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RESUMEN

Debido 8 que no lodos los isbersiones de Quimice Ferense @0 nuselre peie Gusrien ven
oo inairumentsl, 5o fequiste o un miteds genersl que perms ideraioer MTMeces de Sbuse
resenies on farmes fermachulions. E1 preserie ¥sbale deere un miteds general do andlsls por
cromatografia en caps fina de alla reselusion (HPTLC), rigids y cantnble pars (b iertiicaciin &
bercadiscepines y ancrivioes,  Nmaaces qup aeMn Conteledes y @0 S @O 00 abums
cominmenss. Del grupo de lee Densadincepines 88 esiudiaron ol clongoepam, Clardiscepéulto,
dacepam, furscepem, Tuniyaceptm y ieracepem; deniro dul gupO B los anonuioes eekuveron
Dejo esndio dietipropien, fnAraming, fenpropere, fentarmina y masingsl. €1 princigio Scivo fug
@froids par clorolone & AW de UM SeMISn scusss sicele.  Aries dal desemelld
Cromategrafico, e empleercn lss prusbes con desarmollo de coler de Lisharman pars anorivioss y I8
de formatdahido/ Scito aufirico pars SOREOcScApines, |0 Que PIMIN. uUne WeCRCin MresUntve
o Giohes 14macos. Los estractes chienides 50 cromatograiaren satre pisces HPTLC de aiioa gel.
Se ewplsaon Wm saemes e (1) chor werol  (0:10), (2)
heptanoiclusno/distiaming (75:15:10) y (3) heplano/scetato de elik/etaneshidrtuo de amanie del
27 8130 % (p / v) (70:70:10:5), iemos que moeiraron busne dImion d RY. Los bajes
omficientes. de ortre s pormitid emplearios & s vez para aumentar 8
probabikdad de identicacien. Los valotes de RY faron estandarizados por medks de dos MARCIS

de raferencia, ot pana b discepints y

poreN pars €1 sintema (1) 50
pusde empiear como sislema de i pers b o L que paR
¢ o8 ol sia (2). P los i ae pusden confirmar en of cistema (3).

Los férmacos se detectan sobre las placas por i secusncie de aspersidn que incluye (1) ninhidrina,
(2) solucidn de iodo-platino ackificado y (3) reactive de Dragendor?f.  Por la combinacion de ios
resutados de las prusbas con desarrofio de color, ios Rf en los diferentes sistemas HPTLC y los

colores desarrollados por o6 dh agertes de tadio es posidie i ificar a dichos farmacos



I. INTRODUCCION

Desde haoe tiempo el hombre ha hecho uso de Tirmacos con fines, no médicos. El tipo de
fimacos que suelen emplearse on dosis no prescrilas puede variar entre somniferos,

tranquilizantes, P igsicos y £n of caso de narciticos, Lae drogas
(ch inacks de cuslqui natural o siritica de efecto estimulante, depresivo,
] dtico) imphcadas princ) son la marhuana, el hachls, ef LSD, ta cocaina, fa morfina
y b herolna. (1)

Por b anterior, se han emitido leyss para controlar !a venta y distribucidn de todos los

cli ntos dep! , estimutantes y otros f: proph de abuso. De acuerdo con o
establecido en of articulo 244 de [a Ley General de Salud, para los efectos de esta Ley, se
pslootrép quefas que ine especifl o Conselo de

Salubridad General o 3 Secretarla de Safud, y en general, los barblturicos y olras sustancias

o p o estimulantes del Sistema Nervioso Central que por su accidn

farmacoléglea pueden inducir P Ahl se proporciona una lista de mveds

que, con base en lo dispuesto por el articulo 227 de ta ley General de Salud, se determina que

Integran los grupos a que se refiere el artlculo 226 de dicha Ley en sus fracciones I, [y it {2)
Dentro de dicho articulo estdn incluidas las benzodiacepinas y anoréxicos objeto .de este

estudio. Se ha observada que entre los fArmatos controfados éstos son los de mayor abuso.

En el grupe de s b ! se ipaimente ol di k

L P L P

clonacepam,  flunitracep dord duide y M de los anatéuicos se puede

mencionar a la fentermina, dietipropién, mazindel, fenproporex y fenfluramina.
La tendencia comin de que ka posesitn, uso y abuso de firmacos controlados estd

©on actos dedictivos propicia la idad e interés por el desarroo de un método
analitico general, ripido, conflable y de bajo costo, que permita determinar sf una forma



famachitica contiens uno O varios principios activos considerados como peicotndgloos, pera
coloberorar eficiertemente oon o Ministerio PObilco a fin e tipicer un delfio, ye que 8l inlvierss
una sveriguscion previs relacionads oon s Poassidn, A0 ¥ sbuso de Rirmacos ae pide of andiisls
Quimico 3 efecto de praparcionar of GCtaMen corespondients para determings o) of principio Acthvo
comesponde 8 ia denominacién o grupo de peicolrdpicas de scuerdo a e Loy General de Sehxl.
Loa métados comanments diaponibiss para s idereificacion de fArmacos de abuso pusden
sor cimificados de la siguienie forms: Monicas aspectroschpicss, Micnicas cromatogrificas,
polarografia,  inmuncensayo,  prusbas con desaold de color, elc. (34). Aunque sdien
esquemat de anilisis, eelos fueron diseflados para 3 determinacidn de fimacos y sus
metabolos &N OriNG; PAra SAtos C2608 N perticular los ESQUIMAS 10N Ty elaborados, pues
involucran extraccién dcido base y o fraccionamiento de ia mussira con diferenies disciventes.
Por o citado, se requisre de un mitodo de andisis pers la ideificacion de sele Yipo de

farmacos en proch f: k que sea Rie 2 la may de ios ios de

Quimica Forense de nuestro pals, ya que no todos los laboratorios cuemtan con el equipo
Instrumenta! adecuado. Por esta razén [a Cromatografla en Capa Fina puade ser una técnica Gtit

pard o andlisis de dh o prodh t: duticos y puras, pues
posae 1as sigulent jas. minima ir tacidn, bajo cotto, simplicidad, minimo espacio
en el laboratorio, rapidez, excelente luckin de ata iblidad para una ampila

variedad de farmacos, especificidad y fAcil interp 1 de los. ok



#. FUNDAMENTACION

2.1 Antecedentes v SHuacion Actual del Conpume de Drogas en ieyico, -

A mediados de siglo, aparece en el L) do “1é de las
drogas”, que por su trascendencla, influira en aspectos fundamentales de la vida nacional de
varios paises de [a regién, incidiendo en sus economias y relacionss soclales.

F dste fend pass de un problema secundario a ser un pfoblema

fundamental para muchos goblemos.
Aunque a produccién y uso de st ias de tipo psi pico era prictica comiin en

muchas reglones de Ameérica desde anles de la llegada de los espafloles, su uso era con fines .

médicos y rituales.  Sin la for industr ien y surgimi de drogas sintétk
generd y propicid el consumo de numerosas drogas, para fines médicos y no médices.

Las ciftas disponibles & incompk sotie el ¢ de drogas a nivel mundial son las
sigulentes (5): C ’
existen 4.8 millones de persanas en & mundo que son consumidoras de cocalna;

3.4 miliones consumen barbitiricos, sedantes y tranqulizantes; ‘

2.3 miliones son consumidores de anfetaminas;

. 1.7 millenes consumen opio;

1.6 millones consumen hojas de coca;

750. 000 consumen herolna y

mas de 30 millanes consumen marihuana

Los consumidores de drogas son farmacodependientes vueltos adiclos por ef uso y abuso

de drogas prescritas médicamente Las drogas ayudan “ar al individuo a a

las exigencids que la sociedad urbana impone, pues ef hombre que vive en las grandes urbes



cotidianamente 38 enfrents a Ia fensidn generada por ¢l wirtigo de I8 cludad y recurre al Uso de
depreacres y estimuianses del Sistems Nervioso Central (SNC).

Pora los aflos  Gincusnia 80 encusniren 108 priMeres informes en Moo del empiso de
disolventes inhelsbies oon ¢f propalio de sherar ol SNC.

En s década de ios seeants, dMersos movimientos Jveniss, fomentan of consumo de
drogas en nuestro pals. E! Uso de Mmarfhusns y drogas siMdticas con accion sobre ol SNC se
incramentd, tendencia que conlinud on lse afles sstants.

€n los ochenta, ios diaoiventes inheinbiss y  marhuane eran ise droges de meyer
consumo en riuestro pels. Al Analizar esta déonds, 80 cbusIve Un BaManic on & conaUMmD @
oocaina.

De acusrdo con fa "Encusets Nacionsl de Adiociohes” efectusda on 1908, o 4.8 % de le
poblacidn urbans entre 12 y 65 afios ha CONMUMIo Una o mds droges, 0 que significa que evisien
1, 713, 000 usuarios de cusndo Menes una vez; f 2.1 % de ls pobiscion fus ususrio active en los
12 mensa previos al satudio y 0.9 % en of mes amerier. (5)

Lo anterior indics que 88 0portuno que la sociedad mewicens desarralls UNA Serie accin de
tipo preventive que detenga o snule el consumo de eetas drages, pers svitar que ios indices de

Dentro de las acciones que lendrdn que Nevar a cabo diversas instituciones det Sector
Salud, indudablemente compiende la identificacitn de sujsios adiolos para su  posterior
rehabiltacién. Ellaboratorio de Quimica debe de un papsl imp

- iientificar y cuantificar en fluidos bioligicos ls droge ida

afinde:

- Determinar ia Jhima vaz que fue consumide.
- idertifical en museiras de calle (formas farmacéuticas), i tipo de droga consumida



2.2. Andtisis de Drotias,

El andlisls de drogas es una estrategia efectiva para la idenlificacién de sujetos adictos a
ellas, pero se presta a controversias por {a cuestidn de los derechos humanos.

Actuaimente muchas oficinas de goblemo realizan analisis para 1a deteccion de usec y
abuso de drogas para determinados empleos. En adicidn a lo anterior, muchas compafiias privadas

han desarroliado programas para (@ deteccidn de drogas en orina en su personal de planta y como

Tequisito de ingreso al mismo, sobre todo en aquelios trabajos que requi D50l dinacié
sensottal y motora

El andlisis de drogas se realiza en muestras de ofina como primera prueba o como una

técnica de d para como ta marih cocalna, op A .
anfetaminas y benzodiacepinas
La orina se usa como fluldo de prueba ya que &s un producte normal del cuerpo, ficil de

abtener y colectado en forma no invasiva.

Llos p d mas comt para el L son.  Pruebas de inmunoensayo,
especificamente la prueba de inmuncensayo muttiplicador enzimatice, conocida como EMIT (por
sus siglas en ingiés) y el radicinmunoensayo  Ambos procedimientos usan anticuerpos especifices
para drogas, para diferenciar muestras positivas y negativas  Son pruebas rapidas, rela(hlameﬁe
baratas y muy sensibles para ta mayoria de las drogas

Dos  de ks inconvenientes de eslas técricas oo refieren a que se necesiia del
conwantimients def indwduo para ta recoleccién de (3 muestra. y a que se nbtienen falsos
pasitivos, paes nd son del tode espectficas  debido a que diversas sustancias reaccionan en forma
crnzada cor otras drogas

P otta pane  entre las, pertenencias y - 0 (opas de ks SUPUESIOS USUANOs a [as drogas

S8 pueden encortrar anelactos para e ys0  Peparacon o adminisiacin de 13 misma o en su



defecto, se encuentran trazas de poivo, cipsulas, tabietas o grageas de dicha droga, SusCeplibies
de analizarse. {6)

En este Olimo caso,  la estategia de andlsis 3 seguir varla en retacidn a fluides
biologicos y es i3 siguierts:

[ Analisis Flsico Haspmn color, marcas, etc. I
r Anslisls Fisicoq
l Pruebas de Orientackin H Pruebas con desarrollo de nolor‘] -

-

pt yva J

L Pruebas de Confimmacid ] 1. Mi k

I

2. Cromatografta en Capa Fina
3. Andlisis instrumental:
- Espectroscopla U V.
- Espectroscopia IR.
- Cromatogtfia de liquidos y gases

e grafia de gases acoplad
a espectromelria de masas

Igentificacion del Principlo Activo ]




2.3. Aspectos Farrnecolonicos Senaraies de los Anortsicos.

Aunque en rigor ef término anfetaminas designa a 13 forma racémica (dV) de la
-fenilisopropilamina, el nombte anfetaminas ha venido a abarcar no sdlo a la primesa entidad

quimk ol is6 dextrogiro d ysu slogo N . sino, en un

contexto amplio, 3 una gran cantidad de y g relacionadas

con ella. Muchas veces [a fista de farmacos de los que se abusa comprende anor@xicos (aminas

simpatomiméticas destinadas a suprimir el apetito, entre eflas estan fenproporex, fentermina,

fenfh Ina y el dietilpropidn) en la clasificacidn general de anfstaminas o agentes tipo

(a excepcidn del mazindol)

Las anfetaminas son fenilaminas sintéticas con un aniio aromatice y una cadena lateral

atilamina que tiane un sustituyenta alquilo en el carhono alfa. Su estructura genefal es la siguiente:

CgHg-CH-CH-NH-R"

1
R R’

En los aflos 70's, se impusieron restricciones severas a la produccidn y distribucidn de

disminuyendo la produccién legitima de este firmaco. Reclentemente, s& han
desarrollado varlos f4 para o a las anf como y se canacen
colectivamente como andlogos o o de las s, Incluyendo entre ofros al
ol Dk indol, fer fenproporex y fanfluramina

Las anfetaminas son estimulantes dél SNC.  Actian provocando el vaclamiento de las

lculas de ah de J , hacla el espach sindptico
Cuando se administran anfetaminas, of apetio y ia faliga disminuyen En general, los

sentidos estdn en alerta y ef cuerpa en un estade de lensién. Estos farmacos hacen que &l usuaro



trabaje mas de o necesalio y por mds tiempo de o esperado.  Sus efectos duran wanias horas
después de su administracién. (7)

Los efectos mds destacados sobre el SNC son diversas manifesiaciones de estimulos que
ofiginan inquietud, hip e En algunos pacientes puede inducir

ansiedad y en otros, una cierta suforia que les da N de satisfaccid P ¥ afecto por
fo cual pueden dar lugar a su abuso. Estas drogas caiman la parcepcidn, peso no La fatiga rea). Las
dosls grandes pueden causar alucinaciones y & uso continuo y prolongado puede levar 3 la

paranola y a otras aleraciones peligl de! p
Se lean en el L de la jepsla debido a su capacidad para estimular un

estado de vigilia. Actualmente se usan con poca frecuencia para ef tratamiento de ka depresidn
nerviosa central debida a sobredosis de drogas.

También pueden ser (tiles en clertos desordenes motdres. Se ha cbservade un efecto
bandfico sobte los estados depresivos, pero en este aspecto han sido superados por otros
farmacos.

La supresién del apetito (efecto anorexigeno) es el efecto mds ampliamente usado y del
cual se hace mayor abuso; ef potencial para Induelr abng varla entre los diversos farmacos
anoréxicos. ) ‘ __

A pesar de que eslos congénetes producen los mismaos efeclos que'la anfetamina, - son

menos potentes. (8)



24. Assacies Faneseitaions Genaraie de ias Rensadisnenines.

Las benzodiscspings S0n UN grupo de fMacos que producen depresion especiics del
SNC y ssisn clesificadss dentro del grupo de los sedanies-hipndlicos, especificamante dentro de
los  tranquilizanies MENoMes. Sen (Mles pars Watar condiviones de anaiedad y neurosis
(enaloliicos).

La eficioncis, o eapeciro de accién clinico y ol smplio Mmargen de segurided de lse
tenzodiacepinas, Sevaron a dessmoller amplies programas de invesligacidn que han dado comeo
resuliado of deacubrimisnto de varies Compuasios. petenciaimants Geiles.

£ general, Iss benzadiscepines se clsa¥ioen de acusrd 3 fa éuracitn de sus efecios en:
a) Benzodiscepinas de acckin larga: permanecen en ol cusrpo pof inrgo tiempo ¥ necesitan
fomarse une o des veces &l dia. Ejempiss:

- furacapam - racepam
b) Benzodiscepinas de a0cién iMermedia: de 300I6N COMS, 30 SMINGN MAs rigido d8l CUBTRD; S8
pusden femar de 3 2 4 woes ol dia. Ejemplos:

- mecapam - Siprazolam
C) Bonzsdiacepines de acolén Cons 80N 188 48 SocidN Mds COMA; se eWminen rapidamense y
punden agminieirarse de 3 2 4 VoEs por dia. Ejampios.

- onacepam - fcacepam - triazolem m

Las bensadiscepinge o0 empisan en of alivio sirtomitioo de la snaisdad y ins sutados de
tonsidn debidos 2 amblentes de Gairés 0 8 factores emocionales  Tambidn =on Utiles en los

pok éticos por teneion, faiga, s depresivos o

aghacion. Clertas . (clordiacepdxidp y i ) son (tiles en la
abstinencia dlcohdica aguda El clonacepam es (8 solo 0 como coadyuvante en el manejo de



viros tipos de  convsalones epidpticas. €I disospam es 0N como cosdyudenie en
procedimisnios endoscipicos, en el mansjo del eapsame agudo de lss Muscuiee asqueidiions y
mediante inymocion puentersl, en o estado eplégtioo pare conirelsr  lse Oorwulisnss por
sobredosls de sneetéaicos locains y oros epinodiog corvulshos recuTenies asverss. (8)



2.5. Prushae Gen Deantrolie de Caler.

23.1. introduccion.

Para la identificacion inicial del principio sctivo en formas farmecéuticas y fluidos bioldgicos
S8 recomiends empied prusbes cusitasihvas presuntivas, @ pesar de que ésiac prusbes en su
mayarta s88n empiricas y 108 principios de la resccidn se deaconatcan.

Dichas prusbas son versitiies, de simple sjecucion y pusden sar apiicades  dicectamente
sobre alicuctas de la muestra, asf como en mussiras bioldgicas tales como ssngre, ofina, juge

gdstrico o vémito,

La de las i L propiadas ca pusde ir en un Pe 3
dado 1as prusbas que estin reportad: por ejemplo, para o oplo, hay mds de 50
reactivos propuestos. Aunque ia mayoria de estas prueb de esp d, sin embargo
es posible obtener un clerto grado de especificidad al hacer uso de i de los
propuestos. Cuando va a ser empleada una prueba presuntiva, es ial selecch aqueila que

proparcione 1a cantidad maxima de informacién con una minima cantidad de muestra.
A pesar de las limitaciones de estas pruebas ( como fa obtencidn de falsos positives o
falsas ney: 1a fatta de Hicidad y la dificultad de la n de algunos L] )

aun indan proporch o resp preliminares répidas en relacion a (a sustancia estudlada.
La informacién (til propotcionada por estas pruebas incluye: (3) la ausencla definiliva de un
compuesta o un grupo de compuestos y (b) la posible presencia de un compuesto o compuestos
que pertenecen a un clerto grupo. La Inf lin positiva proporcionada por estas pruebas deberd

ayudar en 13 selecclén de [a prusba de confirmacién mas especifica (9)



2.5.2. Prvocedimionte general de les prushes.

Ordirariamente esise reaccienss 16 feslizen sclve pleces @ porosians o on boe de
onasye. qmmm“thm”,mumu
reactivo de colr. Simulldnsamente oe resiizs ks resocién ulizands Corireles NOPUIVGS ¥ PORIIVOS.
£1 centrol peshive veriios qus 6f Coler en parliculer 50 produje par ol rvective, slemgre ¥ cuando o
firmacs se encusne on centidied sucifante. €| corirel regalive varifics is ausencis del frmeco al
no desarmolieras of color praducieo por ef contret peaalivo.

Ls mayorta de las Museirss no fequisren de una preperacion especial. Se usa uns paquafie
porcidn del conenido de una cdpauls, o producto del raapedo de uns \ablsta, O una porcidn
reprensrtative de une planta. Sin embargo, sigunas preparacionss comercisiss contisnen mis de
un farmaco jo que pusde complicss la iMerprewcisn del color de (8 prusba. Al fener dversos
M, 5@ puesd= realzar fa extraccién de una porcidn de (3 mussrs, pera as! poder aislar
compussios Acidos, neuros y blisicos antes de proosder a raslizat la pruebs.

2.5.3. Esguernas de prusbas (reactivos).
Entre los esguemas que se han descifto se ol dw llado por Masoud (9) en

el que se empiean tres reactivos como base para la idemtificacion del compuesto desconocido,

se frata de los reactivos de Mayer, Wagner y Dragendorf!. El de Masoud es rel

simple y funciona bien para ia identificacion de dversas susiancias de abuso.

£l esq de Fiizgertad y {10) utiza iguaimy una serie de tres pruebas de
colof: Keller, Marquis y acido nitrico, 1o que permite la identificacién presuntiva de 28 sustancias
de las que se abusa comunmente. Al emplear este esquema es necesario ol Uso de pruebas
adiclonales para identificar grupos en particular que nNo Meaccionan con ninguno de los tras reactivos
anteriores.



Owo ssquema es of desartoltadn por Velapoidi y Wicks (11) en ef que se parte del empleo
del reactivo de Merquis el cual produce seis grupos de colores, posteriormante en cada giupo se
identifica la ia o + ol empleo de ofros reactivos

De forma un poco mds especifica, Clarke (1) recomienda ei* empieo del reactivo
formaideh(do/Acido sutfirico para (a identificacion de benzodiacepinas, mientras que para algunos
de ios éxi al reactivo de Lieb

L3 ider definitiva debe mediante ¢l uso de otras técnica tales come

Cromatografla en Capa Fina, cromatografla de liquidos, cromatografla de gases;  pruebas

microcr . esp pla de infrarrojo, visible y de masas; etc.

254, ajas de las pr de oFik ion con Ho de color.

Estas pruebas son rdpidas y de bajo costo. Algunas de ellas forman el color
inmediatamente después de que entran en contacto & reacthvo y la mueslra‘. El equipo que se
requiese para la realizacion de las pruebas es de bajo costo.

Una prueba positiva indica la posible presencia de un compuesto 0 grupo de compuestos,

fo que ayuda significath aa elecclin del p jento de prusba definiva.
Lo mis importante es que una prueba neg‘a\ivab éllminé |a bfbbébﬂidad de la presencia de

un grupa de compuestos. (13)

25.5, D jas de fas pruebas de ori ntacior con desarroflo de cofor.

Las desventajas de s pruebasde desarrollo de color se pueden enumerar de Ia sigulents
forma: :

1. Su principal desventaja e la falta de especificidad. Se debe de valorar 1a informacién que
se puede obtener de una prueba no especlifica. contra ef tamaflo de la muestra que se tiene  Estas

pruebas destruyen la muestra, asl que si demasiada muestra se emplen para desartollar Ia



prueba, la cantidad requerida pars la identificacién definliva no serd suciiente sl se cuenta con
POC3 MUSMTS.

2. Pusden occurris falsos posiivos. Ofros fArmacos © COMEUISIos pusden dar of Mismo
color o similar color con o miamo reactivo. Si vacios fAfME00S SuiSn proaenies en la mussira, o
renciivo puede reactiondr con miés de un firmaco y desamoliar LN Colr NO indicstivo de un Gnico
coOmpueslo.

3. Pusden tener lugar falsos negal No debe das oolor of @ de

inerés no estd presente en  concentracionss defectables. Esio @s raro, no obstame, que la
mayorla de los reactivos de prusba son ibies en o de los

4. Pusde ser difici la intrepretacidn de los resullados. Este es un problema atn en las
manos de p | experto y o« ocurre como resultado de adukterantes en of material de

prueba. Este problema se puede eliminar mediante of uso de CNICAs de separaciin, mismas que
quieren tiempo, dad y (13)




24. Samasicastonio. e InAAInle.

Dado que ol sapeioro IR de uns autencie o8 ceracterision v (a miame, lo anterior penmile
idorificeris. Por 10 tanto, ol emplsc @e s eapeciroacepia de inframod es Ul para aer empleads
como método de referencia, con le Anelied de asegurar que is sustancia destinads & ser Wlizade
on ol anddah cromatografics o6 Wrala de i suaiancis de inerds.

£l sieming especivofolomatria se refiere 3 las medicionss de las cantidades absorbides o
omitides de kiz como funcion de la longiiud de onda y Su interaccién con la materds.

La bese 00 iss Sepectroncaplen 65 18 interaccion entrs le radiacitn  slactromagndiics v i
materis, donde of intervalo de lss radiaciones va deede ise ondes de radio hests s rayos
ochamicos.

La region infrarroje se divide a su Va2 en MmO cercand (133334000 cm''), infrarrajo
Séaioo (4000-400 om:') e irvirarreid tejeno (400-10 car'). Siendo is regitn bileica is emplends en of
andiisls 0 antificacion de farmacos. La regish del infrarrojo tisne menor enargia que (a region

y son pioducidas por cambios en s niveles MolsculNrPs  QUE MQUINNEN MENCS

enevgia;  y provocan variaciones en loa niveles vibracionsiss y rotacionaies de les moldoutes.

Esta es la regién mis importante del espectro para ia identificacién del principio activo de

medicamentos. v
Cuando una onda infarroje incide sobve una puede p ot en ios

niveles de energla vittacionales o rotacionaies. Durante eate proceso la moiécuta permansoe en su
estada base slectronico, o sea, of de Menor energla.

No todas Ls frecuencias aparecen en ol espectio infrarrold ya que solo son activas
(aparecen) aqueRas que Nevan un cambio del dipolo de enlace. por lo cusl la aparicien de ks
bandas de absorcidn depende de (a simetria de la moiscula.




Las vibraciones de velencia comreaponden 8 Wmmumm
a la direocién del enisce y produoen una deformacién del enisoe quimico. (14)

2.0.1. Mansje de la mseire.

Bisicaments exiaten tres formes de oblener un especivo IR, ias cunies estsn de acusrdo
2 la naturaiena de le Mussirs, ¥ aon i Que 88 deacriben & CoinUaCISN:
1. Los especiros de gasss o de Nquisios con bajo punto de ebullicidn 4o cblisnen Dor i SupanNisn
de la muesira dentro de una oeida. La Micnica de fese de vapor eatd Aimilade dabido al porcentaje
relativamente elevado de COMPUSSIos QUE NO PosesN i sulicients presién de vapor pers produck un
adecuado espectro de absoroidn.
2. Los fiquidos 8@ pueden examinar en solucién 0 0OMO compudstos puras. Los liquidos puros y
solucionss 88 examinan entre piaces de cloruwo de 30dic. Las placas de cloruro de  plata &0
omplaan con musstras que disusiven las places de cloruro de sodio.

En e caso de L] debe ser ss00 y transparenie a 2

regidn de imerés. Entre los disoventes més empisacdos estdn of cloroformo, ol Wetracionura de

rhono y el disulfuro de carb Se debe de evkar is combinacion de disohventes ¥ aohsos que

puedan b . Por ejemplo, & disulfuro de carb no pusde LuLarse como disolvente para

aminas primarias o secundarias. Los amino ak jos reaccionan g con el disutfura de
carbono y con el tefracioruro de carbono.

3. Los sélidos se examinan como discos 0 como un o fistaling en farma de

pelicula. La téchica de disco W e de 2 compresion del polvo seco de bronuso de

poaasio. La muestra (0.5-1 mg) sa mezcia | oon ap! 100 mg de poivo Sero

de bromuro de potasio La mezcia es pransada bajo una presidn de 10, 000 - 15, 0000 libras por

pulg: un disco transpal . La cakdad del espectro depende de fa

calidad del mezclado y del tamafio de particula suspendiida, que debe ser de 2 jum 0 Mmenos



Las peliculas solamente son iles cuando & rial se puede dk itar de la solucién o

de un fistal do 0 como una pelicula cristalina. La técnica de pelicuta es
da partict para oblener esp de plasticos y resinas. (15}
2.6.2. Aplicaci de la espect! i

Las aplicaciones de la espectrafotometria son las siguientes:
a) Es herramlenta general de investigacién: (3 absorcién de fa luz por un  material puede

retacionarse con 3 estructura molecular de la Qe ta posicidn e ir d de tas bandas

de absorcién se pueden deduclr las "constantes de enlace” que unida a la’ ecula y

hacer estudios sobre ta naturaleza de los enlaces moleculares, -

b} En el andlisis cualitativo {criterio de pureza, naturaleza quimica ’y,m]me’fb de‘ componentes) y

cuanttativo (soluciones, sélidos y gases) de compuestoslde' Imevés poco ller;"\po y con :

bastante preclsion.

¢) Estandarizacién y analisls del color de las .ustancias de Interés y de esta manera determinat

perlodos de caducidad de los mismos. (15}

2.6.3. Identificacion de sustancia por IR

Como ya se ha Indicado, e} espectro inframrcjo de una suslancla es una caracterlstica
como Io es la densidad dptica, el punto de fusién o aigun otro pardmetro fisico. En general cuando
fos espectros de dos sustancias son idénticos. se puede suponer que e alamente probable que se
frate de una misma sustancla. sin embargo. esto no quiere decir que s pueda tener la certeza
absoluta de eflo.  ya que hay sustancias diferentes que tienen espectros idénticos  por ejemplo,
los isémeros dpticos en solucién dan el mismo espectio. mientras que en esltado sélido los

espectres pueden ser diferentes En pocas pafabras el andlsis de los espectros nos permite



como fegia QENETal (CON SiGUnas ewcepcionss) identificar una sustancia. Por ta)  afecto es
importante omar en cuenta ios siguisntes puntos.

a) 50 debe coOmparar 108 GapECOS tomantda conosrtraciones QUMes y en ol MmO mMedio.
£n ol cano de solucionss ¢ imporante A i mismo disovente.

b) Se deben cOMOErSr eepeciros cbienkios 3 dHErenTiss CONCENUIACONSS Pars poder resohver s
picos de bajs densided y los de ale imenaided.

) Cusndo los espectros seen de déerenist conceniracionse |3 relacidn de iae intensidedes de los
picos del espectro debe ser igual uno y en oo, &l 88 US 6 ks de s Misme sustancie.

d) Usar cusndo sea posibie los compendios de espscros que exisien y oblener los eapectios
de la sustancis QUe 8¢ quise KINNIACH on 188 CONAICIONIE de i0s ESPacos de comparacidn. Por
oira parte cuando dot muesiras tienen diferentes espectros /R obienidos @n iguaies condicionss,
enlonces ae pusde afiemar con absoluta CeNera que 56 trath de doe sustancias difetentes.

€) E! método empleado pera 1a identificacion del espectro de i sustancia dependecd de que tama

dn acerca del comp esi dispy , POT ejempio, valores de RT y rescciones de color.

15

La similitud entre tss moldculss de los fAmacas benzodieospinas y anoréxicos cOMO grupos
individuaies parmite agruparios pars diierenciarios. Os forma general, en ef caso de las
SINZOMIBCEPINAS &8 COMUN ENCONIKA UNJ bands enkee 1880 y 1725 em' que comesponde al
cachonio de la amida presents on ia maldcula.

Por otro [ado, aquelies suStancias que RO CoNengan un carbonllo tales como fenfluramina,
fergroporew, femtermina y mazindol pressntardn una banda on le regitn de 805 a 705 cm- ! que se
25igna 2 ol movimiento fusrs del plana del Ao &/OMMICO.

En hese a loa dverace grupos funcionaies presantes en (a molicule, Su cless (19, 204
3'9), su posicion (sustitucian), asi como o

Parar 06 sapectros IR abl con los
20 padré decir 8l ol eap n sponde o no a la i A imerds.




27. Comatentali en Cona Fing.

271, introduceion.

En ia préciica diaria de la Quimica Forewe, s COMUN  encontiarse COn MueStias
compiejas. En estas Mmusetras,  la SAREracion de los componentes de la malriz es fundamental
para {a identificacion posterior,  por io cusl (8 exiraccitn y separacidn del principio activo es ol
punto ceftico en of andieis forence. ResaMienda ef paso anterior, ie idemificacion y cuantificacion
del analto es relativamente ficH.

La Cromatografia en Capa Fina es una de las Wcnicas ms usadas para fa separacion e
jdentificacisn de fArmacos. Se puede Utilizar ya sea para fArmacos en su estado puro o exraldos
de formulaciones farmacéuticas, de materisies fabricados ickamente y en of estudio de muestras
bislogicas.

Aunque ta Cromatografla en Capa Fina es bisicamente una técrica de separstién, bajo

das se puede emplear para identificar y cuantificar farmacos. Es considetada
como un método analitico bdsico debido a su simpiicided, confiablidad, bajo costo y selectividad

on ko Wr AckemA " de equino y espacio minimo, por lo que es una técnica

para |
En el andlisis forense, la Cromatografia en Capa Fina se smplea como una técnica de
identificacién confimativa.

2.7.2. Fundamentacion.

La Cromatografla en Capa Fina imphca la separacién de sustancias quimicamente
refaclonadas. El sistema estd compuesto de dos fases: una de ellas es la fase estacionaria
(adsorbente) y la otra es la fase mdvil. La fase estacionaria es una capa fina de un poivo finamente

pulverizado unida a un sopoite sélido. La fase movil es un fiquido en ef que la sustancia a separar



se disusive,  este saciende por actitn capilr a trawis de ls  fase estacionards y ios
COMPONENIES 38 MUBVEn 8 Lravis de [a Misma tomando AenNies POLICIONs.

Dependiendo de iess intersccionss de esios COMPONsNies,  de su ealado Malco ¥ en ganeral
de sus propiededes flsicoquimicas, por elemplo: Oredo de polarided, grado de lonizacin,
resultart cusiquiers de s principios flsicoquimicos que rigen o método de MparaCin
cromatogréfica.

Por ejemplo, an loc COMPUAtIOS AOMMICOS (COMO an AgUNOS anonixicos) is exiatencia de
clerfos  sustituyentes puede CONMKISFINLS  Importante para determinar ol poder de elucidn del
mismo. Un compustid con grupos -COON por sjemplo,  tendrd un mayee poder de adaorcidn y
menor de ehiion que otros con grupos -Cl El poder de adeoicion de  sstiuyenies en
compuesios sromédlticos es is siguisnte, de meyr a8 menor. - COOH, -CONM, -OH,
-NHCOCH,, - NH,, -OCOCH3, -COCH;, -MCHy),, -NO;, -OCH;, -H, <Cl. Considersndo &
tipo de interaccidn tue exisie emre los componentes del sictema ec posible establecer por lo tanto
deede un punto de vista te6rico los sig tipos de gr
1. ADSORCION.

Basada en la dHerencia de polaridad entre las moldculas de la mazcia y ol adsorbente.

El adsorberte (fase estacionaria) poses un alio poder de atraccién slectrostitica sobre la
mezcta, fa elucidn o i6n puede eff fumzas compettivas de! disovente
empleado.

Los compuestos de ia mezcia tienden a adsorberse al soWdo (fase estacionara) con

diferectte grado de intensidad de acuerdo a su polatidad, tipo y numero de grupos funcionales,
fongitudt de [3 cadena, etc.

Los compuestos de mayor polaridad se adsorben mds fuertemente y migran a través del
slstema mas e que los comp no polares o de menor polaridad.
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En fa cromatogrefia de sdsoroién ta posloidn de I8 sustancie en {s placa eets definida por ia

conatame de adeorcidn, que et igusl 8
C,=C,/Cq

donds:
€, = conoentracidn del compuseio 8 I8 aliurs espeoiics en un slalems.
C, = conoeniracién en ol adesrbents.
C4 ® CONCENisaciSn on is fase mivi.

Misriras mayor see e on del por ol comp meyor serd C, y éale no
serh eluido tan facimente. El cosfiolente de adeorcitn (C,,) serd meyor.

Si por ¢l contrario, ol grado de straccién electrostiNcS que posee of adsorbente sobre un
oompuesto es muy bajo, ésie serd facilmente eluido y su concentracion en ef disoivenite (C,) serd
mayor que en ol adecrberse. Elcosficisnte C, sers menor.

Existen dos casos extremos:

C, = misimo.
C, = minimo.

y entre ambos siste toda UNA serie de valores.

En general pusde afkmarsa que o8 p de adsorcién son POra separar
P de polaridad distinta e isd estructuraies cuyes energias de lntoraeclonvcnn un
miEmo adaorbents sean diatintas.
2. PARTICION.

€! mecanismo de separacion, 38 bess en la diferencis de solubilidedes de fos
COMPUESIos 3 SEParsl entre dos fases no mincibies entre si, que son ia fase estacionaday la
fase mdvil las cuales son tiquidss. La funcidn del adeorberie en este tipo de cromatografis es servir
exclusivamente como soporte inerte para ia fase estacionaria.
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Pudelo Qua ios Altics CApaces de SjErver UNA Atraccion siscirostsiica sebee is mascle eslin
ocupsdos por un NQuido, 8  Separacion e haos entre dos 18ses fiquides en e cusies ke
compusstos fienden a disibuine. A esie proosss 86 1o lama por tal matho “partioldy” o
“diatribucion”.

£n s cromatografie de panicidn la sepasscidn de un compussio depende det cosficiente de
particién (dintribucién) {K;):

Ky=Cp/Cy
donde:
Cn= Mracidn del P en [ fese estacionarie liquida que cubre los sitios de
atraccidn elecirosistica del adsorbente.

Co®»  concentracitn del compuseto en la fase mdwll,
Aqu existen iguaimente dos as0s exiremos:

Cy = méxiemo.
Cyg4 * minima.
Los p de particion permiten |3 separacidn de de distita solubiidad,
p. ej. en una serie homologa.
Existen ademas la cr grafia de bio i6nico, s y exciusion o
firacién molecutar.

Se sabe sin embargo, que fa leorla 5Ol permile predecic a grandes rasgos el
comportamiento real de ks las. La grafla es todavia una técaica marcadamente

emplrica, debido a que. para I3 mayoria de los sistemas, contribuyen a ta sepamcaon tanto ks
VoS COmo los de p idn. (18, 17)
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2.7.3. Pase setaciensris (sdesrbonies).

Una caps fins de fase sstacioneria agropiads eatd adherida a una piaca adecuads, ye
802 vidrio, aluminio o pidstico. Tal adherencis eetd sseguracs por ¢f MERCiado con LN agente
aglomerante como ol sulfald de cslolo. £l vidric es of materiel més empiesdo. La mayoria de i
fases eatacionsriss an 3deorbentes y In aparacion e debe 4 in interaccién entre ls musetra y s
suparfiole do o fase selacionerts.

Lan caractristicas principaiess y 108 parSmetros de (s adaarbenies 5o TesuMen on los tres
apartados siguisniss:
(1) Compoaicidn quimica y sstruciurs.

Los numerosos adsarbenies ae clasiican béslicamente en dos tipos:
- Fases polares (hidedfiias), también fiamadas siraight phases 0 fases nofmaies.
- Fasen apoisres (Npdfias), 1ambish lamadas revarsed phasas o fases; reversas (RP).

En medic se encuentran iss fases medisnamente palsres. En su mayorla se trata de
adeorbentes modtficados Como por ejemplo las fases nitrilades, diclsdes o aminadas. Sus

propladades se asemsjan a las de las fases O revirsas dep do del eluy
Las fases polares se combinan en general ocon eluyentes no polares coma

Por ef , las fases reversas se combinan con eluyentes con afto
contenido en agua. Naturalmente, al cambiar de fase directa a fase reversa se invierte el orden de
etucian.

Los adsorhertes de mayor significacion practica son ef gel de silice, ef gel de sliice
modificado. @i dxido de aluminio y fa celulosa

Cerca de un 90% de las separaciones se reatiza sobre gel de sllice, un polo porcso y
amorfo.  Contiene en su superfice grupos Si-OH que pueden formar enlaces porf puente de
hidrégena entre ellos 0 con sustanctas polares.
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La ineratura sobee of ampiec @0 9ol de siice en cromeiografie de capa fine, principaimenis
para In idortificacion de firmecss, Yo o88N doldos O hdaicos (como s benasdiscepines y
anorvioos) es muy ampile de acuivdd con Egll y Keller (18); en cuarlo a e faste revensae, s
Werstura 68 mucho menas abundante. En su eeiusio aliss encenirancn qus i cromatografie on fase
Narmal y £800 Mversa 60N MEtodos QU poasen versaiided almilys ¥ que 0N complementerios.

Les golas de siioe mocificadon se obiiensn por reaccién Medisrie allanos apropiados. Los
grupos funciensies como -NH,, DIOL. 0 CN quaden asi fiados quimicemenie sebre in superficis
del adecrbere. Los peles de slice herofebizades cen siquitiorosiiinos (elianizados) son de
espaciel interds on cromategsafie.

Pariendo del gol de elice 30 obtienen faes spolares lamedus fases reversas. Se
comercializan sisternes RP con 1, 80 18 #omos de carbono on la cedens hidrttoba: ise fases
RP-2, RP-8y RP-18.

Por ulimo wdcten también gelas de Ao con grupos funcionsies quiraies (dpticamente
oothos). Estas faess permilen separur sustanciss Splicamernte acthvas en sUs SnanidMercs pof
imeraccitn de diasleromerss.

{2) Carscterigiites de grano y de poro.
La of de (& vepar de un adwed oalkd ade pos Su esiructura

geomdtrica.  Tambign forma pare de elis o tamafio de particuls y su distibucion. La aslectivdad
de un adacrbente depends, por of contrarin, de ln esruCRETs quirnics del melertal.
(3) Parbmatros de caps.

El osponot de s capas de separscidn analiics 56 siue tipicamemie entre los 100 y
250 pm, misntras que ol de las capes do sepas ales osth de ios 250 um y ol de

e capss de CCF de aRa eficiencia (HPTLC) arededor de los 200 um. Para separacionss
preparaiivis visten pisces con eapeecres entre 0.5y 2 mm.
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También infyen on ise prepladades de iss cepss lon aglomeranies emplsedos, que
sumentsn su eatablidad y Riacidn (p.ef., ol yeao o sglomersnies argdnicos). (18, 17)

2.7.3.1. Modificaciin @ol sdesrhonte.

Las propiededes cromstogréficas de ia placa pusden aer modificades mediente o
atamisnto de Is 1200 satacionsis 0AN VBrios resctives. Esio S0 legra rociendo o sumergisndo s
piaca on una solucidn apropiads o por fa adicidn de un medificador al MISMO Hempo on que &
aupara s place. Simpise combias on of pH pusde ser efecthvos, pof ejemplo, of wratar lee places
de gel do siics  con hidrovido de pOMMIO ASOSOR (B FeNEnciSn y produce manchas més redontss
PAre compuaeios basicos. Entre los agentes de impregnacitn mée comonse  eatén (e solucionss
dn 82ido OnBiics © hidréwido de potesio 0.1 - 0.3 N. Clerw (12); Sthal (17); Philiga & Gardiner
(19), y Japp & colsboradores (20) heoen use dal  hidddieio de potasio pars lo separacitn
crematogrifics de compuesios bdeioss,  CoMe [0 900 Ine benzodincepinas y anonduicos.  Las
places do gol de siice “Scides” 80 emplion profererioments DAFR DRI COMPUItKS Scidoe
(foncles, Scidne, eic) v ias pleces "beaican” pars is separacidn de aicelbides, amings, 8ic. S!
o sustancia ferma Une aal con of aganie ds imgregReciin,  ganerITAnie no MigrS con
dnohmntes débiimente poleres. (12, 17)

274, Fase mivil.

La elsccidn do is fase mivi, ya 408 Un daohenie 0 mazcis de dischentes, dependerd do
los cOmpuUeios & Separsr y do (8 faee satacianare & ser ampiteds.

Adomns dai adaerborte v su acividad, B elooitn del ehuyerds tambitn infiuye en s
Aparecién. Con les fases roverass 68 ficll eNCOMrlr LING BUINS 250 MOV, ya Que Guisien Panos
dinolverdes miscihise oo of ajua. Per cire lads, () amplia Warisded de fases mOviies para fase
nermal incremenda ol patenciel de separacién.
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€1 eluryortie disushve del adeorbente ias sustanciss 3 separr, haniéndolse avensar. Cusrto
mds shuyente 30 adeorbe sobre ¢ adeorbenie, Mayor 68 @ poder de slucidn de Sale (poder de
despiazamisnto). i ia sustancia tiene meyr sfnided por ol eluyente que por ol adaorbents, se
oluye mis provima ai frente.

€1 sluyante también esta sometido al procsso  oromatogrifico. Este #nomenc se pone de
relisve cuando 88 utikzan ehsyentes de mMis de UN componsnte, dando gar a e aparicidn de los
famados " frentes p °.

Se ha comprobado 2 utiidad de ordenar 108 shuyenies en Una suosaldn de poder de elucién
creciente. Esta “serie eleutrdpica® se comeaponds esenciaiments con s ordenacisn de los
sluyenter. segun su polarided o su constanie disdcrica.  Estrictamente  hablando, una sene
oleuardpica es vilida solo para un adeorbente determinado. Con todo, ias series pare ¢l gol de
siice y of 6uido de aluminio son casl igusies, mMmisntras que (a3 serie para una fase RP lene un
aspecto totaimente distinto.

La propiedad mas importante de un disok Que debe en €s, por

un lado b pureza de éste y por ol otro ol “poder de slucidn™ del mismo.
Conociendo el poder de elucidn de un disovente, 85 posible seleccionar et mas adecuado
para cada mezcla que desee separase. £n la mayorla de jos casos no es posible efectuar

P con un soio disah , sino que frecuer se emp mezclas de polaridad

intermedia a la de los diferentes di iy La serie eleutrdpica permite seleccionar

p

los disolventes adecuados para obtener (a polaridad deseada (16, 17)

Las fases moviles para ia identificacidn de berzodiacepinas y anoréxicos (que son

consk como de tipo ) estan constiuldas por de A de
amonio, tolueno, , acetalo de etilo, etanol, acetona y
heptano; pi vando: a, 0 de amonio, acetato de etilk/etanol,

0f, ciclohexar detilamina, etc. (1, 3, 12, 13, 20-35)
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2.7.5. Andiisis por cromatogrofis on Cape fine.
£l abjetho central de i cromelografie en cepe fna, 68 (3 separacidn de ls meacia y la
idorsificacibn subsecuamnte de 108 COMPENeNSs. Sésicamente la secusncis de andisis es B

slguisnte:

1. Esaccide.

2. Aploncion de s mussin (0 erack).
3. Owsarroko comstogrifico.

4 6n de los COMpUSNIOs S0pef
5. Confiemacisn (eveluacién).

1 saguir evte procedimienso produos reeultados conflabies y aceptables.

275.1. Extsuceitn.

Lo preparacion de (8 muteira 88 Una etaps deciciva on todo midedo de andlisis en eapecial
on la daterminacidn de MICroCOMPONeNtes (WAZ3e) y on e Canos donde ia matriz que rodea 2 I
sustancie de interds e muy compisis. La seleccién del méodo mas apropiado depende de muchae
faciores como:
1. Propiedades fMsicas y quimicas del anato. £ comocimiento de algunas propiededes
faicoguimicas del snailo o8 seancial en of diaefio de Un mitado de preparacion de las musstras.
Es conooer su dmica, peso molecular, propiedades scido
bese (pKa), etc.

2. Concardiracion det snaflo on i usetrs. Eate tactor Nene importancie deciava  Pars anslios en
aMas concentracionss on genersl ae reguUIsren prep iias como la solublizacion y
fitracidn, Analios en Dajes GONOSNYACIONSS, POf SU pafle, PUSKEN requeny Mstodologiss Mas
inborades que INVOLICTSN NUMSISAAS OPEranianss BN lgra UNE Solucion CuYd CONCAINCIN 583
sceplable.
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3, Natursieza de ls matriz.  La remocioh de ios componentes de ls malrie  pusde Ser un Paso
c1ilico en los casos donde I8 conoentracion del anaiilo en i Mussirs 88 detecta con dificultad o no
o0 delects.
4. Forms en Is que se presenta of analio en Is Mmuselrs. Es NSOSKaMo conoosr ol eatado en que 80
encusnira ol analiio en (8 Museira pers poder disefies un Mélodo aproplado de preparncion. En
mussiras de ongen bickdgico of anallio pusde 0 NO GNCONVAMNe COMO tal SN0 Unido a proteines
‘ transportadorss, melabolizado como deter, amide o ¢ter de los Acikdos suliricos o ghucurdnicos o
metabolizado 8 ofra sustancia dierante. En eeios Ca008 Sus propledades quimicas pusden cambisr
radicalmente.
La natursieaa de ls mussirs dicts of método bsico para preperar ie solucidn 8 apiicar. Sile
musetra es flquida pusde, COMO Primers aprodimacion, aplicerse directamente previe Mltracidn, en

cambio si es un sdlido e Necesario molerio y genizaiic ap e, posie las
sustancias 8 analzar prensrtes on &2 matriz solide deben on un dicol
Estos  disoh deben por su poder solubliizante del anao y su bajo poder
de los ds ba matriz de ls musetra.
Los dos de preparacién de 3 més imp son disok

liquido-liquido y Ilquido-solido (38, 37), mismos que se describen a continuacién:
A_ Disolucién, Separacién directa por solublizacion de los { 4

simple). Al finalizar debe de eliminarse el disoverte. Este método pusde ser aplicado a productos
farmacéuticos o sustancias puras, como ip mencionan Clarke (12) y Stha! (17), en donde el
disolvente de eleccién es el metanol para algunos fdrmacos.

B. Extraccion liquide - Hiquido. La muestra se reparte entre dos disolventes no miscibles. La matriz
de la muestra se concentra en un disoivente y la sustancia a analizar en ol olro. El método hace
preciso tener buenos copocimientos quimicos. Los componentes de fa muestra deben ser
conocidos.  En el caso que ocupa este trabajo, una solucién acuosa del producto farmacéutico
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pusde ser tratacs 0omo UNe Mmuseirs Wrinaria (1, 3, 13, 21 - 28, 31, 32, 36 - 36), de ssta forma se
pusden oblener fraccionss de compussios dcidos, bsicos y neutros: ies benzodiacepinas y
aNorixicos 88 enconirarsn en ie segunda fraccion. EI prooedimiento consiste &n trtar a una fase
8CU0sa CON Sicall y irasris 0on un dinoivente orginico, por SJIMpIo clorolormo.

C. Exracoion on fase soiide. Exiraccion 0on columnes O caruchos de pidstico rellenas con
diversos maleriaies (lerras distomens o fssse medificadss quimicaments que relienen relsthvements
a8 sustancies). La musetrs e intraduce on ls columna. L elucion con diachvenies orginicos
provacs is separacion de todes 8s sustenciss. Broich (22) y Kalstha (23) emplsaron esle mélodo
para odtraer borzediacepings, anfstamings y cOMPUSMOS felacionados de USEINS urineries,
obleniéndose una mejor eficiencia on ia extraccidn y extracios mis impios.

2.7.9.2. Apiicasién e la muestra.
En general se aplican muesiras que han sido sometidas a aiguna preparacitn. Se dibuje
una #nes con Mpiz a una distancia de 1-2 cm del borde inferior de s placs. Las muesiras son
aplicadas sobre esta linse, Namade ef origen. La aplicacién pusde hacerse pumual o en forma de

banda. En general, la apiicacién en forma de bands p un menor alarge dela h
onla det fujo, parado con la 1 puntual.  Por este proosdimniento se ekminan
on gran pane lac sobrecargas de s capa que pusden conducir 3 la for in de coles. A

fss mezcias apicadas en forma de bands 8@ Separan Mejor y S8 evaluan con Mayor exactitud. La
deaventaja reside en que 3¢ pusden aplicar pocas bandes por Capa
La muestra, normeimente de 1-10 ug del oy det

P de la capa es
disuela en un de disol (1-10 i ). Laeh del disoh de la .3
determinante para o tamafic de ia mancha de patida.  Algunot disobentes cromatografian las
sustancias en forma circular sobre el mismo pumto de partida, mientras que offos no. E disohvente
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USSAO PIra aphcar (a muestra debe ser voiitil y de baja poleridad pars que is manchs no e difunda
demasiado.

Para spiicer iss musstras 88 uLizan generaimente cepilares o microjeringas. Cuando se
aplican medisnte capiares basta ¢f poder de i C3pa Dars hacer fluir la solucién a ensayar. La
Spiicacion por jringa oc una aphcacion forzada: I8 MUSKIra 50 GXPUISS 3! $eroer Lna fUSrZ sobre le
javings.

Para anglisis cusiiativos S¢ USSN & Mmenudo tubos  de punto de fusion con puntas estiradas
a modo de capitares de apicacién. Al usares capliares dsbe prestarse siencidn a que se flenen y
vacien en su totadad.

La debe

0 de tal manera que un Unico vaciado del capiar aporte
suficiente sustancia a 1a capa, Ya que apicar variss veces sobre el mismo punto pusde provacar is
deia al

El didmetro de 1a manchas en e punto de partida no deben ser mayor a 4 mm para
cromatografia convencional y menos de 1.5 mm para HPTLC. Las manchas de pastida deben

antes ded d K

En andlisis cuantitativo se uliliza en lo posible equipos de apli dos. (16)

2.1.5.). Desarvolio.
En cromatografia en capa fina se entiende por desarrolio que ¢ eluyente o mezcla penelre

en fa capa de CCF - en general debido al podey capilar, e ién pof aplicacion de

presidn - y en su avance las st i enta 1 del flujo. A causa de

fas interacciones entre muestra, fase madwill y fase estacionaria, 1as sustancias se separan en sus
componentes individuales

I | 4 d:

Not e emp por los vapores del eluyenie.  La cdmara es

cubierta en el interior por papel fitro en tres de sus lados y posteriormente es llenada con fa fase



mévit hasta una akura inferior al punto de aplicacidn en la placa. Luego se permite Ia saturacion de
1a camara por los vapores de |a fase mévil.  Una vez que se ha equilibrado fa cdmara se introduce la

placa.
G fos d Nlo ficos se realizan con placas de 20 X 20 cm para

cromatografia convencional, para aigunas fases moviles esto toma alrededor de 2 horas para
alcanzar una distancia de 10 - 15 cm.  El tiempo de desarrolio se puede reducir considevaﬂemenle

st las placas se eluyen a una distancia de 5 cm. pues existe un incremento exponencial en el .

tiempo de desarrolio cuando se fa df fa de d llo. La pril ! ) es ta
pérdida de resalucidn, lo que puede ser compensado empleando placas HPTLC. :
Uina vez que la placa se ha desarroliade hasta 3 distancla predelerminada, es rollradq de la’ -~

cAmara y se marca 1a posicion def frente del antes de la evap det mlsmg‘.’ . !
CEn la practica se uliizan disti dos de desamollo. En principio” existen tres .
idades de desarrollo en CCF: lineal {ascendente u hortzontal), desarrollo clrcular -

desde el cerfro hacia el exterlor y desarolla clrcular hacla el centro (anticlreular) (18, 17).” Se

ribe a conth 1A i b o mds (A

A} Creclente (iineal).  La placa se introduce en un recipiente adecuado de manera que e eluyente
moje la capa por debajo de I3 linea de partida. Este asciende por capilaridad hasta la attura
deseada y lransporta la mezcla de sustancias a separar. Las manchas se hacen mayores cuanto

mds cercanas estan al frente del eluyente. Durante la eluckin pueden deformarse adquirienda forma

de elipse, especialmente en las Idades del frente del disovente Es la téenica de elucién mds

utiizada para la separacién e Identificacidn de benzodiacepinas y anoréxicos  £n ia tabla 1 se

los grificos usades para la separacin y deteccidn de benzodiacepinas y
anoréxicos.

B) Horzontal (lineal). La placa se encuentra en posicién horizontal y se le aplica el eluyente de

manera continua a través de una mecha o hendidura capilar, con lo que se puede eluir desda una 0
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TABLA 1. RESUMEN DE SISTEMAS CROMATOGRAFICOS PARA LA SEPARACION
DE BENZODIACEPINAS Y ANORENXICOS.

COMPURSTO VALORES O hiRf

A 8 ¢ D E F G H i J K L ~ N O P
Cordecapbdo 72 65 oo 63 63 09 a0 oo 02 50 10 64 a0 62 02 5
Dracepam 92 B9 94 52 86 S0 o 2o 23 7] 58 @ w 75 Y'ZJ n
Cianacepam o 0 0 0o 0 W w oo (0 53 3 8.8 72 G 5
Fluntracepam 0¢. 0008 00 OO 00 G aa 10 72 54 86 ao 6:.! 16 72
Fw- ag mvx‘no:ao, a0 oo oo
Laracepam oowaom ou
Fentomina (HQ) @ . oo “o0’ b0 2
Fenterming - tu 00 00 [ :
Fenfluraming M) oo ; 00 o oa
Faafluraming ‘ uu w oo ®
DM.IpmnlM H) oo o8 o 00 o0 oo 73 73 00 Do 00 02 O3 ©O ©O WO
Dxatirpoindn ) 00 00 0 00 O3 o o0 00 oa oo B4 87 €2 &
Mazndal 0 00 00 00 G 00 00 00 OO W o 00 w & 08 13
Fentermna 00 Gu 90 00 00 00 00 K VO 0O 00 00 W 46 O
o= NO REPORTADD Los di il 09 8¢ 50tte plucers e qnl de since de 20 A 20 cm sin

frotamionto previo, a oxcepodnda £, F, N, Oy P, que fueran trataders con KOH O 1 N an matanod

A= pcofato do etio/motoncifiudrivde  dn amoo {85 101) B acetatc de  aina/cciohocanosp.
diane/matana/aguatidréade de amonc (NS0 101505 C: aetale de efdo/meunovhigrdndo de gamioro
(85 10 3) D= acetato de afifoymatanalagua/hdrads ae amomn (85 103 1) E= actala da etlo/metancydotiamna
80 1016) F= mﬂulndanﬂlnwuno/cvmdama (404320 G = metanovemonisco { 100151 H - metunol
1= cclohenratoluenavdistidming (751510 f = otar (9010 K=o cslona (80201
L= noataty de utiymetaral/amaniaca/agud (4!5(1 515 M= matamyemoniaco (S00%) N= metanofamon’ac
{100 1 5) O= ciciohaxanolo'uana/d-eblamina (75 15 10} P= csoformaymetanal Q0 10}

Referenciss 12, 19 - 21, 26, 28, 28, 30
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ambos ados. La ventaja de ecte sislema e el empleo de menos fase méwi, proporciona una

saturacién mds rapida de 3 camaa y se de mucho mids cortos
(comaras HPTLC).
C) Bidimensionat (neal). Cuando se d _ 0 3 mezcia a sepatar se apica

sobre el punto de partida suade en una esquina de la placa. A continuacién se Intraduce Ia placa
en una cubeta normal y se desarota en forma lineal.  Una vaz seca [a placa se gira 90°, se
introduce en una segunda cubeta con ofio eluyene y se eluye de nuevo  La trayectofia
cromatografica del primer recortido pasa a sef fa linea de partida del segundo desarolo. Schotz

junto con sus colaborad (33) ph el de Wo bidimensional para la deteccion e
identificacién de ck lord): Sxido, o d ¥ ni sobre gel de
sitice con 1) hep de etik solucién de al 26 % (70:70:105), y
2}bencend.

2.7.54. D 0 pe imi de localizacit

El procedimienio de deteccién debe proporcionar lanta informacién como sea posible. - Si se
uilizan diversos agentes de deteccién para diferenciar los compuestos de un mismo grupo, es
preferible ef desarrollo de placas por dupiicado

Debide a que la mayorfa de fos compuestos orgdnicos son incoloros, se deben de
visualizar, preferentemente por una técnica na destructiva.

Después del desarrollo se retiran las placas de fa cubeta, se secan y se delectan las
sustancias separadas Esto es muy sencillo en ef caso de compuestos coloreados o de suslancias

que pueden hacerse fluorescer o que absorben radiackén UV Cuando las sustanclas no son

ni absorben radiacién UV ni fluorescen bajo la tuz UV deben dervatizarse con reactivos
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de deteccion para formar susianciss coloreadas, fluorescanies o abeorbentes en s ke UV.

Existon mitados de deteccidn denominados “universalss”, que permilen locelitar cuaiquier
compussto sobre ia placay (@ posicidn que ¢stos han aslcantado ol ser separados de la mencls.
Este tipo de dateccién posee of inconvenienie de QU NS of COMBUSID Dars cusiquisr and(isls
posieror.

Existon también métodos especificos para delerminados compuesios (0 grupos de
compuesios) basados en reacclonss quimicas espacificas que OcuITen entre of COMPURSI0
separato y un reactivo quimico que se aplica sobre is piaca, generaimente pOr 38persion.

Los métodos Usuales de delection son los siguisnies:

t. D i6n medierte radiacién UV. Es un procedimisnio ripido y sencilio para detectar los
compussios separados. Las ldmpasas UV emiten radiaciones de longitud de onda de 254 nm y/o

305 nm. La deleccién se realiza en habltacionss oscurecidas o en cubetas con idmpara UV
integraca. Les sustancies que absorben por sjempic 2 234 nm pusder ser detectades muy

faciimente sobre placas que ol indicador fi F 254, cuya cig verde se

oncka mediante (a longitud de onds de 254 nm. Las sustancies disminuyen la emisién del indicador

fluorescente exciable por UV, y se como sobre un fondo

] (o 10N de fa z de lafh la). Este procedimiento no

modifica ni destruye la quimica de los “ y son por ello los mds
(05 Gara 1w ¢ .

0D ién por izacién a loridos. Las ‘ de derh 1 se Wtilizan

cuando las fraccionse Individudies no feaccionan 3 b mdiacidn UV o cuahdo fa sensibiiidad de la

deteccidn es inaufh La M grifica sive no s4lo para vieusiizar sino
también para aumentar ia jad del sislema de separacién pof los compuesios investigados o

tranaformar los compuestos idblies en eutables. La dedvatizacion posicromatogrifica sirve sobre
todo paca reveldr las sustancias separadas 0 para aumentar 13 sensibidad de ta deteccion  La tabla
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Il muestira los agentes de mas ieados para ién de pi y
é ( los de d 6n se rocian sobre la placa o folio mediante

e ok Esta operacién debe de e bajo una campana de

extracclén con buen tiro o mediante un dispositivo extractor adecuado que se fieve 1a niebla de
reactivo, o ! téxica o Way los vapores de disovente. Ademas de los dispositivos

y

de roclade se dispr bién de Rivos de inmersidn. La ir
as! como el tismpo de permanencia en 1a cubeta de inmersidn pueden seleccionarse a voluntad y
se realiza de manera automdtica. En ocaslones los cromatogramas han de calenfarse en una estufa
o sobre una placa calefactora después de aplicar los reactivos de deteccidn.  para activar la

reaccidn (12)(16)(17}

2.7.5.5. Confirnacion (evaluacion).
Tras finaltzar un cromatograma de capa fina deben evaluarse los resultados. La primera

infs idn que prop. 3 un er 0 terminado es el comportamienio de elucién de las

sustancias separadas Este comportatnienlo se expresa mediante ef pardmetro R!, que se define
coma: 1a relacién que existe entre la distancia desde el punto aplicacién hasta 13 mancha de la
sustancia sobre 1 distancia enlre ef punto de partida y el frente del efuyente

La posickn de fa mancha de 1 sustancia se loma en su puntd mds intenso.
genetaimente el centro

Una casacteristica muy importante de todo sistema cromaterafico es que la separacidn de
cadr uno aF los comporentes de unia mezcla es, constante para dicho sistema cromatografico
Fato e viluie o embarge  clempre y cuando kos camponentes del sistema y v1ros pardmetros
Se mantengan constantes

Ei Rf se considera un valor de orientacién debido a los numeroses factores dificilmente

controfables simuttaneamente que nfluyen en i retencon Una sustancia eluida bajo condiciches



TABLA I METODOS USUALES DE DETECCION PARA BENZODIACEPINAS
Y ANOREXICOS EN CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA.

ACENTE COMPURSTO OROIRVACION NEFERENCIA
DETECTADO MANCHAS
Ninhidrine Aminas 135, vighata-tosa 1,3,12,22,25,28 27,
2%, amaritio 31,28
Vapores de Comp. orgénivos, supeciel Calé 18,27
iodo mente no saturados
fodo-platinc  Aicaloides y compuestos Violsla, azul, café 1,12,13,19,20,22, 23,
acidificado nitrogenados nannedo, eic. 25-28.34,38
Resctivode  Aicaliodes y comp Anaiito, ) 12, 22, 26,30, 34, 35,
Dragendorf  nitrogenados rojo-anaranjedo, café- 38
. anaranjado
Reactivo FPN  Fenhotiacinas y dibenza- Rojo, rojo-café para 12
cepinas fencbacinas y azul
pera dibenzacepings
Co(SCN); ~  Alcaloides y compussios Azul 38
aminados
H,80,s0in.  Aminas Intensifica {a reaccién  26-28
de la ninhidrina
H,80,fum.  Comp. orgdnicos Negras 38
Lw vy Comp. orgdnicos y Oscuras 38
heterociclicos

254 y 365 nm
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idnticas pusde emplearse COMO PELTON PErS determinar U velor relstivo de R, o ftx 0 Rst, definido
como s felacion exisiente entre ol punto de parids ¥ is Mancha de Is sustancia sobre I distancia
entre of punto de pertids ¥ ls mancha de is sustancia pelrdn. Al contraio del RY, que s mencr o
igual que ia unidad, ol Rst pusde 58 MBYOr que LUNO.

Exste una gran varieded de miésodos (16, 17) adecuados 3 cada tipo de problemética. Los
més importantes 8o decriben a continuacON:
A. Evaluacién cualtativa. Los cromeiogramas de Cape fina se resitzan pera identificar sustancias
de una magcla, Pero tambidn pars comprobal PUEZAS 0 PN Me2cies.  Sitven sapeciaiMments
para o control de sintesis 0 del tramscurso de  una rescecion. El Rf indica [a posicidn en que se
encusnira una suancia on ol cromaiograma.  Con fines de identificacidn s necesario relscionsr
los Rf de bs compuesios analizados con los de iae sustenciss petrdn. Si coinciden et probable
{pera no seguio) que se trale de les Mismas sustancies. La certeza en ia identificacién séio se
consigus resiizando, sdemas de [a cromalografia de capa fina, estudios espaciroscdpicos.
8. Evaluacién semicuantiativa. Se utitra cuando hay Gue determinar si e estd Claramente por
encima o pof de bajo de unos valores limlle, o cuando bastan indicaciones aproximadas. En

caso se junto a ia X de la 8 de
interés.  La evaluacion se realiza por comparacidn visual o por medicion del dmetro o de la

suparficie de las manches.
C. Evaluacidn cuanitatva. Para k e o de J y
directos. En el primes caso las han de de la placa un p de

disolucién para seguir ios estudios.  Una posibilidad de avaluscidn indicecta, consiste en raspar la
rogidn de I3 capa en que se encuentra ka sustancia de interds, disolver la sustancla y, a
continuackén,  analizara mediane un procedimiento analiico adecuado, come en el trabajo

realizado por Choltus (21) para la separacidn e identificacién de las drogas mas comunes de abuso,

on donde se hace uso de esp pla UV. En e seq caso la n tiene lugar
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dirsctamente sobre (a piaca. En todos los milodos direcios de eveluncisn s saencial spiicer los
mismos volimenes de musetrs y patrdn sobre ls misma place. Las concentracionss deben eer
dol miamo orden y los Rf deben eatar comprendidos entre 0.3 y 0.7. Les cremeiogramas s
rogiairan por  denslemetris 6N Un SAPECIOlOISMENNO pars Cromalogrames y 60 evalien por
comparacidn de (os BMurss de (08 pics © @0 19 superficie dal PICO ENNe POFONSS ¥ MUSEIras.
Los mediciones 20 reslizan bajo AR visibie 0 en Io regiin UV, segun les prepiedades de b
sstancis,  generaiments & longliud de onds en que lo sUMENCiS 8 ANISAMING MUSNNE UN Mlxime
de sbaoroldn. En general is abaoroién de i ki 80 Midle por refleuidn (In radiscion UV es sbeerbide
por ol vidrio 0 ol gl de 3808 ¥ RO Sireviess 8 piace). Le denaliemetyis he sido apliceds per Gulves vy
sus colahoradorea (24), as! como per Lilsunds y Kerte (30), para lo igertifioacion de firmecos y
drges on orine.

2.7.5.4.1. Fostorve que alsstian b repreducibiidad e loe RY.

En vista de que lbe RY son empisades ceme proosdimionto de ideraiicacion, s importante
frecencocer o8 facionss que alectan su repreduciilided. Les facteras mée imperanias se describen
8 cominuanién:

1. Fae sstacionsris. La celised del adaorbends y of aglomerarte, b prewsncia de
impuresss, y le unfformitnd del GRPEROr quUE deben ManenenA cerataries INfen wire la
reprogucibiiged de los RY. Siia place va a ser activeds, of Ao procedinianio dabe seguine pera
Cada ecaaibn.

2 Foe méd.  Evta @abe preparane con dinoiviries (rado reectvo o grado anelitico y
artes de usarse sl e que Uno de ios daoienies o8 voialll o higroactpico.

3. Comars de dnnamrolle. B3 impanane que lse conditionss de saburaciin seen atendidas
durands 8 shucién de ins places. £1 proferihie o empioe de comaras paquefins forrasies on el inlerior
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oon papel ftro y suiciente shayents, 1ambién hay que permitr of equilibrio de i CIMars sves de
ohulf los placas.

4. Tomporsure. Auncue ol cenirol precis de la tempersiurs 1o e necesario, is camers
debe Mmantenerse sisjacs de fusnies de calor, Rz, eic. A I8 vaz que is temparatura sumenta, los
Glaoivenses VoLitiies 88 EVEporan mia répidiaments ¥ gsneraiments ios Rf diaminuyen geramente.

S. Distancia de desarrolie. No hey grandas cembics en les RY cormegidos con cambios on s
distancie de desarrolic cusndo of Mialeme 68 saturado. Si ol slstema no es aaturado, hay un
incramento aparents on fos RY af kst a de , debido a ia evaporacion det
disoiverie on 2 parte superior de la place.

6. Camtidad de mussira aplicada. E! incremanio de le canided de mussira apiicade
aumerta los Rf de unos fAmacos,  especiaimente s/ ¢l sislems “coles”.  Por ejsmplo, usando
placas de gel de siios con cloroforme/acstons Como shayarte. 3 19 de dcido benzoloo tienen un Rf
de 20, misniras que 20 ;g tienen un RY de 34. Sin embargo, i la pisce eatd sobrecergeds, sl
producirs manchas “coleades” y of RT daminurd. (12, 17)

2.1.8.4.2. Estanderizacion de los RY.
Para idenUficer una sustancia por cromatografia en caps fna, o RI es registrado en
diferenies sisiemes cromasograficos.
Otrs shomative o5, COMO ¥ 48 MANCions, haosr Uso dB UNA sokICISN estdnrar que daberd
@0 olins juro oon ls musers, ¢l Gebers Cnlener 48 LUNO & Cultto de e CoOMponeTiee
principaies de is MuBrs bajo IMVERlgecion, D QU panTRR COMPANY i8s posiciohes de e
WNLAncies ¥y i, sies VA A yoolorer. Ademis, is posioid

49 N8 URLANCIS dRcosnssiie Sebre ol CrOMSIEEAMa PUBKS 207 GAOIRA (0N MEJOr CONeza POr of
U0 @u sustancies de referencis, on vae de selsrmante of RT. La @sterminacion del RY relstivo a uns
sustancis esténder ha sido empiteds per Serry and Growe (34), entre atres.
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Otra ap i6n para fa rizacion 0 normalizacion de los Rf, ee ls representacién
grafica de los valores de Rf, como lo describe Phillips y Gardiner (19); Japp y sus colaboradores
(20), esios valores representan of Kamado “pérfil cromalogrifico” que es caracierietico para e
sustancia bajo estudio. Al emplear dicho método se determinan los valores promedio de tres 0 mas

de usando dptimas previ esiablecidas. Desputs del
desarrolio de  placa se obtienen los valores de Rf y 5o realza ef grifico de los RY estanderizados

de las as de 42 en las isas contra los Rf observados de los eatindares en ks

mente se inMerpolan los valores de Rf Ty de las
investigadas y asl se cotigen.

Otro métado para la correcidn de ios Rf es ef empleado por Dhort y sus cotaboradores (39),
Galanos y Kapoulas (40), en el que se hace uso de dos sustanclas de referencia. Una modificacién
de este método es el empieado por Franke y sus colaboradores (41) en & que Se emplean tres
spstancias de referencia. Los valores as| calculados pueden ser usados para [a identlficacion de
sustancias mediante el empleo de una base de datos.

2.7.8, Cromatografia en cape fina de alta resolucion.

Los Ghtimos avances dentro del campo de la cromatografla han combinado 1a seleccidn de

les mds h . (granuk fa mas ha) con técnicas mas finas de separacién,
empleanda camaras especlalizadas.

’ Asl se han descrito nuevas técnicas que fachtan el trabajo con bajas concentraciones.

Esta técnica es la llamada cromatografia en capa fina de aka resolucién (HPTLC), que erhplea_ las

C para har fla, que estan ' con’gelde sifce cuyo

tamafio de poro esta dentro de Iimies estrechos de varlackdn, lo que permﬂé fa cuanitficacdn de
cantidades en ¢ orden de nanogranmos. ‘
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Le efciencia lograda a trawls de 3 optimizacidn de los drlios pardmetros en la
cromatoprafia en capa fina ha wnida como ohjetivo 1o siguisnte:
1. Logro de uNa buena separacitn del COMpPONenie iNVesigado de olros que pueden, INCluso,
interferic en un determinado andisls y en distancias de d pequefias (3-6 cm).

2. La saparacian del maximo de componentes an una determinada mezcla

3. La dmeociin  y cuantificacién  de on fo mis bajes posibles,
Inciuso en p de Signifh mds atas de otros componentes (3igo
que #s problemdtico en HPLC).

4. La mayor posibie, esp enla dn de p trazas (de hasta

0.005 pg por absorcién y 0.1 ug por fluorescencia).
5. La pesfecta dosificacion en la cantidad de muestra apiicada, ewtanda los problemas faies como
“coleas® y “efectos de borde”. v fados 2 ch v de aph

(sobrecarga).

6. El logro maximo de precision en el andlisis cromatografico.  (Sobre todo sl se wtilizan
donsnométy.os).

7. La adquisicién del maximo de informacién conflable de loc compuestos separados a fin de
minimizat fos problemas de idertificackdn y de falsos positives.

8. Minimizar ef fiempo de andlisis cromatografico (diez veces menas que con la cromatografia en

capa fina convencional).

9. Mini ef gasto de en fal de disoh y i la utilizacion de placas
{hasta 16 siembras en placas de 10 X 10 cm).

10. La maxima reproducibifidad, afectada principalmente por fa humedad, - itn de la cAmara,
modificackin de la mezcla del disoiver de desarrollo y la »




). PLANTEAMIENTO OEL PROBLEMA

Uno de o5 problemas centraies en Quimica Legel, enive ofros, % le identificacidn del

iplo activo de medk on un periodo de tiesnpo relstivamante corto.
La conflabliidad y rapidez del andlisis. dependers de los siguienies factores:
a) Cantidad de ta muestra. Ef sstudio se compiicard si s8ic s¢ cusnta oon razas o unos
cuantos milgramos de muestra.
b} Condiciones de la muestra. Si la muesira estd contaminada y no 5@ posee informacidn
sobre efla, ®f andlisis se compicard y serd mas lento ef estudio.

c) Instr 105 ¥y equipo disp
d) Experiencia del analista

Cerneralmente, cantidad y condiciones de ta muesira son factores que se pueden subsanar -

lic mas tra @ Inf ion sobre la misma. En cuantn a la experiencia det anallsl_a.' es
indispensable que este tipo de andlisis lo deberd de efectuar un quimico analista. Sin ermbaa‘y-go.‘ ei
punto dificil de subsanar a cono plazo es el que se refiere al equipo e instrumentos. de tal 1orfna que
éste se consideta un factor critico para el estudio de este tipo de muestras.
Aunque se conocen esquemas generales de andlisis para la identificacion de fdrmacos

(benzodiacepinas y an ). éstos ger e incluyen métodos instrumentales costosos,

o qua fos hace inaccesibles ala mayotia de los laboratorios de Quimica Legal de nuestro pals.

¥a que no todos cuentan con el equipo adecuado Ademds. dichos esquemas anallticos estdn

disefados para la icacion def 13 yOsus boiitos en fluldos baldgicos.

Por lo anteriomente expuesto. es necesario dispanes e un #squema analitico general para

fa identificacién rdpida y conflable de las principales benzodiacepinas y anoréxicos en formas

f: éut basadoen C grafla en Capa Fina como técnica de confirmacisn. cuys cotlo

y acceso. estard al akance de cualquiet laboratorio
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Como lss benrodiscepines y los anordxicos 80 producen en loma de tabletas,
comprimidos, QrRQeRs y capRulas, un minodo adk do req de la [ ]
principio sctivo contenido en o Mmadicamants, seguido de su identiicacidn presuntive y finaimente
su idemificacion confirmativa por Cromatografia en Capa Fina de ARa Resolucion.
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V. ORJETIVOS

4.1. Ohigtive Qenerak:
Desarrolisr un méiodo genersl de ansiisis que permila en forma répide y confiable is

identificaciin de benzodacepinas’ y anorémicos en medicamenios mediame o empleo de
Cromatografia en Capa fina de Aka Resolucion.

4.2. Quietivos Eapecifices;

1. Establecer un método general de i6n para b P y
presenes en medicamentos.

2. Evaluar reacciones con desartolio de color que permitan & identificacién presuntiva de
benzodiacepinas y anoréxicos.

3. fos st de disch para la separacid tografi

de benzodiacepinas y anoréxicos.

4. Selecclonar tos agentes de ravelado capaces de identificar y diferenciar benzodiscepinas
y anoréxicos.

5. Calificar el método cromatografico.
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V. HIPOTESIS

s que s b I~ y éxicos p de ionizack

con caracter basico ( pka emre 80y 116 ) y goilict imil en i y metanol,
seTAn susceptibles de ser etraldas a panir de un concentradoe acuoso akcalino por clofoforme o
mediante extraccidn directa con matanol.  Posteriormente, en base a su polaridad se podran
fesoiver & identificar usande sistemas  cromatograficos con disolventes de baja y/o mediana
polaridad y con 3 ayuda de agentes de revelado apropiados
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V1. DISERO EXPERIMENTAL

0.1, Senuraes ielerisias e Conmume.

€.1.1. Olesiventes (grado reaciive).

Acstato de W0 n-Heptana.
n-Butenol Touno.

6.12. Resctives.

Acido aoético.

Acido henscloroplatinico.
Acido Hrico.

Acilo percidrion.

Acido suiiirico.

Hitrouldo do amonio del 27 al 30% (pvv).

Cloruro féerico.
Formaldehido.

47

loduro de potasio.

Nitrato de blamuto.
Nitrato de cobalio.
Nitrho de sodiv.

Sulfato de sadio anhidro.

Tiocienato de potasio.



6.2, Sustancies.

TABLA It LISTA DE BENZODIACEPINAS Y ANOREXICOS ESTUDIADOS.

COMPUBSTO PORMA PARMACEUTICA  CONCENTRACION
Claracepam. Comprimidos. 0Sy2mg.
Clendiacepduido. Gragess Smg.

Camprimidos. 10mg.
Discepam. Tabistas. 10mg.
Oistlipropion, Tabistas y cApaules. 5mg
Fenfuraming. Tabistes. 0my.
Fengroporex. Tabistes. 10mg.
Fantermine. Cépauine. 15mg.
Fluniracepem. Comprimidos. 2mg.
Flursoepam. Chpauias. Wmg.
Lerscepam. Tobistas. 2myg.
Mazindel. Comerimidas. 1mg.

clpauies. 2mg.
0.9.4. Sustonsies de Reteronsia.

|. Discopaon, materia prims. Selucidn 2l 0.1 % en clereformo.
§i. Fenprapers, materis prima. Sekunién 2l 0.1 % en clorfermo.
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.45, Muterial

- Piaces de vidrio pars HPTLC de gol de 3ioe 80 F o, (Merck), de 5 X § om, con un
oapuant do cape de 0.20 mm.

- Cmara de duatrrelie pars HPTLC (Ossags, Marck), de 30 X 50 mm.

- Micropipate automgtics e 100-1000 .

- Micrepipate automdtica de 50-200 .

- Microjeringa de 10 .

- ABpores (stomizador).

~ Coldas de cloruro de sadie pars IR

- Tubos de eneayo.

~ Mertero can pialilo.

- Tuben copliares.

- Pigatas pastowr.

- Embude de vidrie.

- Vao de precipliedos.

- Papet filtra Whatman No. 4.

6.4.8. Rguipe.

- Lompars UV 254 y 306 nm.
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0.2. Matodclonla,

2.1, Obtencion de las musstras.
Del grupo de medicamenios conirolados 8¢ SEICCIONMON f4rMacos repreaentativos del
grupo de f ¥ paIa saf o on funcion de la frecuencia de andksis

on ¢ Laboratorio Quimico Forenss de I3 Procuraduria General de Justicia det Distrito Federa!. Se
analizaron fas diferantes formas farmaceuticas disponibles para cada uno de dichos firmacos, ast

COMO SUS L e que se especifican en la tabia it
Las tras o8 de! de drogas del Laboratorio. Se analizd un numero

de muestras de tal forma que las prusbas de desarolio con color se reaizaron pof duplicado,

que las L para grafia en capa (ina de alta resolucidn fueron por
sexiuplicado, mismas que s USaron pard I evaluacidn de s agentes de revelado.

§.2.2. Extraccion del principio active.
Come fos dos grupos de firmacos estudrados presentan solubilidades similares, se
ensayaron dos tipos de extracién: erraccién cloroférmica aicating y extraccién matandlica directa,

utifizando diacepam {comprimido de 10 mg) como muestra de referencia.

8.2.2.1. Extraccion clorofonmica.

£l métado de on on tritucar la (tableta, pnmido, gragea o &l
dela da) hasta la de un povo fino. El mismo se disolvid en agua, se agitd
hasta disolucion. Poster 8 fiNrg vy ict selea]mmﬁpnameonhidrd%de, .

amonio del 27 al 30 % (p/ v). Luego de adicionar cloroforma para extraer al rarmaco se permie
separar fas fases y se pipetad la capa clorolérmica. o =
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Se realizaron dos tratarmisnios pars la GATCOIN, (08 Cuales fusron s combinacion de.
8) volumen de agua pers disolucién: Sy 10 mi.
b)volumen de cloreformo para euirasccitn: 1 X S miy 2XSmi.

6.2.2.2. Extraccion matandliss directa.

La musatra 28 iriturd haata poivo fino y se diloMs en 2 6 S mi de metanol, con I8 finalided
de avalur la Influencia de los difereniss volumenss de disohurie 10bre I8 etracoidn. Luego de
agitarse, 88 centrifugd para seperar ise capas. E sobrenadante fue pipsteado y empisado para of
ondisis.

62.3. Prushas con deearvelie de eoler.

Para @ iderificacidn presuntive de bermodiscapines y anondwioos 88 siguid ol
precedimisnto que & COMiinuUSCIoN se deecribe.

Oospute de la evaporacitn del dachvente sobre un bafio maria, &l eiracto se feconatitiyd
on 200 1l e clorofromo. Se ampissron 100 (i pars cade une de les prusbas, que se desarmolieron
de la sigutente forma:

A) Reaccién de formaidehido/soigo saiinico (spéndics B) pers 18 iertiioncion de Banzodiacepies:

En un who de enasye &0 Meacis ls museirs ( 100 | ) con Wes getas del reactivo de
formaidshido/fcldo sulirico y 5o celsd on un baflo de agua a ebullicién por un Mminuto,
regiuirandoss ol color producio.

8) Reaccién de Lisherman (vor apsndice §) pars idertificacién de anoréwioos.

Se celecaron 100 W de ls Mmusalrs en un Wbo do SrRSYe ¥ 80 afiadieron Wes gotas de
resctivo @0 Lisharmaen, cateietngoss 8 reaccion par o empiss d» un bafle de agus 3 ebullivion
urante un minuto, regiatréndoss el coler deasrraliado.
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Paralslemente 2l desarrolio de (9 prushas 8e CoMd un BleNco y UN control posAive de
discepam y fenproporex.

02.4. Andiisie por IR

€1 eviracto obianido fus eacado oen Sullslo de sedio anhidro, 50 ARG, ¥ 80 SVapoNS &
sacueded en befio maria. Posterionmens 88 reosnaliiuyS 0sn Glorolonmo y Une ailoudta de! mismo
0 apliocd sobre uUna osida de cloruro de sodic. Finaimens 8 ShANVC of SApEcID infrerrojo del
Siracto, MieMO qUE 88 COMPArd con ios  GSpECKes feporiedos  on is Mersturs, para
. identificacién final det principio activo eiraldo.

02.5. Cramutografis on caps fing de alle resslusion.

El sxirackn clerofSimico 88 recsneiiuyé en 30 14 e cloroformo. Con Is syuds de capliares
calibrados 30 aplicaron 1-2 1l de Is 8alucién en forma de purta sobre les cromatopiaces HPTLC
(ovarmante ratades 0on solucidn de KO 0.1 N en nwtancl) a ¢+ cm del borde inferior de iae
mismas y o dajd shdv 8 una distancis de 3.5 cm junto con las solucienss de referencis on s
stomas de dachentes:

1. claroforma/metancl (80:10).

2. HeptanoAnkusno/distiaming (75:15:10).

3. Hoptano/acsieto de etile/etensihidrévido de amenio del 27 &l 30 % (V) (70:70:10:5).

Los primeres dos se eligioran en funcién de 847 lee Mis empisasios on los lsberaioriss de Quimice
Foramae (2, 10 -20, 20, 32, 41)y o Wrosro on Sae0 3 @b 68 Un busn aislema pera
benzodiactpines (33).

) £1 @maraio cremetogréAos 56 reslag 60 GAMAS Previements aekrads. Cada dos corrides
00 cambid ol sistoma @ dinabwnies. Laa convivienss ambisisiss durante ias @sterminaciense
fusron Ung temperaiura premedtio @ 23.70C y uUne humedad relaiive premadie de 30.72% .
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§2.6. Evaluacion de los agentes de revelado.

Desputs del desamollo de ia piece, oels fue retirads de is cémara y secade ol aire.
Primeramenis 38 evalud bajo a ka UV 254 nm. Despuss de el se fociaron e agentes de
reveindo (spéndice B) y 59 anataron 10s colores deaarrolisdos. Los sgenies de revelado svakudos
fusron los siguienies:

L todo.

. UV 254 nm.

N  Reactivo de Dragendorfy.

IV.  Solucion de tiocisnato de cobaio.
V.  Solcith de ninhidring.

VI Reacivo FPN.

VH.  Solucién de dcido suMturico al 0.5%.
Vill.  Solucidn de lodo-piatino scidicado.

62.7. Calificacién dal méteds cremalogrifico.

Para proposios de identiicacitn, (e reproducibiided de ks Rf es determinorte pera
asegurar la conflabiided de los reaultados. por lo (and0, 88 Procedid & efectuar sels corrides
simuRiness en iguales condicionss experimentaies pars cada una de les Muestras a fin de conocer
I8 preciaion del métado en cusnio a los valorss de RY obienidos. En esie paso de eluyd una solucién
de referencia de ines y

pem y fenpropo P

A U vez o8 deter los coeficientes de lecitn exiaientes entre los difersnies
sislemas cromatograficos, (o anterior con la fi [ ] L] de lss propiededes
crom¥egrafices entre (oc sislemas. Si loa cosficieniss de cofreiscién son bejos, emonces de
obienirs Mayor informacion de la sustencia, puse (o amlerior indice que I8 susiancie de iveres

pressnia difererse R para cada sistema, por io que auments is probabiided de identificacién.
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Mhm&hMﬂM(l)uMhmmz
t= pAY-0X¥
(n1)§, S,
dende S, y S, son lss dewviaciones sstindar de X y Y, respectivaments.
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Vi. RESULTADOS

7.1. Exiraccion det Pringigio Active,
Las figuras 1 a 4 muesan los espectro (R de un comprimido de 10 mg de discepam

usizado como s de ia. Los eep 30N resultanies de be procedimientos de
enraccidn cloroféimics y metandiica.
166, 004

v LDQ—VW%M
2

0. 0 .
&0l 1500

1000 ou

FIG. 1. Esp IR que P '] ibn de un de 10 mg de diacepam disusito en 10 m!
de agua y extraido con (1) 1 X 5 mi de CHCl3 ¥ (2) 2 X 5 mi de CHCl3. No se observa dferencia significativa

entra ambos procedimientos.

T

Al !

ZZ

b0
&y

FIG. 2. Comparacion da la da un p do diacep da 10 mg disualo en § mi de agua y
srtraldo con (1) 1 X 5 mide CHCI3 y (2) 2 X § mi de CHCly - No se aprecia diferancia entre o8 ratamientos




192,99,
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2
1
0,1 + *
2600 1500 1w cnt

FIG. 3. Espactios IR de diecepeim 10 ing extrakdo con (1) 1 X S mi de CHaOH y (2) 1 X 2 ml de CH30H, Se

obsarva mayor drea de las bandas con la primara extraccion.

1oy, 6.
.

LNy - - .
£U00 1580 - Ll - (I . et

FIG. 4. Compararacién de los espectios IR resulantes de dos p de (1) extraccion
metandiica directa y (2) axtraceidn cloroférmica elacalina.’” Se observa mayor draa de las bandas con el
prizner procedimiento. -
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7.2. Prushes oot Desarralle de Colet,

La siguiente tabls museirs los colores obienidos al aplicar of reacivo de Lisbermen y sokucién
de formaidehido/ Acido sulfinoo a las dvbraas benzodidospinas y anorduicos.

TABLA N. PRUEBAS CON DESARROLLO DE COLOR
PARA ANOREXICOS Y BENZODIACEPINAS

REACTIVO
SUSTANCIA FORMALDEHIDOM 80,4 LIEBERMAN
ABRIODIACEINAS
CLONACEPAM ANARANADO NOCOLOR
CLORDWCEROXIDO ANARANMDO NOCOLOR
DINCEPAM ANARAMNIADO NOCOLOR
FLUNITRACEPAM ANARANIADO NOCOLOR
PLURACEPAM ROSA NoCOLOR
LORACEPAM ANARANJADO NOCOLOR
S ANOREXICOS
DIETILPROPION NO COLOR AMRLLO
FENFLURAMINA NOCOLOR AARLLO
FENPROPOREX NO COLOR AMARLLO
FENTERMINA NOCOLOR AMRLO
MAZINDOL NOCOLOR NALO

color o) aplicer @ ios etiectes ol Feactivo de Lisheiman,

mudhmummmum.m. En cambio, 8 primers de
o8ins prushen apliicads @ ios aneréricos, deanrrolls color similer 8 los repariadon.
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7. catisisan B,

8) Anorduicos.
La tabln V museira (a frecusncis de 88 principaies bandes de abeorcitn oblenides para s
anoréxicos estudiados. LOs espectros fusron oblenidos aplicando of ewiracio sobre ventenes de

cloruro de sodio en forma de paliculn. Los eapectros (R chienidos 80 encusniran en las Agwas 5 &
9.

TABLA V. BANDAS DE ABSORCION PRINCIPALES ENEL IR
DE LOS ANOREXICOS ESTUDIADOS.

FARMACO REOION (oY)
DIETHPROPION 1087, 1500, 1228, 738, 851
FENFLURAMINA 1380, 1204, 1167, 1120, 798
FENPROPOREX 1582, 1218, 744, 701
FENTERMINA 1602, 1384, 1308, 725, 703
MAZINDOL 1650, 1064, 1008, 705, 675
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b) Bensadiscepings.

Las frecusnciss de (st principales bendas de absorcién de ias benzodiecepines eatudiadas
20 NCUINANan resumides on ie tabin VA, Los sspectro IR de las benzodiacepinas 56 encusniran en
fos figurse 102 13,

TABLA Vi, BANDAS DE ABSORCION PRINCIPALES ENEL IR
DE LAS BENZODIACEPINAS ESTUDIADAS.

orwpro REQGION fam 1)
CLONACEPAM 1806, 1915, 1539, 1298, 750
CLORDIACEPOXIDO 1827, 1560, 1284, 830, 705, 698
DIACEPAM 1680, 1800, 1128, 739, 807
FLUNITRACEPAM 1008, 1811, 1524, 1338,1101, 748
FLURACEPAM 1677, 1612, 1215, 1100, 747
LORACEPAM 1008, 1615, 1139, 1100, 781
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7.4. cromganrefie on Cone Pie s Alla Anaalicide.

Los velores RY presentes on las tablas siguisntes 5on ios valores promadio de sei corrides de
cada uno de los (4TMACOS, PUSS NO 80 ODAENVS diferencis eNY ise SHMITINACIONSS Par 0 QUe 88
©one)derd of miamo velor.

) Benzodincapines.
En las tabiss VI, VIII, IX y X @ pressnisn ios vaiores de Rf y Ret pramadio de seis corrides

obtenidos Guperireniaimente DErs DERZOAISCIDINAS 8N tres Sistemas de disoventes.

TABLA Vit VALORES DE RT Y Rat DE BENZODIACEPINAS EN EL SISTEMA DE
DISOLVENTES CLOROFORMO/METANOL (90:10).

SENZODACEPINA " Rue e
CLONACEPAM 0.4714 0.8481 0.8250
CLORDIACEPOXIDO 0.4420 0.7948 0.7750

DIACEPAM 0.567 1.0000 09750
FLUNITRACEPAM 0.5871 1.0000 09751
FLURACEPAM 0.4200 0.7682 0.7500
LORACEPAM 0.2741 0.7 0.47%0

Snuty, reBvo 8 Gibcopem. Saly, reive o ngreporex,

Do scusrto ¢ ioe RY on st sistame, of ~ o mismo RY y o velor

y P
Mt 8o, on 18ric que of loracepam ene of RRT Mencr. Los restanies tenen valores que oscilan entre D.42 y
047.
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TABLA VI VALORES DE RY Y Rt DE BENZODIACEPINAS EN EL SISTEMA DE
DISOLVENTES n-HEPTANO/TOLUENC/DIE TRAMINA (75:15:10).

SHEOACIMNA ) Ret* (V)
CLONACEPAM 0.0000 0.0000 0.0000
CLORDWCEPOXIDO 0.0000 00000 0.0000
OWCEPAM 01571 1.0000 osme
FLUNMTRACEPAM 00714 0656 0263
FLURACEPAM 0.1867 1.1818 0.2
LORACEPAM 00000 0.0000 00000

iy, releivo & discepam. ey, reletvo @ fengreperer.
Bejo esle siaieme de y no
paride. que L y L bion

iyt el purio de

TABLA IX. VALORES DE Rf Y Rt DE BENZODIACEPINAS EN EL SISTEMA DE
DISOLVENTES n-HEPTANO/ACETATO DE ETILO/ETANOL/HIDROXIDO DE AMONIO
DEL 27 AL 30 % (pv) (70:70:10:5).

BEMZODIACEPINA a ne, R

CLONACEPAM 03714 0.1954 0.7878
CLORDIACEPOXIDO 0.2285 0.4210 0.4848
DIACERAM 05428 1.0000 11615
FLUNITRACEPAM 0.4857 0.8047 1.0303
FLURACEPAM 04571 0.8421 0.9696
LORACEPAM 0.2000 0.3684 0.4242

SRaty. toietivo # iacepam. DRey. reletivo @ fenproporer.
Todas les benzodiecepines bejo esie sistema se 32paran Unaw de otres 8 lo largo de ls place.
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TABLA X. VALORES DE R Y Ret* DE BENZODIACEPINAS EN TRES

SISTEMAS DE DISOLVENTES.
SEXZODACEPINA sisTEMA
1 ] ]
R Rsty, Rsy, R Rely Rsty, R1  Rely Rty
GLONACEPAM 04714 0.8481 08250 0.0000 0.0000 0.0000 0.3714 0.1954 07878

CLORDIACEPOXIDO 0.4428 0.7948 0.7750

DIACEPAM 05571 1.0000 0.9750
FLUNITRACEPAM ~ 0.5571 1.0000 0.9750
FLURACEPAM 0.4205 0.7802 0.7500
LORACEPAM 02741 0.487t 04750

0.0000 0.0000 0.0000
0.1571 1.0000 0.5760
0.0714 0.4545 0.2631
0.1857 1.1818 0.6042
0.0000 0.0000 0.0000

02205 0.4210 0.4040
0.5428 1.0000 1.1515
04857 0.6047 1.0303
0.4571 0.8421 0.9006
0.2000 0.3884 0.4242

llyn-unm Rely resisiivo 8 fenpreporex.

(90:10) 2% hopter

(75:95:

10)
ywmummmamununs (’N)UO?D 100)

Aqul 38 resumen los vaiores de RY y Ret de e

una visuskrecion més rapide de los fesuliados obenidos.
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) Anoréhicos.
€n jas Sobles X1, Xii, Xt y XV 50 prensntan los velores de R y Rat promadio de sies conides

oblenidos sperimentaimente pars sRonuicos.

TABLA X1, VALORES DE Rf ¥ Rst DE ANOREXICOS EN EL SISTEMA DE
DISOLVENTES CLOROFORMO/METANOL (80:10).

ANORSXICO ~ B Y Ratp
DIETRMROPION ) 1906 10750
FENPLURAMINA 0.2240 00183 0.6000
FENPROPOREX 08714 1.0088 1.0000
FENTERMINA 0.9871 osae 0620
MAZINOOL 08 08183 0.6000

Omaty, reietve 8 dacapam. Sitsl,. retstive
106 Gnerieicon loniuruming ¥ PABinGl 0o 0500 alobame Uonen un A igul, RS QUB &5 ¢! velet minimo
on comparaciin Slongs ol BN Pere ol sprepitn.

69



TABLA XN. VALORES DE Rf Y Rt DE ANOREXICOS EN EL SISTEMA DE
DISOLVENTES n-HEPTANO/TOLUENC/DIETILAMINA (75:15:10).

ANOREXICO ~ st asp
DIETILPROPION 05857 ar2m2 2.1578
FENFLURAMINA 04000 25464 1.47%
FENPROPOREX 02714 17272 1.0000
FENTERMINA 02428 04414 ogsa7
MAZINDOL .- DDBS. . DABIB TS 010827

R84y, relativo a dlacepam, PRt relstivo @ fenproporex.

La mayor resolucion de anoréxicos con esie fase movil ests entre of dletliprop y
Los dos Isstantes, sunque sus Rl son proximos pueden dferenclarse. NS ©

TABLA Xil. VALORES DE Rf Y Rst DE ANOREXICOS EN EL'SISTEMA DE
DISOLVENTES n-HEPTANO/ACETATO DE ETILO/ETANOUKIDROXIDO DE AMONIO
DEL 27 AL 30 % (pv) (70:70:00:5).

ANOREXICO RY Rsty® Ratp

DIETILPROPION 0.0000 00000 00000
FENFLURAMINA 02428 04473 05151
FENPROPOREX 0.4714 0.8684 1.0000
FENTERMINA 0.2571 0.4736 05454
MAZINDOL 0 1857 03421 03939

R8sty ralativo a diacepem PRy, reiatvo a tanplopom; ST
Por 8l empleo de asta fase mévil el dietilpropién no migié del punlo de partida  Fenfluramina. fentermina y
mazindol cuentan con viiores de R de dimenslones similares, pero aun asl s resuelven bien aunque no
tanto como fenproporex



TABLA XN. VALORES DE Rf Y Ret* DE ANOREXICOS EN TRES

SISTEMAS DE DISOLVENTES.
ANOREXICO SUTRMA
) 2 3
Rt Rety Rot Rf Rty Rat, N A, N,

DIETILPROPION ~ 0.6142 1.1025 1.0750 0.5857 3.7272 2.1578 0.0000 0.0000 0.0000
FENFLURAMINA ~ 0.3248 0.6153 0.0000 0.4000 25454 14736 0.2428 0.4473 0.5151
FENPROPOREX 05714 1.0256 1.0000 0.2714 1.7272 10000 0.4714 0.8884 1.0000
FENTREMINA 03571 06400 0.6249 0.2428 0.4414 08947 0.2571 04736 0.5454
MAZINDOL 0.3248 0.6153 06000 0.0285 0.1818 0.1052 0.1857 0.3421 0.3938

"Rty relelivo # Glacepem, Rel 1eistivo 8 fenpropores.

1= (90:10) - (75:18:10)

= Hep de de amonio del 27 ol 30 % (p/v) (70:70:10.5)

Los resutindos de ios velores de R y Ret obtenk p pare on
de "» aqul.
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7.5. Sohscidn de los Aneries de Revelnde.

En ias tablss XV y XV1 80 snousniran los ocolores cbienidos con los diversos agenies de
revelado para BEnzodiacepings y SNoréwicos, junto con sus Y en loe tres sistemas de disovenies.

TABLA XV. VALORES DE Rf Y COLOR DESARROLLADO* CON LOS AGENTES
DE REVELADO DE BENZODIACEPINAS EN LOS TRES SISTEMAS DE DISOLVENTES

BENZODIACEPINA USTEMA* AGENTE DE REVELADO?

1 2 I mow v vi Vil vin
CLONACEPAM 04714 0ON00 03714 +  « + o+ AU CAF  CAF

NC
CLORDIACEFOXIDO 04428 00000 02285 + + ¢+ ¢ ANA NC NC vio
NC

DIACEPAM 05571 01571 05428 +  +  + o AMA CAF  CAF
FLUNITRACEPAM 05571 00714 04857 + + + » AZg NC CAF  CAF
FLURACEPAM 04285 01857 04571 + + + + AMA NC  AMA VIO |
LORACEPAM 02741 00000 02000 + ¢+ e VER NC NC CAF
LIEY (90:10) 2 {76:18:10)

Js » @ amonio det 27 8t 30 % (pV) (T0:70:10'5)
D i vaperss @e lodo. Wa UV 2B4AM. W= d Ne oo de
cobgllo. Ve FPNy SRE UV 306 . W = Spicidn de ninhignne y
posisrior expesicitn 8 luz LV 396 nin par 10 minuine. Vi @ Solucion ge HSO4 ol 5% hasie ransparencie
de la placs y p e €9 1060 PASNnO §ciAifcado.

' Cotgo dv comores: ANA = ONerINSED. AMA = emero, AZ-g*arvigrs, AZU=arul. CAF = g,
NC = nocolor, VER® verde, VIO = vislete
(#)1. CaM. K. Oucwro; . Anarenjado. V. Arui.
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TABLA XV, VALORES DE R Y COLOR DESARROLLADO" CON LOS AGENTES
DE REVELADO DE LOS ANOREXICOS EN LOS TRES SISTEMAS DE DISOLVENTES

ANORERICO L AGENTE OX REVELADOP

t 2 3 ' " m NV A w w
DIETLPROPION 06142 05857 00000 L NC CAF vio
FENFLURAMINA 03248 04000 02428 ¢ &« + ¢ NC CAF vio
FENPROPOREX 05714 02714 04714 + L NC NC vio
FENTERMINA G571 Q2428 G257t ¢+ ¢+ o0 viIo CAF NC
MAZINDOL 03248 00285 01857 ¢+ + ¢+ o+ NC CAF CTAF

4= 90:10) 2= Wy ik {75:18:10)
3= haplons/scetale de silcvetnelhitré side do anamio del 27 of 30 % (pv) (70:70:10:8)
o aperes @o fogo. #=Lug LV 264 . 1 = Reactvo de Dwagander. N = mamma

cobolle. Ve PNy @z UV M8 am. V=
mcwwasamwwmu w-m-m,dummuonmn
ve wa €0 iggo-piatine ackifcato.

° @0 colovn: ANA = gnartnjade, AMA = amediie. Azg=anvigie, AZU = anul, CAF = cald
NC=nocolor, VER =venis, VIO = visltn
(#)1.Calt: £, Oucuro. &, Aneranjnde; ¥, Apul.
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7. Calificacion del Métoro Crometonrifise,

A) Precision del mitodo en cuaro 3 ke Rf.

Los vaiores de R presantes on ias tablas VI @ XIV son jos valores promecko de sefs
cotridys de (08 vakres oblenidos experimentaimente.
B) Cosficientes de correlacidn.

Las sigulentes tablas muestran fos de Hack

aparty de
os Rf y Rst entre fos diferentes sl de disolvent k

TABLA XVl COEFICIENTES DE CORRELACION DE LOS Rf ENTRE LOS

SISTEMAS HPTLC PARA BENZODIACEPINAS

SISTEMA 1 2 3

1 1.0000 0.4152 0.7547

2 0.4152 1.0000 0.7917

3 0.7547 0.7917 1.0000
1= clovofonwmnol (!) 10) 2= heptanatoluenoidietilamina (75:15:10)
3= de amonio del 27 nl30'l(plv)(70 70 |D'S)
Los tres sistemnas non de ampl Juntos pera 1 i lacep debldo a
s balos coeficlentes de correlacitn
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TADLA XVW. COEFICIENTES DE CORRELACION DE LOS Rel, ENTRE LOS
SISTEMAS HPTLC PARA SENZODIACEPINAS

SHTEMA 1 2 3
1 1.0000 0.4150 00079
2 0.415¢ 1.0000 08764
3 06079 08764 1.0000
= cloraormo:metar ol (30:10) 2= hep (75:18:10) -
3= heplano/acetato de eillo/stancl hdrénido de amonio del 27 af 30 % (pv) (70:70:108)
::':'!*““ P n e de hejas, por io WO 80 puaden smpleir 8 le Vaz para ol

TABLA XIX. COEFICIENTES DE CORRELACION DE LOS Rsy ENTRE LOS

SISTEMAS HPTLC PARA BENZODIACEPINAS

SHTEMA 1 2 3
. 1 1.0000 0.4158 0.7540

2 0.4158 1.0000 0.7918

3 0.7548 0.7918 1 0000
= cion Aol T01G) Zhepmnoion TSR -
3= hep de et de amonio del 27 &l 30 % (p) (70:70:10:8)
Couiich de bejos son pors e tres. 907 1o a0 @3 posibie el smpleo de
fos tree [ 1] e pi do identifcacion.
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TABLA AR, COEFICIENTES DE CORRELACION DE LOS R ENTRE LOS

SISTEMA HPTLC PARA ANOREXICOS
SRTUMA 1 ? 3
1 1.0000 08024 2010
] 06024 1.0000 040
00123 0483 1.0000

1= clorslorme/matensl (§0:10) 2= hoplane/ohasho/ Gelleming (76:18.10)
% hoplane/scettis do sBseinnelhidrt igs do amenio ¢ol 27 ¢ 30 B (V) (70:70:10:5)
() majer costcionts 86 COMSINCION 8N cuSro © 100 MY PAre anortsices Sold onWre fos sistomes 1y 2, Puss of

VaIot 00 €0 DAjR MAgNIIE, 15 QUO PrOPIrTIons MEYSr INforancibn.

TABLA XXL COEFICIENTES DE CORRELACION DE LOS Ret, ENTRE LOS

SISTEMAS HPTLC PARA ANOREXICOS
SIBTEMA 1 2 3
1.0000 073 00020
] onwg 1.0000 Q4072
0.082% Q42 1.0000

mm 10 2= (189
o dinuinsaihisbaits 6o antanis del 27 & 38 % @) (TO-10.108)

lon‘-u“—| 209 ¢ qub prvEnid U oINS 6B ConViacitn o oan @
falg g 0n anerteese, n“nﬂﬂ”'ﬂ.‘mmm:”ﬂ.
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TABA XXi. COEFICIENTES DE CORRELACION DE LOS Reyy ENTRE LOS
SISETMAS HPTLC PARA ANOREXICOS

SNTEMA 1 2 3
1 1.0000 00042 0.0020
0.0042 1.0000 04003
0.0830 0.0 1.0000

a-mummw) 2= hoplane/shnns/detiaonie (78:18:10)

Go amenie Gul 27 41 30 % V) (70:70:108)
mnh.uwunam‘ 2 fue o Quo preaartl of majsr coslichels & .
CUnainsiin, Yo QU UR VElNr MERS! Prop y pom i ideniifioasitn. '

t
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V. DISCUSION DE RESULTADOS.

.1. Katrencige dal Prisinie Active.

Este procedimiento fue desaitofiado para 'a identificacion de clonacepam, discepam,

opdxido, L distipropitn, mazindol, ferderming,
fenfiuraming y fenprop Elpe quisre aolamente de una extraccidn.
Parala ael principlo activo de 0% Solidos, se L]

empiea de disoventes de solubliidad selectiva {36, 37). Conforme a lo anterior. y de acuerdo 2 los
resuitados de (3s figuras 1 2 4, @ clorofarma y of metanol poseen fa mayor capacidad de disotucion
sobre o farmaco y bajo podet solubilizante da los excipientes

Los

de agua y disol 8 selscch de acueido a las solublidades

P para b P y (8, 12, 42} €n of caso de la solubildad en agua. o
paot de los casos fue con diacepam que es ligeramente soluble on agua (1:100 - 1, 000 partes)
Con respecto a 13 solubiidad en los disolventes los casos extremas fueron con clordiacepdxido y
flunitracepam. e primevo es ligeramente solubie en clotoformo y of segundo es soiuble 1:100 partes
de metanol . De las figuras 1 a 4 sa obserwd que con los volume de agua y di k

se obtuvo suficiente cantidad de muestra para ef andfisis. de tal forma que se empied uno stio
disovente (clofoformo o metanol) y la minima cantidad del mismo para ambos grupos de sustancias.
Asl que los disolventes cloroformo y metanol maostraron mayor efecto de disolucién sobre el principio
activo y #scaso poder de solubik de los xcipie

Como las i y fos anondyi son bases " jubles en los

disohentes organicos, fa extraccidn de ésios. fue raaiizada con cloroformo a parti de una solucidn
acuasa alcalima. De #sta forma se obtiene la base libre del fArmaco en aquellos casos en donde el

principio active esta presente come (a sal en of producto farmacdutico.
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Como e pusde obesrvar por (8 intensiied de ise bendas en les figuras 1y 2, In extraccién
fue independiente de iss voiimense de agus y clurolormo usades, Pues no Gusle gran diferencie
ontre o8 dveraos irstamisnios. Por olro lado, tal como 80 apracis on (8 Aiguwra 3, o8 Mejor e
extraccion con S mi de metanol en lugar de 2 mi. De acusrdo 2l Agura 4 80 inflare Que fe evtraccidn
aatandica 68 mejer que i clorolrmics. Sin embargo, eale procedimiento de extraccién, preaenta
Isa desvertajs de que 8 exracio 68 MLy CONCENIradd ( AESVENINS Pera #Sie CB80 on pariculyr ), io
GUE COURS INCONVenionies tanto en o comportamiento cromeiogrifico como en las prushes con
* desarrolic de color. En ¢f primero de los caecs of valar de Rf varia 3l preseniar ia moldculs otro
radical (ol clorhidrato provenionte de is saf), adernda de que of sistema “colea” 3l sumeniar ls
cantidad de musstra aplicada y aparecen manchas on ¢l frente del disohente  £n ol segundo caeo,
of color desarroliedo por uN TESCtVO en particuler pueds variar por alro radical presente en kb
molécula que 30 estudia, s saies pusden dar diferenie color dabido 8 cambios en e pH

" ESTA TESIS WO Drer
SAUR DE LA BIBUODIECA



8.2. Pruebas son Desairolio de Color,

Este tipo de pruebas no son det lodo especificas, ias que se eligieron proporcionaron
informacién suficiente para la identificaciin presuntiva de las benzod:.cepinas y anoréxicos

estudiados. Las pruebas usadas fueron las de Lieb y la de
suMfurico.

De acuerdo con Clarke (12), fa reaccidn de Lieberman se emplea para a identificacion de
anoréxicos. Aunque se desconoce el principio de [a reaccion, se ha observado que con este
reactivo se obtienen diversos colofes. Para dietilpropion y fenfluramina se ebtuvo un color amaritio,
lo que coincide con o reportado, en cambilo, No se reportan los colores desarfolados por mazindol,
fenproporex y fentermina En este ensayo se observd que los anleriores desarrollaron una
coloracién amarifa Sagun Clarke (12), aigunos compuestos que contienen dos anillos bencénicos
monosustituldos (o algunos compuestos disustituidos donde el fllor es e segundo sustituyente) los
cuales estan unidos a un Atomo de carbono o adyacentes al Stomo de carbono desarrollan un color
que varfa de anaranjado a café; por lo que era de esperarse que el mazindoi presentara una
coloracién simitar,

£n base a su estructura quimica el fenproporex y la fentermina deberian de desarrollar un
color anaranjado, que es producido por compuesios bencénicos monosustituidos no unidos a
grupos C=0, N-C(=0) 6 C=N.O.

Aunque los colores obtenidos experimentalmente para mazindol, fenproporex y fentermina

no p a lo rep , hay que tomar en cuenta que el color broduudo
depende de factores coma: cantidad de t3 muestra y las condiciones de lé prueba (temperatura,
pH, presencia de material ajeno. etc.). et i

Con respecto a las berzodiacepinas diacepam, . - fi e
unitraceparm,  clonacepam y loraceparm; se wlilz of reaciivo de formaidehido/H,SO, para su

P P
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wentificacion presuniiva. Con este reactivo tas benzodiacepinas gsneraiments dan un color

jado con la de ¥ tlozapine (amaniio) y M pam (ross), lo que
ponde a o y togl on la 1abia IV. Probsbiemente ol dcido del resctivo quees a 3
vez ovidanie y deshidratante realiza primero una 6n de oS atomdlicos con ol

formaldehido y luego oxida s ' 3 productos ¢

81



. A.Anonéxioos.

Modisne o eaugio de los epeciros (R de 1o anoréxicos estudiados, 88 ntiACaran los

principaies rupos s, cuyes frecusnciss en of infranolo s encueniran en e tabla V, jumo
0N sus aspectros IR.

Para ios anoréwicos dietipropitn, fenproporen, fenterima y fenfuraming fue comon
encontrar bandas de intensided verisbie a media en ~700, 750 y 780 cm-' que se oniginan por is
deformacién C-H del anilio sromstioo Rera det plano.

Ssndas de intensidad fusrte y verishis producidas 2 ~750 ¥ 70D cm-’ o deben a s

del anito b pars disipropion, fenprogorex y fentermina (figurse 5, 7y 8).

50 obaervd una bends en ~786 cm-T Que comsaponde a 3 URMUCISN MEta en ol CaN0 de
fenfiramina (Ngura 8).

L.as bendas ertre 1228 y 1204 cm! de intensiciad madis 8 8tH son devidas al estiramisnto

C-N de 1as aminas. Lac aminas primaries (ferdermina) v d fluraming y fenpropores)

presentaron otra bands de | idad media 3 dédi ionade pot la 6N N-H. dicha barvie
08 0bserve on (a regitn de 1002 a 1582 cm-!.

En ol eapactro conespandients a Setipropion ae abservd ia presencia de una banda imensa
obrca de 1887 ', del carbondin (ar pr on la molicuia. También se

ideraicd una banda en 1580 cm-' origineta por of estiramisnto C-C del aniio aromatico

€} grupo CF en la molécule de fenfluraming se ideniifict por la presencia de dos bendas
fusries on a region de 1120y 1167 cm!.

La fevtormina preasntd dos bandas en 1384 y 1308 cm'!, caracteristica de la deformacidn
C-H del grupo gem-dimeti
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€1 mazindol fue @ Gnioo de o8 aNOKAKICOD QUE NO (rasentd estruchura similar a los
amderiores. Sin embargu, se cbearvd una benda en 1080 om'! que comesponds Al estitamiento C=N.
Tambidn se cbesrvd una bands en Ja region de 1084 omyv' que comssponde 8 ia defarmecidn O-H.
Labanda ce infensidad media en 1086 cm ' o5 caractertaiica del estiramisnto C-CI.

8. Benzodiacepinas.

Debido 8 que fas benzodiscepinas presentan ssiructura similar, fue posible su identificacién
con base a las diferencias peneradas por los diversos grupos funcionsies presentes. La fracuencia
de 28 bandas IR de las benzodiacepinas e encuentran en la tabla VI, junto con los espectros IR
oblenidos.

Fue comun encontrar bandas de fuerte intenaidad enfre 1695 y 1677 cmy! asignadas al
carbonilo de la amida (excapto clordiacepdxido), asl como una banda de Intensidad medi a fuente
ontre 1627 y 1600 e que corresponden al estiramisnto C=N. Otro tipo de bandas comunes (ueron

fan observadas aproximadamente a 700, 750 y 850 om-', de la def C-H del
anilio aromdtico fuera del plano.
€n los esp del ¢ y flunftracepam (figuras 10 y 13} se observaron bandas

entre 1570-1500 y 1370-1300 cm ! caracteristicas de molculas que poseen grupos NO,.

El clordiaceptudo (igua 11) pr 6 una banda de intensidad media en 1583 cm!

ofiginada por i3 deformacsin N-H de la amina secundaria unida al anik, asl como otra banda en
1264 o' debida al estiramiento C-N de la misma
La banda de intensidad fuerte observada en 1101 y 1103 cm™', respectivamente de los

= de pam y f pam (figuras 13 y 14) cormesponden al estiramiento C.F. €|
fluracepam presentd una banda medians an 1215 cm-! debida al estiamiento C-N de la amina
terciaria alqullica
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El diacepam y loracepam (figuras 12 y 15) pressniscon bandas en 1126 y 1100 om '
reapectvements, atribuides ai eatiramiento C-Cl. En o sapectro de ioracepam 5 0NV una
banda en 1133 cm-! cormeapondiante & le deformacion O-H.

Las bandas principsies da sbaorcidn en of IR de 108 Qrupos fuNCoNsies Para ios aNONPXICOs
y pinas que se on las tablas Vy VI, asi como su frecusncia @ inmensidad hen
sido reportades por Clerke (12), Creswell (14) y Siversiein (15). Dichos grupos funcionsiss. su
regidn en of IR, su imensidad y la comperacién de espectros (R obtenidos con ilos reportados
parnitid deduci que ls sustancie p ala on
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84. Cromaloniaia en Cage Fina de Al Resolucion,

Los valores piomedio de ios Rf y Rst de ias benzodiacepinas y anoréudoos estudiados en
fos tres sistemas HPTLC (sistema de disolventes 1, 2 y 3) estan regiatrados en lse tables Vil 2 XV,
Para la obtencion de ios RI se emp fos; [ de la foroformi

que coresponden al fArmaco en forma de 1a base libre. No se emplsaron ios exiracios metandiicos
para o estudio ys que % hub p dos it imp Primato, of extracto

obtenido estarla muy concentrado, pof io que L fa c fico por sob )

do, o p rafico varla al presentarse ja molécula en forma de
clorhidrato; por lo que soh extraidos como tales con metancl, en los cua'vs ef Ci favorecstla sy
etlucion a diferencla de un grupo amino cuya eluckin se retardaria. ’

E) tratamiento previo de tas C con KON dlico fue (il ya que permitid

obtener h mas definid Ademds, of empiao de este tipo de Jgenies de

i [ isminuye el tiempo de retencidn (vatores de Rf mayores) debido a que of

oy &

KOH reacciona con & gel de silice ocupando sitios activos del mismo (12, 18, 17). Este efecto,

puede ser apreciado de aiguna forma al P ios RY reportados ded dietiipropsdn y d
obtenidos al realizar o desarrotio cfomatografico sobre placas tratadas y no tratadas con KOH
metandlico, empleando come eluente metanol amoniaco de acuerdo a la tabla 1.

Philips y Gardiner (19) 1 que al o i sobre placas

“bdsicas” y empleands como sluente clof, i se meg a Al . Skendo aun

mejor cuando se usd ciclohexano/bencencidietilamina. Con base a lo amerior sa procedit at empieo

de las mismas  De ko anterior sz deduce que las placas “basicas® fueron Uftiles para la separacion

de compuestos oon caracter basico como b di af icos, b aminas. etc.,

on genaral compuestos nifogenados.
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ta cantidad de sSustancia por aplicar y su dres sobve la cromatoplaca,  se
eslandarizé ¢ empiec de HPTLC. Elfipo de disoivente es importante para

of tamafio de 1a mancha de partids.  Aligunos disolventes difunden (a sustancias en forma circular
sobre ¢l punto de partida, mientras que otros no ( 2, 16, 17 ). Se selecciond el claroformo como
disoivente de apICACION debido 8 que 8 volatil y de baja polandad de tal forma que no se difunde i3
mancha.

L3 aphcacidn en punio de 1 a 2 i de I3 solucidn del extracto de b muestra. evite fa
apancion de una mancha en ef frente del solvenle y @ “colec” de la mancha producida pof la
sustancis en estudio. Como 30 sabe, la aplicacidn en banda produce manchas menos alargadas
comparada con ia aplicacién en punto (16, 17).  ya que se eiminan en gran parte las sobrecargas de

Ia capa que pusden conducis a ka formacion de “coles”.  El i del de de
ia muestra sobre ls placs afecta 3 los RI, especisimente si ol sictema “colea”, pues hace dificil fa
medicifn y evaluacion de los Rf. Sin cmbargo. con ef ampleo de las cromatoplacas HPTLC, por
SUs caracteristicas de grand y poro, y por los pardmetios de capa, se logrd ia agecuada apicacion
de la cantided de musstra, evitando los problemas tales como & "colec™ y el "efecto de borde”,

ge 3 grand i de aplicacion. (16)
Considerando que No se conoce exactamente l3 polandad (constante dieléctrica) de las

eyl y en cusnta que las b iacep P una

base, que se diferencian s6io por ciertos grupos funcionales, es posible tratar de fustificar su

WO o grafico con base en ef poder de adsorcidn de los sustRuyentes sobre la
molécula. También hay que considerar que la afinidad del compuesto por i3 fase mavil es
determinante para su elucién

De acuerdo con las tablas VIl y X con o eluyente cloroformo/metanol (90:10), que es una

mezcla de disol con Isticas de medt: se observd que !'a mayoria de las

benzodiacepinas permanecieron dentro de un intecvalo de Rf de 0.42 a 0.55, aproximadamente.
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Siendo ¢ menor Rf para ¢ ioracepam debido 3 que es un compuesio qQue preseanta un grupo UM,
capaz de formar puerie de hidrooeno con ef gel de sitice. por fo tanto es mayor su poder de

adsorcion en comparacién con ias otrac F £ ] que &

fluracepam siguid en orden de de al P e f pam se diferencia del
foracepam on cque of PIIMero  presenta un grupo distiaming en cadena alquliica unida a is amida
ciclica, lo que ie confiere mayor moviided. Lusgo siguid en ol mismo orden clordiacepdrido y

al P 4 ] que of segundo migré mads, puss un
grupo NO-  presente en la molécule permie una mayor movilided en competacidn con un grupo

£/ diacepam y M b estas condk grificas p o
mismo Rf, que a su vez 30n los veiores mis akos yB que possen respectivamende grupos Ci y NO-,
por io que se esperaba que presantaran un Rf mayor, es decir menor poder de adsorcin. De
pam deberia de migrar mds qua of flunitracepam, COSa que no se
obtuvo debido Lal vaz 3 (a distancia de desarolio. Sin embargo, a pesar de presentar of mismo R

pusdien ser di {adas pof los agemes de

con lo do ol

Al empiear una mezcia de dia con p de baja polaridad
heptanotoluenc/distiiaming (75:15:10) (tablas Vil y X) se obtivo que para ‘as benzodiacepinas
4 D podxido y b pam no migh tlpumodaun'm, io que significa que
fusron adeorbidas mds 0 por & adeoid o paracidn con el resto de las
[ lacepinas y que el eluy no contd con of poder de elucion requerido que pe:mitiera su
Ngracién. El di , fluniracepam y fit P buena asl como
buena sep: bn en P con o anterior. El fluracepsm probabiemente alcanzé un
Rf mayor porque a diferencia de las otras pi que migraron, un grupo

distilamino, mismo que es menos adsorbido sobre [a capa de gl de sifice. En orden decreciente de
Sucidn le siguieron disoepam y flunitracepam con grupos Cl y NO,, respectvamente.
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Cuando las benzodiacepinas estudiadas se con  hep de
etilo/etanoVhideaxide de amanio del 27 al 30 % (pv) (70:70:10:5), es deckr, bajo condiciones algo
mis poiares y mis bis'cas que o siatema cloroformo/metancl, se enconird una mejor separacién
de las benzodiacepinas (tablas IX y X), todas eias s@ separaron bien dentro de un margen de Rf de
0.2 3054, poca moviidad pero buena separacidn. Confirmando lo anterior of lofacepam present el
R de menor valor por lo explicado con anterioridad.  En el orden acostumbrado le siguieron
clordiacepéxido y clonacepam por las razones anotadas en el pamafo anterior  Posteriormente

en orden de 1 fi flunftracepam y diacepam ResuRando

que ef diacepam alcanzé un mayor valor de Rf por poseer un grupo Cl en la molécula. En cuanto a
fluracepam y flunftracepam su pasicidn podria justificarse por ¢l hecho de que el segundo contiene
en su molécula al grupo NO, que lo hace de poca adsorcion, a diferencia del grupo dietlamino

M en e pam, que | a Su adsorcién.
Para entender ef comportamiento grafico de los anoréxicos es posible hacer usa
del mismo criterio con las b I

£n cuanto a los anoréxicos que fueron eluidos con Jos mismo sistemas de disolventes

para las b pinas, se obtuvo que los compuestos de este tipo al ser eluidos con

k {90:10) posiciones de la parte bafa a la mitad de la distancla de

desarrolio, siendo el menor Rf para fenfluramina y mazindol que fueron fuertemente adsorbidos por
el gel de sllice por 1a presencia de grupos capaces de formar puente de hidrégeno con el adsarbente
(ver tablas X!y XIV) Con valores de Rf de valor medio se encontraron fentermina y fenproporex  de
lo que se deduce que la fentermina es adsoitvda con mayor fuerza por presentar un grupo NH,
primaria. en tanto que el fenproparex potee una amina secundaria en una cadena alquiica En
cambio, el dietilpropién con Rf alto es adsorbido con menat intensidad  debido 2 la presencia de un
gupe dietilaming  En resumen. con este sistema se obtuyo buena movtiidad y 13 mayona de las

compueslas fueron separados adecuadamente
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E1 sistema consituido por heptanotolusno/dietiamina (75:15:10) mositd mejor movilidad
que e sistema anterior para fos puss 5o resaivisron mejor los compussios, obleniendo
vaiores de Rf desde 0.02 hasta 0.58. Con este sislama, nusvaments of mazindol presentd un Rf
bajo debido a su grupo OH que sjeice accidn electratttica con la capa dei adaorbente. En cambio,
o distipropidn tomd (3 posicién mis aka sobre I8 cromamoplacs. Los demis esivieron
adecuadamente saparados unos de otros. La fenterming aicanzd 3 segunda posicidn en orden
b iente de poder de adsorcidn debido al grupo NH, en su estruct jecular. Py

siguieron en orden decreciente de WHOp y fenf) i Py L "]

fenfluramina migré mas debido a que su Cadena aiquilica es da en P 6n con la

cadena akjillica del fenproporex que #s mas larga y presanty una triple ligadura, a cual es mds

te adsorbida. Los Rf con este sistema s@ encuentran en las tablas Xil y XIV.

El sistema hep de etk idréxido de amonio del 27 al 30 % (pv)

(70:70:10:5) que fue elegido para ia in de b P ive igual bien a los

éxicos tal come b 1 os R yp dos en las tablas Xill y XIV. De las

fablas mencionadas anteriormente se nota que hay poca mowilidad en [a parte inferior de la placa

cromatografica. Inver(sarneme a lo obtenido con anterioridad, el dietipropién no migré del punto de

origen con este sistema, lo que puede deberse a la solubliidad de 1a molecula. En orden decreciente

de poder de adsorcién siguleron: mazindel, fenfluramina, fentermina y fenproporex.
En el caso de este Otimo sistema. e dificl! explicar el compo

grafico aqul
obtenido tinicamente en base a la conocida secuencia det poder de adsorcidn de sustiuyentes en
compuestos - aromaticos, ya que son diversos los factores que rigen el comportamiento
cromatograﬂeo

La poslcvdn enlaesmh da Rf del mazindol concuerda por la presencia en su molécula de
un grupo OH De awemn a Sus grupos funcionales, a fentermina deberla de tomar una poslc'on
inferior a la vonﬂuram!na sin embargo el poder de elucion del efuente favorecid a la !enlermna 8ajo
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eslas  condiciones ef fenproporex  tomod s posicion mds alta en comparaciin con los otros
anorénicos (racies 3 que fue mds afin a I fase Mmdvil que 3 is fase sstacionaris.
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35 Beloccitn di ies Auentes de Reveiade.

Gensraimente uns mancha cromatagrifica se identiics por tener of miamo Rf y mismo
colof Que UNA AUSIANCE estandar U oira retativa a 8. Hay que raconiss QUE SUNGUE I8 cromatografia
€8 UNS tienica de SHPAACIEN, NO et LN thcnica de identificacian, ain embargo por le combinacisn
del Rf y fa coloracidn desarroliada ol apiicar 1os agenies de reveiado, fue poaibie idenWfcar les
manchas.

Después de desarrolarse las placas. fueron obsarvadas bajo fuz UV de ongitud de onda
cora {254 nm), con ef fin de avaluar preliminarmente 2 108 farmacos estudiados que fluorescen bajo
ha LV,

De do con log Rados px dos en las tabias XV a XVI, se deduce que la

siguisnte secuencia de aspersién fue adecuada para la idertificacion y diferonciacidn entre los
diversos compuesios aminadas.
Para la identificacion de con nitrd primarias, y 08 se

Siguis i sacuencia 0 aspersion que 3 coninuacion s describe:

1. Los i L oon

385 nm por diex minutos  De esta maneia ia fortenming e detectd como una mancha vicista. En

¥y posterk 60 a luzr UV de

cambio ies pi dol y distiipropidn no L con etie reectivo. La
fenfh ina y & fenprop P00 No debido
probablemente a que & grupo aminc no se en la pacte i de la cadena Hca unida
2l aniio dencénico.

2. Una vaz seca 1a placa fue rociade con solucin de H,SO, pera intenaficar la resccidn de

{a ninhidrina y haceries visibles, ya que en h los no se

visualizan en of primer paso. Por otra parte, 105 fos b amarita
(furacepam), café (dietiipropidn, fenfl v , mazindal, , i y
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o bien no al rociar ef acido que es un fuerte agente oxidante y

deshidratante.

3. Los compuesios con nirdgenos secundarios y de @
reportada con la solucidn de iodo-pistino acidificado. Basicamente se obscrvaron dos colores, café
y violeta. €l primero. para clonacepsm, diacepam, fluniiracepam, loracepam y mazindol. La

coloracién violsta correspondid 2 distiipropisn,  fenfluraming, P P y
flurscepam. La fentermina fus ia Gnica Que no reacciond con &l reactivo de iodo-plating acidificado.
Con este reactiva no fue posidle diferenciar entre pam y fluniiracepam ya que p o

mismo Rf cuando se ekyeron con cloroformo/metanal (90:10). En cambio, si se diferencian
clonacepam y clordiacepixide, pues of primero presantd un color café y el segundo Ln color violeta,
pero no dderencid loracepam de clonacepam, pues tuvieron ¢of mismo Rf y color juno con ef
clordiacepdrido en e sislema heptanatoluenc/distitamina (75:15:10)

y fi 12 que (uvieron o mismo Rf cuando fueron eluidos oOon

cloroformo. metanol (80:10) se pudieron déerenciar con ¢ iodo-platine en base a que ¢f mazindol fue
UN3 Mancha café misntras qué i feNMUIAMING fue Violets.
4. Una aspensidn subsiguisnie con o reactive de Dragy ff! permitié P o

diferenciar a los compuestos restantes.  Todos los pr N un color
anaranjado. Con este reactivo, pudo ser identificada (a que no habla lado con los
ameriores agenies de reveiado.

€] reactivo FPN (reactivo V, tabla XV y XVI) aunque estd indicado para (a deteccion de
fenotiacinas y dibenzazepinas fue de ulilidad para diferenclar 3 las berzadtacepinas, mismas que
mostraton coloraciones diferantes. No ocurriendo as! para los anoréxicos que No MOSLraron reaccion
alguna.

Los agentes de revetado I. I, I, y IV segun s tablas I, XV y XVI son de aphcaciin

general para alcaloides o comp i por lo que no proporcioharon informacidn
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frelovente qua permiiers ilentificar 0 diferencier a lss benaodiscepings y anonbuioos. Sin embargo, 8
haost a0 de i combinacion de olios con (o okros agenies de @NECCIGN fusron capaces de
Ggrencier entre clonsoapam, clordiscepdido, discepamn, diatiipropidn, fenfluraming, fenproponss,
fontorming, flunitracepam, furscepem, loraoapam y mazingol.
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6. Gaiicacion el Mitode Cromalpmrifice,
A) Preciaidn del mitodo

El hecho de no haberse cbasrvado diferenciss entre ios velores de Rf 1
significa que hubo precisidn en cuanio 4 fos  valorss  oblenidos ,
independianiemenie de la sensibiidad del sislema de medicidn. Lo amerior significs [ )
variacion entre ias dMermINaciones indviduaie son bajss. “

Los R obenidos tanto de benzadiacepinds como de jcos fueron “Ados

Uikzando Giacepam y HNQIORKEY COMO g obtenvendoce o Ral (kY
rolathos), MIMO QS S8 eNCuBNiran en lee tablas VI - XIV. Lulslmaoslam\yu:
mm,mmwmummmmtmw
ormadad retativa, calided del adsorbente, etc. (41)

) Determinacidn de ios cosficientes de commelecion.

Los coeficientes 08 COMTelacn entre lon cHererses sisiomas HPTLC evaluados Paa #h

andiek grifico de b pinas, y abjeto de saie ewtudic, osunmmosk
88 tablacs XVl 2 XXLUI. 56 cNerminaran inicisimense 3 partir de los &1, mmuwcuwilp
onbase a os Rt relaivos a discepam y fenproporex. 1

La determinecidn de les cosRcisntes e comaiacin WG como finelided dsterninas
COmecidn erire i6s propisdedes Cromelogrificas de ios LEimes. HPTLC emeisados. Como pusd)
apreciarse on fas tablas XVIH y X)), ios vaiores calcuiages 3 perte de ios T son bajos, o qul
Wigniics que s comeiacion entre las propisdadee cromaiogréficas 3o hajes. £400 Supiere que b
variacitn det Rt en un determinedo sislema de dolenies eeld S80Gieds 0N I varecien det oo,
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otteniendose Informacin extra cusndo mis de un sislema de disohenies 10 emplea con
propositos de identificacion. Con bese a lo anlerior o enconid que los tres sislemas son
adecuados pera ampiserse en o ansisis cromMatoprifico de bINZOBACEPINS y SNOCBICOR.

Los cosficientes de comelacién caiculados con base en los RY relsthes (Ref) son de baje
magnitud. De lo anterior s deduoce que pars los Ral; (RT reletivo a discepem, table XVIl) de lse
benzodiscepinas (oa fres salemas cesusiven adecusdaments ¥ pars anoréxicos los slslemes 1y 2.
Compacencks jos Rst; (Rf reistivo 8 fenproporex, tables XIX y XXI1) de benzodiacepings y anorénioos
00 obsenvd que los mejores cosficientes de correlecion para iss benzodiacepinas son los abtenkios
con los tres sistemas. Para los 3naréxicos Son 108 sislemes | - 2.
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1X. CONCLUSIONES

Da jos do y discutidos en este tfrabajo de investigacidn, se formulan fas
siguientes conclisiones:
1-la 0 f alcaling de dacep y ¢ ida del andlisie
fi por iR, a0r adecuada para aislar e identificar 3 los principios activos.
2.- La reaccidn de Lieb y {a de for ido/dcido sulfu sof pruebas presuntivas

adecuadas para fa identificacion de las benzodlaceplnas y anoréxicas provenientes de los extractos

cloroférmicos alcalinos. La reaccidn de Lieberman produjo coloracidn amarilla para los anotéxices y

G para ias ber P El dehido/dckdo suMirico dio reaccidn negativa

L . Aot " onk v

para Que P P

ioracepam d una 4 jada, e fh P una cok idn rosa.

3- Ef andlisis IR es un método adecuado para confimar 13 presencia de los principios’

activos dos p de los claroférmh alealings - real "'a‘bsy
medicamentos. :

4. -Los  sist de disob m

heptanonolueno'dleulamlna (75:15:10) .se vecomlendan para set usados eomo sns!emas de'

dlscernlmlento iniclal para la identificacion de benzodlaceplnas y anoréxleo& segwao de su-.

posterior confirmackin por el empieo def sistema (3) b acetalo de ¢ hi de amonio
el 27 a1 30 % (pV) (70:70.10.5) S
La identificacién de las benzodiacepinas y anorexleos eshx!lado- por HPTLC es mas
confiable si se utifzan mas de un sistema de dicolventes para sy estudio
5.- El sistema de discernimiento recomendado para la identificacién benzodiacepinas es el

slstema (1). mientras que para los anoréxicos es ef sistema (2).
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6.- La secuencia de aepersion con ninhidring, sokIOin de iodo-platine sciiicado y of
reactvo de Dragendortt perile la idenUficacion y diersnciacién srire benzodiacepings y anonivicos
con los tres sistemas de dissiverses. EI reactivo FPN permite dNensnciar entre banzodiscepings.

7.- La Geterminacion de los velores, de RY en relacion 3 una SUSLINCS de Meferencis sumenta
ta reproducibided de los Mismos.

8.- 108 cosficientes de cometaciin bajos permasn emples 1o fres sistemes de disoiveries a
12 vz para aumentar ta probabliiciad de ideriicacidn.

9 Es factible identficer (8 presencia de DeNzodiscepines y anoréxicos WIando ks
reacciones de Lisberman y formaklehido/dcido suiixico, seguido del andlsis  HPTLC aqu!

propuesto.
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K. SUGERENCIAS

1. Los valores de Rf no son constantes fisicas y pueden variar por varias causas

predecibles. Por ejemplo, la temperatura, (a purezay la relacion (vv) de los h deben de

para obtener Rack

L

2, Aunque los valores de Rf pusden variai de un dia a otro y aun de lofe a lote de

as y 3 otros F: como la humedad del . unitormidad det

espesot de la capa y a cambios en la temperatura, ef modo de elucion continga seendo ef mismo
3. Se L of de la de desarrolic en caso de incluir mas

de los aqul anal
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Xi. APENDICE A

PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS DE BENZODIACEPINAS Y ANOREXICOS.

CLi CEP;

Nombre quimico: 5-(2clorofenil)-1,3-cihidro-7-nitro-2H-1,4-benzotacepin-2-on.

PM. 31672

Criatales blancos con pf. 238.5-238.5 °C.

Solubiidad en mg/mi a 25 °C: sostona 31; cloroformo 15; metanol 8.8; éter 0.7; benceno
0.5; agua menos de 0.1.

Constante de disociacion: pi, 15,105

Cosficiente de particién: Log P (octanolpH 7.4), 2.4

CLORDIACEPOXIDO.

Nombre quimico: 7-cloro-N-metit-S-fenil-3H-1,4-benzodiscepin-2-amina 4-0xido.

7-cloro-2-metiiemino-5-fen-3H-1 4. benzodiacepin 4 6wido.

PM. 200.75

Polvo amarilio cristaling, senslbie a is kit oen p1. corca de 230-238.5 °C.  Pricticamente
ineoluble en agua; soluble 1:50 en etanol, 1:30 on Gler y 1:6.2 en ciorolormo.

[ ] o un palvo de osier bianco o Ngeramante amariiento con punio de
funidn de 212-218 °C, con deacemposicién. Senalble g is ke. Soluble 1:10 en agus, 1:40 on etanol;
précticamente insiuble en clerelermo y Ster.

Coralonte do dincciacitn: pi(, 4.0 (X°C).

Conficiente de pariaisn: Log P (aotanalpht 7.4). 2.7,
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DIACEPAM.
Nombre quimico. 7-¢iofo-1,3-dihidro-1-meti-5-feni-21- 1 4-benzodiacepin-2-on3.
PM.28470
Poivo cristalino de color bienco 0 amanio con p.f. 131-135°C.
PocO soluble en agua, soludle 1:25 en etancl, 1:2 en clareformo i 1:39 en Mer.
Canstente de disociecidn: pi, 3.3 (20°C).

Cosficienie de panicién: Log P (octanolpH 7.4), 2.7.

DIETILPROPION.
Nombre quimico: 2-(dietilamino)-1-feni-p 2-dintilay P
P.M. 20830
£ clorhidrato es un poivo fine cristaiino blanco con p.f. d@ 175 °C, con descomposicitn.
Soluble 1:0.5 en agua, 1:3 en cloroformo, 1:3 enetanol; practicamente insciuble en Mer,

Nombre quimico: N-etii-a-metil-3-(tnftuoromatil)benzenstanamina
N-etit-a-m-(iifuatometifendjfenstiiamina.

PM 231.27

Forma of pricticamente insaluble en agua. Soluble en cloroformo.

El & un povo no. p.f. 108-172 °C. Soluble 1:20 en agua. 1:10 en etanol y

1.10 en ck ; on dler

Conatare de disociacién: pKa 9.1 (25°C).
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FENPROPOREX.
Nombre quimico: 3{(-1-meti-2-fenetiijamino)propanoniirio.
3(a-metiensutlaminoipropionitrio.
P 18827
Liguide con p.ed. 128°127°C.
£ clorhidralo es un polvo cristaling bianco ¢ inadoro con pf. 198 °C. Soluble en agus y on
atanol 8 96%.

FENTERMINA,
ca-dimetib D, co-ciey tiiaming.

PM.149.23
Liquido scellono incoloro. p.eb. 705 °C. Ligeramente soluble en agua. solubie en etanal,
cloraframo y éter. Es un lsdmero de metlianfetaming,
€ clorhidrato es un pova blsnco criataling . pf. 198 °C. Muy soluble an agua, etanol y
L insoluble en ter
Constante de dmsociacion: pi(, 10.1.

FLUNITRACEPAM.
N quimico: 5-(2-furofenil)-1,3-cihidra-1-matil-7-nitro-2H-1.4-benzadizepin-2-ona.

PM. 31330
Sbiido cristalino casi bianco o amarilio plido. p.{. airededor de 170 °C.
Escasamente soluble en agua; soluble 1:172 en stanol, 1:3 en clorofocmo; 1:300 en er y

1:100 en metanol.
Constante de disociacion: pX, 1.8.
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FLURACEP

Nombre qQuimico: 7-cloro-1-{2-(ciethamino)etil)-5-(2-flurofenil)-1,3-diidra-2H-1.4-
bengodiazepin-2-ana.

PM.387.89

Criataiss blancos. p.f. 77-82°C.

Ef clorhidealo o3 Un poivo bianco cristaing con p.f. 212 “C, con detcompoaicion. Soluble
12 enagud, 1:4 en etanol, 1:90 en clorofarmo y 1:3 on metanol, Mmuy escasamente soluble en dter.

E! monaciorhidrato es twy sokble en agua;, Hbremente soluble en etanol, practicamente
Insoluble en éter. £5 un potvo blanco cristaling.

Contante de disoiacion: pK, 1.6,8.2.

Cosficiente de particidn: Log P (octanolpH 7.4), 2.3.
LORACEPAM.

Nombre o : 7-clora-5-(2-ch W) -1,3-dihidro-3-hidréxi-2H-1,4-benzodiacepin-2-cna.

PM. 32116

Polve blanco con p f. 166-168 *C.

Solubdidad ( mg/ml ). agua 008, cloroformo 3, alechol 14, propilengiicol 18, acetato de
otilo 30,

Consiante de dsoclacion: pKa 1.3, 11.5 (20°C).

Coeficiente de particion: Log P 174), 24

MAZINDOL.
Sombre quimico: 5-(4-clarofenil)-2,5-diidro-3H-imidazol2, 1 alisonidol-5-0f.
PM 28474

Polva blanco cristaline. p.f. 196-189°C.

Insoluble an agua y poco soluble en aoohol.
Conslanie de drsaciecidn: pK, 8 6.
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XH. APENDICE 8.
SOLUCIONES Y REACTIVOS.

Deagendorfl, reacth®: () mezciar 2 gramos de nirato de bIsmto, 25 mi de dcido ackiico y 100 mt
de agua; (b) disciver 40 gramos de loduro de potasio en 100 mi de agua. Mezcier 10 mi de (a), 10
mide(d), 20 mide dcido acdtica y 100 mi de agua. Preparsr cada dos dias.
Formaidehido/cido sultinico, solucidn: A 4 volimenss de scido sullfirico concentrado adicloner 6
volimenes de solucidn de formaldehido colocanda la punta de '8 pipsta por debejo de la superficie
del dcido, con aghacion y enfriamisrto adecuado. Dejar reposal por Una hors. Si hay tubieded se
siiming por calsntamiento en un beflo de ague & ebullicidn por un Mirulo.

€PN, moactva:  Mezcisr 5 mi de solucién de cloruro fémico al 5 %, 45 mi de solucién de dcido
perciérioo al 20 % y 50 mi de scido niirico 8l 50 %.

fodo-pistino soidificado, solucin: Oisoiver 0.25 gramos de Sciio hexacionplstinico y 5 gramos de
ioduro de potasio en suficiente agus pera producir 100 mi. A la solucion anterior sfadie 5 mi de
Soido clorhidrico.

con enfriamiento y ] de los vap

Ninhideing,_ solucién 3 0.5 % Adicienar 0.5 gramos @8 ninhidrina a 10 m! de acido cloridnico y
diksic 8 100 mi con acetona. Preperss dartemente.

Tioclanato de cobao, sokucién: Ociver & gramos de nitrato @8 coballo y 18 gramwos de tiocianato
de potasio en 100 mi de ague.
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