSL 150 

357.57 
4454.09 
1855.17 

10529.86 

21423.94 
4769.55 
5369.03 

186.94 
522t). 04 
5236.10 

7577.42 
922.85 

9232.79 
1019.93 

16087.22 
4686.87 

2794.93 
6361. <)8 
8<)73. 56 

4608.76 

17649.47 
5718.40 

1851. 62 
13128.20 

HP 

155.54 
314.95 
149.32 
138.06 

616.41 
660.81 
313.68 

633.16 
482.86 

31.03 

174.68 
6.72 

597.3(1 

46.73 
460.39 
587.13 

1782.27 
435.36 

306.91 

440.(11 
214.29 

214.65 
400.53 



COLUMNA RSL 300 RSL 150 HP 

DROGA 

acepromazina 0.41 2.37 32.83 
amfetamina 3.18 10.80 
banamina 1. 39 5.5 
benzocaina ;... 0.28 11. 5 
bLttorfanol 
cafeína 1.03 (1. 60 2.47 
clorfeniramina 1.39 1.35 7.03 
e lorpromc-1z ina 6.03 4.56 15.13 
de:·:ametazona 
di flLtnisal 1. 33 1).83 3.35 
difilinu 2.84 14.63 
dia:::epam 6.68 ::: .. 92 15.33 
efed1·ina o. 17 l. o 
ácido etacrinico 
fenobarbital 1.24 (l.87 3.83 
fenilbutazona 4.85 3.07 10.27 
fenilpropanolamina 0.30 1. o 
fLwosem i de 
9uaifenesin 0.44 0.35 1. 60 
hidroclorotiaz1da 0.69 
ibLtprofen o. 19 1. o 
lidocaina o. 78 1).74 2.57 
mepivacaina 1.67 !. 49 7.70 
ácido meclofenámico 
mefent"''""';na 1). 14 
metocaroamol 0.43 1 .1)6 4.33 
napro::en 1. 55 1. 28 4.55 
o~: i fenbutazona 
promazina 3.79 2.82 9.60 
prednisolona 
procaina 1. 49 l. 13 4.30 
pirilamina 2.35 ".> .,..., 

....... U.:... 11. 17 
tr ic lo•·met i a:: ida 
teofilina l. 80 1. 02 4.65 
tetracaina 2.36 2.(19 7.38 
teobromina 

k' promedio 2. (1 l. 6 6.7 



COLUMNA 

DROGA 

aceproma;:ina 
amfetamina 
banamina 
ben;:oca!na 
bL1torfanol 
cafeína 
clorfeniramina 
el orp roma:: i na 
de::ameta::ona 
diflunisal 
di fi 1 in,3 
dia::epam 
efe>drina 
ácido etücrinico 
fenobarb ita 1 
fc:n i 1 bu til::ona 
fenilpropilnolamina 
furosem i de 
9Ltaifcnesin 
hidroclorotia::ida 
ibupro·fen 
1 idocaina 
mepivacZtina 
ácido meclofenámico 
mefentermina 
metocarbamol 
napro::en 
o:-: i fenbutazona 
promazina 
prednisolona 
procaina 
pirilamina 
triclormetia;:ida 
teofilina 
tetracaina 
teobromin.:1 

RSL 300 

1.44 

2.07 
2.44 
7.17 

2.38 

7.83 
1. 19 

2.28 
5.97 

1. 47 

1.22 
1. 82 
2.72 

1. 46 
2.60 

4.89 

2.54 
3.42 

2.86 
3.43 

57 

RSL 150 HP 

3.44 2.03 
4.26 0.71 
2.44 0.39 
1. 31 0.75 

l. 64 0.21 
2.40 0.48 
5.67 0.97 

2.28 0.26 
3.92 0.94 
5.0 o.98 

o. 12 

1.91 0.29 
4.16 0.67 
l. 32 (1. 12 

l. 38 0.16 
1. 72 
1. 23 o. 12 
1. 77 0.21 
2.54 0.52 

1. 16 
2. 1 (l 0.32 
2.33 (J.33 

3.90 0.64 

2. 17 0.32 
~ .. 59 0.73 

2.06 0.34 
3.15 o. 50 



COLU11NA 

DROGA 

ac:eproma::ina 
am·fetamina 
banamina 
ben:::oc:aina 
butorfanol 
c:af eina 
e: l or·fen i t'amina 
e lorProma;: ina 
de~:~met¿\zona 

di-flLtnisal 
difilinci 
dia:::epam 
efedrina 
ác:ido etac:rinic:o 
fenobarbital 
fenilprooanolamina 
furasem1de 
8Lla1 ·fenesin 
hidroc:lorot1a:::ida 
ibLtprofen 
lidoc:aina 
mepivac:aina 
écido mec:lofenámic:o 
me->entermina 
metac:arbamol 
napro:·:en 
DNifenbuta::ana 
promazina 
prednisolana 
procaina 
pirilamina 
triclormetia:ida 
teafilina 
tetrac:aina 
teobromina 

RSL 300 

56.3329 

45.9585 
12. 1167 
7.6054 

33.6199 

12. 371(1 
58.3073 

34.4796 

48.6345 

68.3340 
53.3351 
28.9181 

52.3874 
31. 1190 

7.1461 

38.86(19 
20.6479 

24.4473 
27.4384 
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RSL 15(1 HF' 

1. 51126 3.7853 
(t.4337 0.2706 
7.9548 3.0544 

22. 1866 0.4409 

20. 1174 9.8178 
10.2124 2.7691) 
5.9040 2.0652 

4.3076 8.0985 
1.1351 2. '.2320 
::;.5987 1. 9282 

7.5470 

15.3263 5.20(10 
14.9659 4.5282 

21.1170 11. 8497 

8.4563 
18.2652 9.0084 
9.1460 2.0215 

13.2405 7. 779,3 
11. 2228 5.3941 

1. 19.37 0.3856 

14.5978 5.8598 
2.5807 (J.3822 

1(1. 5704 4.3932 
6.3300 2.0889 



Es necesario mencionar las cCl-rac:teristicas nominales de las 

columnas estudiadas: 

l. Alltech RSL 300: columna de fase unida de silica fundida 

<polifenilmetilsi)oxanosl, de polaridad intermedia. Longitud: 30m. 

Diámetro interno: 0,25 mm. Espesor de pelicula: 0.2 u. 

2. Alltec:h RSL 150: columna de fase unida de silica fundida 

(polidimetilsiloxanosl, columna no polar. Lons i tL1d: 30 m. 

Diámetro interno: 0.25 mm. Espesor de pellcula: 0.25 u. 

HP High Perform<1nce Capillary Column: Crossl inh?d 

Metilsilicone <no polar). Longi tLtd: 6 .. 5 m. Diámetro interno: 

0.2mm. Espesor de pelicula: 0.33 u. 

La diferencia entre la columna 1. y 2. es primordialmente el tipo 

de fase 9ue las constituye. 

Si comparamos la columna 2. y 3. el principal factor de 

diferencia es la longitud. 

A c:ontinLtación se presenta el análisis indiv1d.Ltal de cada Ltno de 

los factores 9ue afectan a la resolución. 

3. 2. 1. 1 Factor de capacidad 

La tabla XII mllestra Ltna serie de datos calcLtladm:; a partir de la 

información obtenida de la tabla rx. A partir de estos datos se 

procedió a hacer el siguiente análisis comparativo: 

al Los valores observados no coinciden con los esperados de 

acuerdo a las caracteristicas nominales de las columnas. 

b) Cabe se~alar 9ue las columnas RSL 3~) y RSL 150 no eran nuevas 

y es posible que hayan perdido fas~ liquida con lo que la ra:ón 

de fases C~ > y el espesor de la pelicula (dfl reales pueden ser 

diferentes de los nominales. 
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Col urna Longitu:I Diffretro Espesor p naninal k' 
p.. _0 __ k~oo ~300 

(m) interro pel1cula -~~~ f3wp T<,~-,,-- ~\~:-
(mn) (Ull) n:minal calculacb experirren- calcula-

tal cb 

RSL 300 30 0.25 0.2 300 2.0 2.0 12.1 1.25 1.25 

RSL 150 30 0.25 0.25 250 1.6 1.7 4.2 

ff> 6.5 0.20 0.33 150 6.7 

o 
Tabla XII "" 



Demos trae i ón :_ 

Si se consid~ra 9ue k' puede expresarse como: 

f,. " k'= 

CsolutoJ en la fase estacionaria 
Donde K= coeficiente de reparto=--------------------------------

CsolutoJ en la fase li9uida 

volúmen fase móvil 
~ = razón de fase5=----------------~----------

vo l úmen fase estacionaria 

al Teniendo en cuenta 9ue para la columna HP y la RSL 150 la fase 

es la misma entonces: 

~;ISO por lo 9ue: 

6.7 
4.2 

1.6 

Comparando con -
[3 __ 1s_o_ 

el valor nominal de se observa 9ue es 2.5 
f-> HP 

veces mayor. 

Ahora bien como: 

_B!L_ Donde !($¡"' diámetro intero 
4 df df = espesor de pelicula 

Se tiene 9L1e: 

-~!?.?_ -~'-!~- :: __cl.lHE_ ----> _q_f_w.L 
f-> HP Qf¡_HP dí1so df1~ 

(1.33 
Comparando con la relación nominal t. 3 

ü.:5 
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Se observa que el valor calculado es mayor, por lo que se tiene 

que se ha perdido al menos 60X de la fase dD la columna RSL 150 

y el espesor de pelicula máKimo para ésta es de aproK1madamente 

0.1 um comparado .con 0.25 um nominales. 

b) Por otra parte analizando las columnas RSL 300 y RSL 150 e 

introduciendo la relación de Snyder~ si (3, = (32. : 

1,, ., 
<Fi'-P1' l /2 

10 P'= polaridad de 
la fase 

Se tiene que el valor teórico de la relación de las constantes de 

reparto en dos tipos de fases es: 

(2.7-1.6)/2 
10 3.6 (22) 

por lo qLte 

f( ~ºº 
3.6 ~~~- ----> ~~º..?_ 3.6 

k'11p 
12. 1 

k'11p f-'2100 r-HP k'300 

Valor éste último que es mucho mayor ~ue el valor nominal con lo 

que se ha perdido el 85 X de la fase de la columna RSL 3~) y el 

espesor máKimo de pelicula es de 0.03 um. 

k' 
Para verificar la última aseveración se calcula con los 

k' 
valores calculados: 

k' f<~oo f->1so ~~~ J:~i: 3. 6::4. 2 
l5()() 

3.6 1.~5 .. .. -------
k Íso f( ISO i-'aoo r-i tlP ~~ 1:.:. 1 



Comparando con el. valor ex~erimental: 

I: 300 2.0 
= 1.~5 

k'1so 1.6 

Se puede concluir que efectivamente en las columnas RSL 300 ~ RSL 

150 el espesor de película real es mucho menor que el nominal. 

Volviendo a la tabla IX cabe seNalar que los valores de k' para 

la columna HP son mayores debido a un espesor de pelicula mucho 

mayor ( f-> es menor). 

El valor de k' para la columna RSL 300 es algo mayor que para la 

columna RSL 150 debido a su mayor polaridad < mayor interacción 

con los solutos polares> a pesar de que el espesor de pelicula en 

la columna RSL 3(10 sea muy pequeNo. 

Ahora bien, las k' bajas en RSL 300 y RSL 150 favorecen tiempos 

de análisis cortos a pesar de que tengan una longitud grande. 

3.2.1.2 Eficiencia 

Las columnas RSL 300 y RSL 150 se operaron a velocidades de fase 

móvil (49.02 cm/seg) cercanas a la óptima. 

La columna RSL 300 es més eficiente debido fundamentalmente a un 

espesor de pelicula muy pequeno y a una mejor solubilidad de los 

salutes en la fase estacionaria. 

La eficiencia mé:dma observada en la columna RSL 300 es tres 

veces menor que el máximo teórico posible <100000-1500001. Sin 

dLtdOI por las aportaciones e::tracalumna (principalmente del 

inyector) sobre el ensanchamiento de las bandas. 

La ef1c1encia máxima en la columna RSL 150 es seis veces menor 
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qua el máximo teórico debido también a un inyector ineficiente. 

Sin embargo el valor de la eficiencia es suficiente para obtener 

valores altos de resolución. 

La eficiencia máxima en la columna HP es muy baja, además de la 

ineficiencia del inyector por la muy alta velocidad de la fase 

móvil que se utilizó para r~ducir drás~icamente los tiempos de 

análisis. 

A pesar de estas observaciones la eficiencia en todos los casos 

es suficiente para obtener resoluciones adecuadas. 

3.2.1.3 S~lectividad 

Como era de esperar la selectividad promedio es mayor para la 

columna RSL 300 (fase más polar> lo 9ue propicia 9ue los tiempos 

de análisis sean mayores y también se tenga un mejor resolución y 

por lo tanto una menor probabilidad de enmascaramiento. 

La diferencia de selectividad observada entre la columna RSL 150 

y HP se debe probablemente a 9ue en la RSL 150 los si lanoles 

libres del tubo de silice fundida son más accesibles porque el 

espesor ·de pelicula es más bajo. 

En términos generales en las tres columnas se observa una buena 

selectividad. 

~.2.1.4 Resolución 

La resolución es una medida cuantitativa del grado de separación 

de dos picos y se establece que se tiene una buena resolución 

cuando ésta es mayor a 1. 

Cabe seftalar que los valores observados son producto del efecto 
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de las variables ya estudiadas. 

En la columna RSL 300 los valores de la resolución son mayores 

debido a 9ue la eficiencia y la selectividad son mayores. Estos 

valores de la rasolución son demasiado grandes C el más pe9ueNo 

de 7.71 pudiendo reducirse la longitud de la columna hasta 2.5 

veces obteniéndose tiempos de análisis 2.5 veces menores o bien 

aumentando la velocidad lineal de flujo lo cual también tr~eria 

consigo una disminución del tiempo de análisis. 

En promedio en la columna RSL 150 la resolución es buena, sin 

embargo hay un caso donde R<l lamfetamina=0.43l pudiéndose 

presentar un enmascaramiento. El problema podria reducirse si se 

considera una operación más eficiente del inyector obteniéndose 

una mayor eficiencia. 

En la columna HP debido a las condiciones drásticas de operación 

Cuna longitud p~9ueNa de la columna y una velocidad lineal de 

flujo alta) la resolución se ve afectada. Cuatro son los casos en 

los 9ue R<l: amfetaminaC0.27l, benzocainaC0.44>, promazinaC0.391 

y pirilamina CCJ.38). Aún asi la resolL1ción promedio es adecuada. 

A continuación presento los cromato9ramas de dos de las drogas 

arriba mencionadas, que podr!an se enmascaradas por la 

Fenilbutazona, en la columna HP. 
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El 

ARfA% 
lfl' 

0.06 
o. 75 

flREA T'tPE 
4.9055:+07 tsl'P 
1. Y31lE'107 'TOO 

Fic¡Ltt.:E_ .!.~ 

ARIHT 
0.09¡¡ 
0.154 

Afll:~'/ 
71 74fl 
211.252 

-lul de amfetamina (0.01g/mll + 1ul de Fenilbutazona 
inyectados simultaneamente. CTemp. isotérmi.ca= 225 C> 

pico· en O. 75 corresponde a la suma de amf.etamin<1 

Fen i lbutazc1na. ,..larC\monte se tiene ac¡LtÍ Lt"l efecto 
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~":======- .631o - ptl:>rno:ii<lo. · 

St"oP 

ARJ;'rlY, 
RT AREq TtPE 

O.o55 l.1914!:•07 tSBB 
0.(o5'> 5'197!:!0 Pa 

nR1tlT 
0.044 
Q.Cl'.ll 

f_t9.\-l!:~'\. 1.'.:": 
F'romazina. lul (0.01g:'ml) <Temp. is-:itérmi•:c.~225 C) 

~,========~----- .054-cli'!>Olv:?Je 
·"74 - pmmcairo + ie.nilbu~o.lollo. 

OP 

ll!tEOi', 
RT lll!Ei::i TYPE 

o.05-4 ¿ 4407E'~o7 .,~ea 
0.67<1 1130000 PB 

All/llT 
o. O<\:! 
0.111 

tlREtl'l. 
'35. ii7.5 
4,425 

[j,}]U G"I. ).:'!. 
1Lll de F'1-~í:Jma~ina ((1 .. 1:1t~¡/ml) t- lul ¡::-~nill:.ul;¿1::ona<O.C1 lf] ·,¡¡::_' 
Iny~~tados s1multancame:it~ <T~ ~2~ [). 

En 1.;st'!:' c:ai;no t·:·l piC(J 1::n 0.674 1~eprC?::::ent2'\ 1~. i2Uma d'2 la promc;::ir:.~\ 
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3.2.1.5 Tiempo de análisi§. 

A temperatura isotérmica de 225° C en todos los casos los tiemnos 

de análisis son bajos: 8 minutos en la columna RSL 300, 6 minutos 

en la columna RSL 150 y 1 minuto en la columna HP. 

De tal forma se recomendaria una columna corta de 

Fenilmetilsilicón con un espesor de pelicula bajo y utilizando 

una velocidad lineal de flujo alta (considerando un inyector 

eficiente> para alcanzar el mejor compromiso entre la resolución 

y el tiempo de análisis. 

El uso de una columna con estas caracteristicas permitiria 

complementar el análisis de muestras en laa que la Fenilbutazona 

interfiriera a nivel de cromatografia de capa delgada. 

Pero es importante comentar que si se tienen muestras complejas 

ls~1ciasl 

necesario, 

la utilización de un programa de temperatura es 

eliminando las ventajas de tiempos de análisis bajos 

como los mencionados a temperatura isotérmica. 

De ahl que se requieran de métodos de preparación de las muestras 

que provean extractos más limpios. 
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~ Selecc;ón del tieo de in.Y.e~ 

De las dos técnicas más frecuentemente utilizadas, con divisor y 

sin divisor, se optó por utilizar la técnica splltlcon divisor). 

La t~cnica sin divisor nec~sita del uso de disolventes de bajos 

puntos de ebullición lhexano,isooctanolpara poder llevar a cabo 

el efecto de frente de dislovente, con lo 9ue el uso de cual9uier 

muestra está limitado a 9ue éstas sean solubles en este ti8o de 

disolventes. Por otra parte, la inyección directa a la columna 

de muestras biolóeicas, puede ensuciarla fácilmente, con 1 o c¡ue 

se reducirla rápidamente la vida media de una columna y más aún 

si se trabajan lotes grandes de muestras. 

Si bien es cierto 9ue la técnica de la inyección sin divisor 

permite c¡ue entre más muestra a la colL1mna, el limite de 

detección se ve también aumentado. Una dosventaja de la inyección 

sin divisor es también, la baja reproductibilidad que ofrece 

frente a la inyeccion con divisor. 

El limite de detección encontrado por la técnica sin divisor fue 

de o.e L19/ml. 

El limite de detección encontrado por la técnica con divisor f~e 

de 1.6 L19/ml. 

69 



A continuación, 

correspondientes a las concentt~acicncs 1ie 11)1:1 mg/ml, ~t) m~iml. 24 

mg/ml, 9.50 m9/ml y 4.00 mg/ml de fenilbuta=ona. 

<Para las condi¿iones de trabajo va~~o la s~c~lón 2.3.2 de la 

Parte experimental) 

MEOí'. 
l'IT 
o.o~ 

4.'2S 
o4. 35 

~REA 1YPE 
7421000 DSBB 

3677900 w 
1qs3,oo vr 

Fi9~V."i-l .L~ 

lll?t'HT 
0.020 

º· 2.1 (, 
O. Oil.l 

~E'A"/. 
56 .70<! 

es.103 
'"'· 163 

En este crc:>m.:.,toqr.:i.m:!i c:etr'l .. E-5nondic-nte a 1•:·(1(ng/ml .. t:>e obsG-r ... a Ltn 
pic:a con tiómpos de , .. etenc.:ion de LL~S ~/ 11.::5~t'~i)l) 
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t·~ 

AFliRi'. 
RT AAEA Ti'PE ARIHi AREl\i'. 

o.os 63& 6700 O!>&f) 0.019 Jli.&13 

4.13 l 68l~OO vv o.1s¿ ¿o,¿4z. 
4. IS 241700 o va o.ou. Z. 'JOS 

Tol'll!. ARl:fl:r 8!10200 

EJ. 3l-~!'.E. !É. 
E?jtc cr~1mt.'\togram~"\ • cor·resnondiE?ntc u 40m13/ml pr·e!r,enta tamhi•.~n l'· 

r lc:o c:on tiempos cl1? t•eteni::i.ón de •1.1'.o ':I 4. 15 <real) 
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MliAY. 
RT 

o.os 

4.01 

,O!i 

.q,07 

llilliQ T'(Pi: M/1(1' 
E:.69t~oo oses 0.019 

l 1"13700 l/p o. 1 i!<J 

E_:\ .. 9.!At.:.~ !2 
AqLli , el c:romatograma de 24 ml/m-1 sólo .m1.1estra un pico intcr,¡;l; 
en 4.07. 



5.97 

llflSA:O.. 
RT QR'n Tl'PE llRMT llRE'Q~ 

º·º" 6177600 566 0,018 n31S . PB 
3.79 
3.97 43leeo ve Q,<n!J ":s11 

FiqLII~?\. A.!1 
El pico en 3.97 corresponde a la Fenilbutazona en concentración 
je '?. 50ri19/ml 
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3.CJO 

mu;q iYPi: 
5992200 sea 

\<10500 P6 

&1"52700 

OR/H"I 
O.OIQ 
0,055 

.os 

:!REB% 
!l7. /00 
z 291 

Firialmente 
E..i_m!l.:'ª- J2. 

tenemos a la Fenilbuta::onia en c:onc:e~'tt·i'tc:ión 1
4

~! 
4.00m9/ml, cuyo pico es el 3.91 



Por un lado se observa qL1e a menor c:onc:entrac:ión los tiempos de 

retenc:ión van disminuyendo y a c:onc:entrac:iones elevadas los 

pic:os tienen bases muy anc:has. 

Con r~spec:to a estas observa~iones cabe menc:1onar que la forma 

asimétr ic:a de los p ic:os ( "c:abeceado") c:orresponde a una isoterma 

del tipo antilangmuir po~ lo que al variar la conc:entración, el 

tiempo de retenc:ión varia, disminuyendo al disminuir la 

c:onc:entrac:ión. 

El frente difuso es c:omún para todas las conc:entrac:ion~s y es una 

func:ión de la derivada de la isoterma. 

Este c:omportamiento puede deberse a la inc:ompatibilidad del soluto 

c:on la fase estacionaria (ba,ia solubi 1 idadl y/o a la baja 

temperatura de operac:ión. 

AdemAs este fenómeno es indeseable porque pueden enmasc:ararse los 

pic:os que eluyen inmediatamente después c:on lo que aumenta la 

incertidumbre de la verificación de la presencia o ausencia de 

drogas. 

La figura 20 muestra la 9réfica en la que se relaciona la 

c:onc:entración c:on el tiempo de retención. En la misma gréfica se 

c:onsideran los tiempos iniciales y finales de eluc:ión a c:ada 

c:oncentración c:omo se muestran en la siguiente tabla XIII. 
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Conc:entrac:ión 
Cm9/ml) 

100 .. 

4CI 

24 

9.5 

4 

Tiempo inicial 
de eluc:ión 
~·>. é-,:5-:- º.', 

3 • .751 ,\ 

3~75· 

3 •. 75 

3._75 

3.75 

Tiempo de 
l'.'etenc:i6n 

4.35 
.. 

. 4.15 

4.07 

3.97 

3.90 

Tiempo final 
de eluc:1ón 

4.40 

4.20 

4.10 

4.00 

3. 9(> 

Relación Q.§'. la concentración SQD. §'l. .t~S'_'!!E..Q di? i:etr>~_c;.!.9..D. 
Figur'! ~¿ 
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Si se observa la figura 20 se pude ver como existe una zona donde 

la ·probabilidad de enmascaramiento depende francamente de la 

concentración. 

Asi por ejemplo, si A eluye en un tiempo de retención de 4.20 

podrá detectarse si 

40 mg/ml, si la 

enmascarado. 

la concentración de fenilbutazona es menor de 

concentración es mayor de 40 mg/ml, 

3.2.4 Análisis de muestras de orina !:.E.Q. contenido de 

FenilbL1tazona 

será 

Con el método del estándar externo, utilizando una curva de 

calibración, se procedió a determinar las concentraciones en 

diferentes muestras. 

Curva de calibración. 

Para generar la curva de calib~ación se utilizó el area promedio 

de tres inyecciones: el volúmen inyectado fue siempre de 1ul 

Concentración Cmg/ml) 

9. (1 

4.0 

:2'. o 

1. o 
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317065 

139985 

70851) 

34765 



Figura g.!_ 
Curva de Calibración de ~.!)ilbutaz_g_r:@ 

Se graficó la concentración vs. el area promedio y se interpolaron 

los datos de las diferentes muestras trabajadas. 

De diez diferentes mLtestras se obtuvieron los siguientes datos: 

#muestra Vol.inyectado A rea tr Fenilbutazonalug/ml) 

1 Ltl 125710 3.99 ::;5. 75 

2 24959(1 4.02 70. 90 

130900 3.97 37 .. 23 

4 104910 3.97 29.86 

5 31083(1 3.99 88.28 

6 158240 3.97 44.99 
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ESTA TES\S NO DEBE 
SALIR DE LA BlgUOTECA 

#mueetra Vol. inyectado Area tr FJffii.lbut<l'\¡:ona íug/ml) 

7 ~.99 213.70 

e 4. (JI) 49. :s:s 

9 ~.97 :;;;1.42 

10 

concentración en~ontrada en el extracto final previo a la 

inyección y la concentra~iOn ~orresponciiente al vol~men total de 

# muestra F~nilbut•=ona<ue/ml> 

7146.2 

2 14180.0 

3 7441).9 

4 5965. 1 

5 17658. 1 

6 9993.4 

7 57:53.4 

8 9906.8 

9 6284.7 

10 9254.3 

Se observa 9ue la concentración en los extractos es del orden de 

5-21) mg/ml y 9ue es esta concentración ·la 9ue influye en los 

resultados observados tanto en la placa de capa delgada como en 

la cromatografia de gases. 

La Figura 22 muestra como ejemplo el cromatograma de una de las 



muestras trabajadas. Como muestra biológica, aún después de pasar 

por una serie de pasos de e::tracción selectiva, presenta picos 

que pudieran por si mismos, servir de enmascarantes p~ra drogas 

~ue vinie~en en concentración baja. El pico de la Fenilbutazona 

pudo ser identificado por la comparación con estándares de 

Fenilbutazona a diferentes concentraciones, 

simetría del pico y el tiempo de retención. 

considerando la 

La cuantificación de Oxifenbutazona por cromatografía de gases no 

fue posible ya que este metabolito conti~ne un grupo polar <-OH> 

que impide su desarrollo por este método. La opción para su 

cuantificación y análisis es la cromatografía de liquides. 

so 



-Fo-=========-~---- ,05 ...... di~\~ur\e. 

r-" 
~'2..l.1 
~ .5.99 +-i~nilbll\111.,...c.. 
-=---4,,z. 

5'.31 

lo.07 

MEA~ 
RT Al!EA TYPE AAl'HT 

0.05 9409 IDO C!iBS 0.022 

0;5'1 39947 o p~ o.oez. . 
2.13 9217J vv 0.037 

¿>,G<t 11!2590 P0 0.0-12 

3.99 .5106'.ro w 0.078 

ílRE"llY. 
76.'307 

0.327 

0.753 

1 .492. 

e. S'-41 

Grom3tg_g_t~"\!.J@. 9.Q. ~?.\ ffi~:~~J:.::1 Q_~ Qt:.ine, 9St. ~-ª.9.-ªL!_lo 
E..L'J.Llrs. 6-~ 
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Capitulo IY. 

Co¡i_r.J_1¿_s ion~§.. 

i,_.1_ CrQ!!'2_t98.!.:<i.fJf,1 "-".l. G..S'.E!..9. i;l_V...EliifLª 

al Se observa que para el 5istema B estudiado, la fenilbutazona y 

la oxifenbutazona dentro del rango de 7.8-500 ug/ml presentan 

Rfr< Cl.2. De tal forma 9ue en este sistema y en las condiciones 

establecidas en este estudio, ambas drogüs arriba mencionadas no 

pt~esantan un efecto real de enmascaramier1to sabre las drogas 

puras. 

bl En el sistc•mfl A .!.:1 fizmilbutac.ona y liJ o::i fenbutac.on,;1 presontan 

productos de descomposición probablemente poi· interacción con la 

plac¿1 de s:llicD. Lc:>5 Rf1· cJ<2 la fenilbut.:.i=nnD., la o;:ifenbL<tazona y 

SL1s respectivos pr·odLtctos dE1 dt~!::.:c..omposic:jéJn son mayorec::s a 0.6. 

Es evider1te t1ue los prodL1ctos d~ descornposición aLtmentan la 

probabilidad de enmascaramj~nto. 

Basándonos en esto~ Rfr podemos concluir 9uo cual~uier dro~a pura 

con Ltn valc>1· de R-fr menor a 0.6 nu Sf?r'it.. c~nmascar•adt\ por la 

femi lbutazona, la oM i fenbuta:-=ona CJ sus prodLtctos de 

descomposl. e: ión. L"•s drogas con R-fr mayo1· ,;i O. 6 que podr i an se1' 

enmascaradas se muestran en la tabla XIV. 
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Droga 

Ben::ocaina 

Cafeina 

De:·:ametazona 

Dia:i:epam 

Fenobarbital 

Guaifenesin 

Lidocaina 

Mep:ivacaina 

Ac. meclofenámico 

Metoc¡:1rbamol 

NaproHen 

F'rednisolona 

Rf r 

1. 21 

1. 00 

0.65 

1.23 

0.96 

0.74 

1. 19 

1).67 

Q.71 

0.75 

0.76 

D.89 

e) En las muestras de orina la fenilbuta::ona y la oxifenbutazona 

tienden a formar una estela que efectivamente abarca la zona de 

Rfr> O. 6. Se podría pensar que por presencia de estas estelas se 

está trabajando con concentraciones mayores a los 500 u9/ml en el 

extracto de aplicación. 

d) En la cromatografía en capa delgada el principal factor de. 

enmascaramiento está relacionado con el color violeta intenso que 

adCJLl i eren la fenilbutazona y la o::i·fenbut,;1::ona despL1és de la 

dia:i:oti::ación. Si se considera que ciertas drogas empie=an a dar 

colores desde la aplicación del Mandelin aceproma;: in a" 

metocarbamol, proma::ina, clorproma.::ina, difluni::al. ácido 

meclofenámico y pirililrninai se podt•L;1n identifica•· ;;ntes de l<1 
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dia::l'Jtización. 

4.2 !2::.Qm_ato9r,;1fia Q.~. 9-~ 

De las columnas utili=adas para el presente estudio la RSL 300 y 

150 no eran nuevas y se constató gue habían perdido un 60 % IRSL 

150) y un 85% IRSL 3~)) de fase liquida con lo gue 16s valores de 

factor de capacidao, 

vieron afectados. 

selectividad, eficiencia y resolución se 

A~n así los valores obtenidos fueron aceptables como para llegar 

a las siguientes conclusiones: 

-La fase de fenilmetilsilicón es más selectiva para el análisis 

de drogas. 

-Es posible realizar la determinación de drogas en menos de un 

minuto con el uso de columnas capilares en operación de altas 

velocidades. 

-Utilizando la columna HP manejando concentraciones elevadas de 

fenilbutazona se presenta el fenómeno de picos cabeceados 

correspondientes a isotermas del tipo antilangmuir gue pueden 

contribuir al efecto de enmascaramiento. 

-Fue n~cesario utilizar un programa de temperatura para el análisis 

de muestras de orina pues aón no se cuenta con un método óptimo 

de preparación de las muestras para poder aplicar un análisis a 

temperatura isotérmica y obtener ventajas en el 

análisis. 

tiempo de 

-Las concentraciones encontradas an las muestras de orina no 

excedieron los 90 ug/ml en una dilución final de 

orina utilizada para el análisis. 
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-Se hace necesario ampliar el nümero de mL1estr<1s ·de orina 

analizadas para deie~mina~ estadlsticamente los niveles de 

concentración de fenilbL1t<1zona en orina de caballos del 

proerama de medicacióM controlada utilizado en MéHico. 

-Tomando en cuenta 9ue Llna dosis de 2-3 gramos diarios de 

·fenilbLltazona para L1n caballo de tamaf10 normc'1 1450 ¡,:<:¡) prodL1ce 

un efecto antiinflamatorio óptimo y 9L1e para una dósis como la 

mencionada los niveles de fenilbutazona encontrada en orina 

pueden ser de 70 ug/ml, .\¿\:.,; concentraciones enc:ont1··adas en estf? 

estudio se encuentran dentro de este rango. 

-El efec: to de enm<Jscaraml en to debido a 1 iJS a 1 tas e cm e en trae iones 

de fc=nilbutr:\::-onC\ es:.tá rel1~\r.:io11!3dO con ltH3 1;lt;,~s ":once-:ntr·acione-is 

manejadas en el e~:tracto final previo a la inyección al ª~'ara·to 

o a la aplicación en placa. 

-·Las concentrac:iones encor1t1"ada~~ en e~ztos e>~t1,actos varían de 

entre 5-20 11\~1/mJ por lo 9ue los ·frnnómenos rle enmascar~miento 

observados en este estudio son válidos. 

Si bien se llegan a estas conclusiones en el presente estudio, 

cabe se~alar GLie en México ·f~lta mticho pot~ h~c~r en el campa da 

le:1. GlLtlmica Fc>rcns~ pnrci. que en un fL~tu1"'D se, tengan mayores: y 

me,iorf1s evidP.nci~.t.s r·especto E\ l~ iclcnti t icación de drogas en 

actividades deror~tivas. 
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