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RESUMEN 

En la presente investigación, se realizaron ensayos para la identificación de clenbuterol en 

su molécula original, a través de Cromatografía de Capa Fina (CCF), Fluorometría, 

Enzimoinmunoanálisis (ELISA) y Cromatografia Líquida de Alta Resolución (CLAR) fase­

inversa con detector Ultravioleta (UV) y Fluorescencia. Los ensayos para la formación de 

un derivado fluorescente se llevaron a cabo con Ortoftaldialdehído (OPA) y Cloruro de 

Benzoilo (CI Benzoilo). En el ensayo por CCF se identificó el clenbuterol con luz UV; en 

el ensayo por fluorescencia, se formó un derivado con el OPA Y la reacción que mejor se 

derivatizó fue a un pH de 9.3. Asimismo, se identificó el clenbuterol por ELISA, 

encontrando resultados positivos para la molécula del clenbuterol en muestras de carne de 

bovino. El clenbuterol fue eluido de la columna C18 (250 X 4.6 mm I. D.), con la fase 

móvil hecha de acetronitrilo en buffer de fosfato al 0.02 M, (25:75, v/v) y a un rango de pH 

de 4.8-8.0. La derivatización del clenbuterol con Cl-benzoilo, no se logró ya que al 

ponerlos en contacto se formó un precipitado. Se logró la derivatización fluorescente del 

clenbuterol al reaccionar el grupo amino primario del clenbuterol con el OPA en la 

presencia de 2-mercaptoetanoI. El límite de detección para CLAR-UV fue de 4 ng/30 ¡..tI; 

entre tanto el límite de detección para CLAR-Fluorescencia fue establecido de acuerdo a la 

cantidad máxima permisible mediante un método de adición y fue de 7ng/30 ¡..tI. Se 

corroboró la identificación del clenbuterol por CLAR-UV. Por la prueba de ELISA se 

detectó clenbuterol a 450 nm en concentraciones que fueron de 607.9 a 10,335.9 ppt en 

hígado; de 467.9 a 33,101.7 ppt en retina y de 5248 ppt en músculo. El límite de detección 

del método utilizado es de 40 ppt en músculo e hígado y de 200 ppt en retina. El porcentaje 

de recuperación de clenbuterol en las muestras control positivo fue del 90%. Finalmente, se 

compararon los métodos analíticos de ELISA con el de CLAR con detectores de UV y 

Fluorescencia en su sensibilidad y especificidad; observando que el método CLAR­

Fluorescencia resultó ser más sensible y específico. 

Palabras clave: CLENBUTEROL, DERIV A TIZACIÓN, FLUORESCENCIA, 

ORTOFTALDIALDEHIDO, CLORURO DE BENZOILO, CLAR-UV, ELISA 
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ABSTRACT 

The present investigation, were made assay for the identification of clenbuterol as original 

molecule, through · thin-Iayer chromatography (TLe), Fluorometric method, Enzyme 

Irnmunoassay (ELISA) and high performance liquid chromatography (HPLC) reverse­

phase with ultraviolet detection (UV) and fluorescence detection. The assays for the 

fluorescent derivative was made with o-Phthaldialdehyde (OPA) and Benzoyl ChIoride (el 

Benzoyl). In the assay by TLe clenbuterol was identified with light UV; in the assay by 

fluorescence, a derivative with the OPA and the reaction formed that better derivatized 

went to pH of 9.3. Also clenbuterol by ELISA was identified, finding positive results for 

the molecule of clenbuterol in samples of bovine meato elenbuterol was eluated through 

C18 (250 X 4.6 mm I.D.) with the mobile phase done of acetonitrile in phosphate buffer at 

0.02 M (25:75, v/v) and to a pH range between 4.8-8.0. There where no derivatitation 

between clenbuterol and Cl Benzoyl because when mixture they precipitated. The 

derivatitation fluorescent of clenbuterol when reacting was obtained primary the amine 

group of clenbuterol with the OPA in the presence of 2-mercaptoethanol. The limit of 

detection for HPLe-UV was of 4 ng/30 J.ll; while the limit of detection for HPLe­

Fluorescence was established according to the permissible maximum amount by means of 

an addition method and was of 7 ng/30 J.ll. The identification of clenbuterol by HPLC-UV 

was corroborated. By the assay ELISA was detected clenbuterol to 450 nm in 10,335.9 

concentrations that went from 607.9 ppt in liver; from 467.9 to 33,101.7 ppt in retina and 

of 5248 ppt in muscle. The limit of detection of the used method is of 40 ppt in muscle and 

liver and of 200 ppt in retina. The percentage of recovery of clenbuterol in the samples 

positive control was of 90%. Finally, the analytical methods of ELISA with the one of 

HPLC with UV and Fluorescence detectors in their sensitivity and specificity were 

compared; observing that the HPLC-Fluorescence method was more sensitive and specific. 

Key wo1'ds: CLENBUTEROL, DERlV ATIZA TION, FLUORESCENCE, O-PHTHALDIALDEHYDE, 

BENZOYL CHLORlDE, HPLC-UV, ELISA 
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1. INTRODUCCIÓN 

El clenbuterol es un agonista ~-adrenérgico, cuyo nombre químico es: 4-amino-3,5 dicloro­

a-terbutil-aminometil-bencil alcohol, puede tener dos presentaciones, una en sólido y otra 

en líquido. Es una arilamina, de acción prolongada que se almacena en tejidos comestibles 

como hígado, rifión, músculo, humor vítreo, timo o fluidos corporales como es el plasma, 

orina y bilis (González et al., 1996; Sauer et al., 1995). 

En Medicina Veterinaria, el clenbuterol, se utiliza como medicamento, en el tratamiento de 

bronconeumonías por su acción broncodilatadora. También se emplea como inhibidor del 

músculo liso uterino. Sin embargo, su uso como aditivo en la alimentación de ganado 

genera un efecto anabolizante, ejerciendo una acción lipolítica sobre las células adiposas y 

sobre el músculo. Al mismo tiempo, actúa sobre el anabolismo proteico produciendo una 

hipertrofia muscular (Galmés et al, 1995; Blass et al, 1998; Ramos et al., 1998b); este 

efecto ha sido usado como promotor de la ganancia de peso en el ganado, a tal grado que 

se ha abusado, provocando de esta manera su prohibición y por ende la generación de 

estrategias para prevenir el mal uso del mismo. 

Para el clenbuterol, se han desarrollado diversos métodos analíticos de identificación y 

cuantificación en muestras de tejido de: hígado, rifión, músculo, grasa, suero sanguíneo, 

orina, bilis, pelo, retina y alimentos para animales. Estos se pueden clasificar en métodos de 

detección y de cuantificación además de los confinnativos (Kuiper et al., 1998). Los de 

detección generalmente son ensayos inmuno-enzimáticos cualitativos que detectan la 

presencia de la droga con base en una reacción inmuno-enzimática competitiva (Elliot et 

al., 1993; Elliot et al., 1995; Sporano et al., 1998). Los métodos confinnativos emplean más 

la Cromatografía Líquida de Alta Resolución (CLAR) y la cromatografía de gases en 

conjunto con la espectrometría de masas (John et al., 1993; González et al., 1996; Sporano 

et al., 1998). Estas técnicas son mucho más especificas y precisas que los inmunoensayos, 

aunque mucho más costosas. Se utilizan como confinnativas, especialmente si el resultado 

de los análisis tiene implicaciones legales. Asimismo dentro de estos métodos de 
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identificación y cuantificación puede recurnrse a los métodos de detección de la 

fluorescencia, una vez que se haya logrado hacer que los compuestos fluorescán. Es bien 

conocido que una vez que los compuestos fluorescen la sensibilidad de detección se 

incrementa alrededor de mil veces; además de tener cierta capacidad confirmatoria. Así 

para la detección fluorescente de aminas primarias (las cuales no fluorescen), el reactivo 

Ortoftaldialdehido (OPA) es usado generalmente en combinación con un compuesto thiol, 

usualmente 2-mercaptoetanol (ME) para formar un derivado altamente fluorescente. Esta 

reacción ha sido ampliamente usada para la detección de aminas y aminoácidos en sistemas 

cromatográficos. Por lo tanto, el presente trabajo tiene como objetivo evaluar la viabilidad 

de la metodología instrumental para la determinación de los derivados fluorescentes del 

c1enbuterol con los reactivos OPA Y Cl de Benzoilo. Además comparar los métodos 

analíticos de ELISA con el de CLAR con detectores de UV y Fluorescencia en su 

sensibilidad y especificidad. 
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2. REVISIÓN DE LA LITERATURA 

2.1 GENERALIDADES DE LOS AGONISTAS ~-ADRENERGICOS 

En 1948 Alquist, descubre 2 sistemas de receptores en donde los fánnacos adrenergicos 

ejercían su acción y que ellos a su vez eran antagonistas en sus funciones, denominándolos 

alfa (a) cuya función era principalmente excitatoria y los ~eta (~) con acción 

principalmente inhibitoria. 

En 1967, Lands y colaboradores lograron ver una diferenciación adicional de los efectos 

beta adrenergicos, denominando ~ 1 a los que causan lipólisis y estímulo cardiaco y los ~2 

que provocan bronco dilatación y vasopresión entre otros. El estímulo ~2 adrenergico 

provoca una activación del complejo receptor ~-adeníl ciclasa y ello cataliza la producción 

de 3,5 AMP cíclico a partir de A TP, produciendo la llamada respuesta "fisiológica" (efecto 

broncodilatador e inhibición de granulación de las células cebadas). 

Posterior a una serie de experimentos se comprobó que la actividad de los agentes 

adrenérgicos guardaba relación con la estructura de las catecolaminas, aquellos poseen un 

anillo bencénico con 2 radicales hidroxil adyacentes y una cadena lateral amina; al 

modificar la estructura original se obtienen cambios en su actividad siendo de esta manera 

como se han originado una serie de medicamentos con mayor selectividad para estimular 

los receptores ~2 y producir broncodilatación, con menor actividad cardiovascular y mayor 

duración de su efecto. 

Dichos cambios estructurales dieron origen inicialmente a 3 grupos de broncodilatadores: 

las catecolaminas representadas por la adrenalina e isoproterenol, los resorcinoles como el 

metaproterenol, la terbutalina, el fenoterol y las saligeninas a las que pertenece el 

salbutamol y a medida que avanzan las investigaciones se obtienen nuevos derivados de la 

estructura original como es el caso de las feniletanolaminas como el Clenbuterol. 
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El Clenbuterol, es un fánnaco ~2 selectivo; fue sintetizado por Keck y colaboradores en 

1972, difiere químicamente de otros ~2 simpaticomimeticos como el salbutamol, fenoterol, 

orciprenalina y sustancias similares, que tienen su estructura básica de feniletanolaminas; 

por el hecho de que en el anillo bencénico en las posiciones 3-5 se liga el ión cloro, pero 

en el caso de salbutamol esta posición esta ocupada por metanol (Rico, 2002). 

2.2 MECANISMO DE ACCIÓN 

Los agonistas ~-AR son moléculas orgánicas que se unen a los receptores ~-AR, dando 

lugar al complejo agonista-receptor, que a su vez activa a la proteína Os (proteína que 

estimula la adenililciclasa). La adenilatociclasa, es la enzima que produce el monofosfato 

de adenosina cíclico (AMPc), una de las principales moléculas de señalización intracelular. 

Esta molécula produce sus efectos al unirse a la subunidad reguladora de la cinasa 

proteínica A, para liberar la subunidad catalítica que fosforila a un buen número de 

proteínas intracelulares (Figura 1). Estas proteínas tienen papeles funcionales vitales para 

una variada gama de funciones que van desde pennitir la entrada de Ca++ a la célula, hasta 

medir la síntesis de proteínas clave para el funcionamiento celular. 

Los receptores beta, se localizan por fuera de la superficie de la membrana celular y con 

ello reconocen y ligan el acoplamiento de los beta agonistas como droga. Para los 

receptores beta estos componentes son los más parecidos a una parte del sistema de la 

enzima adenilciclasa. La fijación de las drogas beta adrenergicas a estos receptores pennite 

la acumulación del AMP cíclico. El AMP cíclico pennite la relajación de la musculatura 

lisa de los bronquios y del útero debido a la estimulación de los receptores ~-2. Por lo tanto, 

el tratamiento de las enfennedades respiratorias con drogas betamiméticas se consideran 

selectivos, gracias a su acción broncodilatadora (Cajal y Álvarez., 2002). 

En el aspecto lípidico los ~2-agonistas estimulan la lipólisis e inhiben la lipogénesis a 

través de la acción del AMPc citoplasmático. En cuanto al metabolismo de los 
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carbohidrato s, estimulan la degradación del glucógeno e inactivan su síntesis porque actúan 

sobre la liberación de la insulina y del glucagón por parte del páncreas. Son agentes 

potencialmente hiperglicemiantes (Rico, 2002). 

En el metabolismo proteico, actúan sobre el incremento del tamaño muscular al provocar 

una hipertrofia de la célula muscular estriada. Parece ser que éste incremento proteico se 

debe más bien a una inhibición de la degradación de las proteínas que al incremento de su 

síntesis (Rico, 2002). 

• PDE 

F acttn filament • • 

Tropomyosn 

Rho PAK-.... ( ... _~ 

G actin subuni 

Myo 'n light eh n 
(2OkO) 

Myo In líght cha n 
(17kO) 

Figura 1. Mecanismo de acci6n de los Agonistas p-adrenergicos. 

El tratamiento de los mamíferos con agonistas ~-AR causa incremento en la cantidad ARNt 

para varias proteínas del músculo esquelético. En este contexto, después del tratamiento 

con ~-AR se incrementan: El ARNm para la miosina de cadena ligera; el ARNm de la (l­

actina y el inhibidor de la proteasa calpaína calpastatina. Los agonistas ~-AR pueden 

incrementar el flujo sanguíneo a ciertas regiones del cuerpo. Este aumento permite el 
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proceso de hipertrofia en el músculo esquelético al transportar mayores cantidades de 

sustratos y fuentes de energía para la síntesis de proteína. 

2.3 GENERALIDADES DEL CLENBUTEROL 

El clenbuterol constituye un miembro de las denominadas fenetanolaminas, medicamentos 

que, como grupo, requieren la presencia de un anillo aromático con un grupo hidroxilo en 

la posición ~ del grupo alifático para mostrar actividad. La presencia del grupo nitrogenado 

y la sustitución de R por un grupo voluminoso, a menudo dclico, no alifático, hace más 

específica a la molécula por los receptores ~-adrenérgicos como en el caso de la 

dobutamina. Con excepción de este último sustituyente, las catecolaminas naturales del 

organismo (epinefrina y norepinefrina) son muy similares a los agonistas ~-AR. Empero, 

tanto el clenbuterol como todos los agonistas ~-AR muestran importantes diferencias en las 

actividades intrínsecas, ello se debe a las características de los grupos sustituyentes. 

Asimismo, las diferentes sustituciones propician las distintas características 

farmacocinéticas; a su vez, las diferentes capacidades de distribución y permanencia en el 

organismo determinan la magnitud del efecto del agonista ~-AR y la persistencia de 

residuos en los tejidos animales (Sumano y Ocampo, 2002). 

Cuando los OH- son sustituidos por un halógeno como en el caso del clenbuterol (cloro), se 

evita la biotransformación por las enzimas catecol-O-metil-transferasas (COMT) a nivel 

tisular y se hace lenta la biotransformación hepática. Al mismo tiempo, la presencia del 

cloro en el clenbuterol lo hace más liposoluble que sus análogos y por ende, tiende a 

difundir más profundamente en los tejidos inclusive la grasa animal. Los compuestos ~-AR 

presentan una cadena lateral (señalada como ~). Esta puede ser levógira o dextrógira. Para 

algunos compuestos como el clenbuterolla parte activa es la levorrotada. 

- 6 -
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2.3.1 Propiedades Físico-Químicas del Clenbuterol 

El nompre químico del clenbuterol es: 4-amino-3,5 dicloro-a-terbutil-aminometil-bencil 

alcohol, cuya fórmula molecular es: C12H19N20C13, presenta un peso molecular de 

313.65, puede tener dos presentaciones, una en sólido y otra en líquido. En sólido como 

polvo es incoloro o como substancia líquida de color blanco amarillento, un punto de fusión 

de 174 ° C. El polvo es muy soluble en agua, metanol y etanol, ligeramente soluble en 

cloroformo y el líquido, es soluble en agua, metanol y etanol y muy soluble en cloroformo. 

Es estable en agua caliente (lOO°C) y en aceite caliente (260°C), por lo que no se 

descompone con los procesos de ebullición, rostizado, freído ni microondas. Su fórmula 

estructural se presenta en la Figura 2. 

CLENBUTEROL 

H CH3 
I I 

CH-CH2-N-C-CH:3 
I I 
OH CH3 

Fórmula molecular: C12H19N20CI3 

Figura 2. Fórmula estructural del c1enbuterol. 

El clenbuterol químicamente es básicamente una arilamina, de acción prolongada que se 

almacena en hígado y riñón, se metaboliza por reacciones de N-oxidación en ocho 

metabolitos, dos de los cuales (N-hidroxylarilamina y N-nitrosoclenbuterol) aún mas 

tóxicos que el compuesto original. Presenta una eliminación bifásica, la primera ocurre a 

las diez horas después de haberse suspendido la administración, y la segunda después de 

varios días y se excreta principalmente por orina (Figura 3) (Zalko, 1997) (Mersmann, 

1998). 
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Figura 3. Concentración porcentual de la excreción del Clenbuterol en bovino (a los 4-15 días de su 

administración) 

2.3.2 Usos del Clenbuterol 

El clenbuterol fue aprobado para utilizarse en Medicina Veterinaria en 1978 como 

broncodilatador por vía parenteral y oral en más de 20 países y por su eficacia se considera 

que es una parte esencial en el arsenal disponible para el clínico tanto en Medicina Humana 

como en Medicina Veterinaria. En el hombre ofrece el beneficio de inducir una notoria 

broncodilatación a dosis de 10, 20 Y hasta 40 mgladulto 

En Medicina Veterinaria, se emplea el Clenbuterol para el tratamiento de enfermedades 

respiratorias donde la obstrucción de los pasajes aéreos es un problema, pueden ser de 

origen broncoespasmódico o por bronquiolitico y acumulación de moco, también ayuda en 

la mejora de la actividad mucociliar, y en la enfermedad respiratoria crónica así como en el 

tratamiento de bronquitis y bronconeumonías en combinación con antibióticos; es muy útil 

en la profilaxis de alergias, en bovinos y equinos a dosis de 0.8 mglkg (Galmés et al, 1995; 

Ramos et al,1998a, Sanz, 1995). También se emplea como estimulante del útero en los 

partos de yeguas, ovejas y vacas a dosis de 300450 mglanimal. Además, su uso como 

aditivo en la alimentación de ganado genera un efecto anabolizante, ejerciendo una acción 
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lipolítica sobre las células musculares y adiposas y, al mismo tiempo, actúa sobre el 

anabolismo proteico produciendo una hipertrofia muscular (Galmés et al, 1995; Blass et al, 

1998; Ramos et al., 1998b). Al ejercer su acción lipolítica, causa una reducción 

considerable en los depósitos de grasa (aproximadamente 18%) Y favorece la síntesis de 

proteína (arriba del 15%), lo cual permite la producción de la canal libre de grasa con un 

desarrollo extraordinario de la masa muscular (Alpizar, et al., 1993; González, et al., 1996). 

Sin embargo, así como tiene usos permitidos el clenbuterol, también se usa indebidamente. 

El uso indebido del clenbuterol inicia desde que la patente expira y se convierte en un 

producto genérico entre 1985 y 1988. El mal uso de los ~-agonistas es el resultado de un 

manejo y comercialización no controlada de compañías que venden el clenbuterol como sal 

pura o a granel. En 1984 era ya ampliamente conocido que los ~-agonistas incluyendo el 

Clenbuterol podría influenciar el desempeño productivo de los animales destinados para 

consumo humano (Cajal y Álvarez., 2002). 

2.3.3 Efectos del Clenbuterol en el ser humano 

La adición de clenbuterol al alimento de los animales a dosis elevadas y carentes de un 

tiempo de retiro antes del sacrificio, conduce a la exposición de los humanos por el 

consumo de cantidades altas en los tejidos comestibles, especialmente en el hígado. Estos 

aCÚInulos pueden originar intoxicaciones en las personas que consuman dichos tejidos 

cuando el período de retiro del fármaco, no ha sido el suficiente como para que desaparezca 

totalmente de los productos destinados a consumo humano. El consumo de hígado con 

concentraciones elevadas de clenbuterol ha dado lugar a episodios de intoxicación que 

cursan con temblores fácilmente identificables como: taquicardias y palpitaciones, 

acompañados frecuentemente de nerviosismo, cefaleas y mialgias, con una duración 

aproximada de 40 horas (Blass et al, 1998; Luño et al, 1999). Existen informes que indican 

que la persistencia de clenbuterol en plasma y orina es baja, pero este persiste en el hígado 

a tiempos mucho más largos, que en otros tejidos comestibles y es detectable en el hígado 

hasta por mas de 2 semanas después del retiro de la droga del alimento de los animales 
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(O' Keeffe et al., 1998). Se ha demostrado que el pelo presenta también una alta capacidad 

de fijación de clenbuterol con valores detectables hasta meses después de retiro del 

tratamiento (Blass et al., 1998). El pelo se puede obtener en animales in vivo pero los 

niveles de clenbuterol son proporcionales a la concentración de melanina, por lo que en 

animales de pelo claro no servirá como matriz; además puede presentar problemas debido a 

contaminaciones cruzadas (Elliot et al., 1995b). 

Los efectos que se han documentado debido a una sobredosis aguda-extrema, no derivada 

de la ingesta de productos con residuos de clenbuterol, sino producto de una sobredosis 

accidental o de productos farmacéuticos de la línea humana que contienen clenbuterol, se 

acentúa la taquicardia, el adormecimiento de las manos, el nerviosismo, los temblores y 

puede haber necrosis del miocardio por disminución de la perfusión generada por el 

acortamiento de la diástole, etapa en la que se lleva a cabo la irrigación del miocardio por la 

coronarias. 

2.3.4 Efectos del Clenbuterol en el animal 

En bovinos el clenbuterol induce a dosis bajas, consideradas como promotoras del 

rendimiento productivo: aumento de la presión sanguínea, incremento transitorio de la 

frecuencia cardiaca durante 24 horas aproximadamente, incremento de la tasa metabólica y 

se ha informado que aumenta la tasa de cojeras. No se tienen documentados los efectos de 

una sobredosis de clenbuterol en esta especie, pero no deben diferir de lo anterior más que 

en su magnitud. A dosis promotoras de la producción o superiores, el problema del uso 

ilegal del clenbuterol se centra mayormente en los riesgos que presenta para el consumidor 

la ingesta de productos de origen animal contaminados con clenbuterol (Sumano y 

Ocampo, 2002). 
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2.4 F ARMACOCINETICA DEL CLENBUTEROL. 

El c1enbuterol es un agonista ~-adrenérgico que comparte propiedades fisicoquímicas con 

otros agonistas ~-adrenergicos; además su comportamiento es similar dentro de los 

organismos en ciertos aspectos. Alcanzan concentraciones plasmáticas máximas (Cpmax) 

en 1-3 horas tanto en animales domésticos como en el hombre. Se ha documentado en 

becerros, que el nivel pico inicial de c1enbuterol después de una dosis de 51lg/kg/día, 

considerada como promotora del rendimiento, fue de 0.5 ng/ml a las 2-7 horas después del 

tratamiento. Después de 21 días, el nivel pico llega a 1.1 ng/ml cuatro horas después de la 

dosificación debido probablemente a que se ha alcanzado el denominado estado estable con 

un ligero nivel de acumulación. En vacas lactantes dosificadas de manera crónica con 

c1enbuterol a razón de 5 Ilg/kg cada 12 horas, se alcanzó un nivel plasmático máximo de 5-

5.5 ng/ml de 5-7 días después de su administración (Stoffel y Meyer., 1993). La 

biodisponibilidad total de c1enbuterol sólo se puede estimar restando la excreción de su 

radioactividad urinaria, después de la administración oral de ~-agonista radiactivamente 

marcado. 

Como se detalló anteriormente, los agonistas ~-AR tienen un anillo aromático, algunos de 

ellos halogenados como el c1enbuterol. Todos se metabolizan por oxidación y conjugación 

microsomal. El clenbuterol en particular posee una vida media prolongada (Smith., 1998) 

En el ganado bovino, el c1enbuterol se excreta por la leche, a una concentración promedio 

de 12.5 ng/ml (rango: 5.5 a 22.5 ng/ml). Stoffel y Meyer (1993), administraron clenbuterol 

a vacas a dosis de 10 Ilg/kg de peso, detectándose una concentración en leche de 3-9 ng/ml 

de leche. En las curvas de eliminación plasmática del c1enbuterol en el ganado, se 

distinguen dos fases: una primera con vida media de aproximadamente 10 h Y una segunda 

de aproximadamente 120 horas, lo cual resulta en la acumulación de residuos en una amplia 

gama de tejidos (Elliot, et al., 1993; Elliot, et al., 1995). 
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2.5 RESIDUOS DE CLENBUTEROL EN PRODUCTOS DE ORIGEN ANIMAL. 

La dosis promotora del crecimiento óptima del clenbuterol en el ganado bovino, es 

aproximadamente de 0.8 ¡..t.glkg de peso. Empero, como se ha visto que se pueden mejorar 

aún más los rendimientos de las canales, no es raro que los productores administren al 

ganado bovino de cinco hasta diez veces la dosis mencionada (Peters., 1989). El incremento 

en el rendimiento en canal no es lineal al incremento en la dosis, se afecta a dosis elevadas 

el bienestar del animal y se puede afectar su salud, por lo que esta práctica no es justificable 

y el razonamiento es más bien primitivo. 

En un estudio realizado por Sauer y col. (1994), se administró clenbuterol vía oral a diez 

veces la dosis terapéutica (10 ¡..t.g/kg de peso cada 12 horas durante 21 días) en becerros 

Holstein-Friesian y se determinaron las principales variables farmacocinéticas y el patrón 

de eliminación de los residuos en los órganos y tejidos habituales, así como en varios 

compartimentos del ojo y fluidos corporales. Se determinaron residuos a las seis horas y a 

las uno, dos, cuatro, ocho y dieciséis días después de terminado el tratamiento. Las 

concentraciones del clenbuterol, fueron más elevadas en el hígado que en el riñón, bilis y 

orina, a partir del día dos del retiro. Sin embargo, las concentraciones en la coroides/retina 

fueron diez veces mayores que en el hígado en todos los tiempos después de terminado el 

tratamiento. Asimismo, las concentraciones de clenbuterol en los tejidos del ojo fueron en 

el siguiente orden, de más a menos: coroides, retina, córnea, esclerótica, humor acuoso, 

humor vítreo. Dado el peso de estas estructuras, es absurdo pensar que su acumulación a 

este nivel puede representar un peligro real. Sin embargo, su acumulación en retina y 

coroides puede ser útil para proporcionar información relevante sobre el uso del clenbuterol 

en animales enviados a rastro. Con base en el criterio de cero residuos, Elliot (1998), 

recomienda un tiempo de retiro de cuatro semanas cuando se utiliza una dosis convencional 

para mejorar el rendimiento en canal. Sin embargo, no hace referencia al tiempo requerido 

utilizando otras dosificaciones. La melanina es el componente ocular responsable de la 

fijación del clenbuterol, lo cual se demostró en residuos oculares de ratas albinas y ratas 
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testigo ya que ambas presentaron la misma cantidad de residuos de clenbuterol, mientras 

que las ratas con ojos pigmentados mostraron clara evidencia de acumulación. 

2.6 TECNICAS ANALITICAS PARA DETERMINAR CLENBUTEROL. 

Tratándose del monitoreo de sustancias prohibidas, en donde el límite máximo de residuos 

permisibles es cero (o bien el límite mínimo de detección del método), las características 

para la elección de la metodología a usar en el laboratorio, deben ser perfectamente 

evaluados en función de la cantidad y tipo de muestras a procesar, la rapidez y costo por 

muestra y la confiabilidad y sensibilidad de la metodología (Sauer et al., 1995; Flores, et, 

al., 2002; Elliot, et al., 1995a). La tendencia internacional es monitorear residuos utilizando 

la combinación de métodos presuntivos y confirmatorios, lo que permite trabajar un mayor 

número de muestras e incrementar la confiabilidad del resultado final. 

En el caso del clenbuterol, se han desarrollado diversos métodos analíticos en muestras de 

tejido (hígado, rifión, músculo, grasa), suero sanguíneo, orina, bilis, pelo, retina, alimentos 

para animales y sus ingredientes, aplicando técnicas variadas, entre las principales: 

enzimoinmunoensayo (ELISA), Radioinmunoanálisis (RIA) , Cromatografia en capa fina 

(CCF), Electroforesis capilar, Cromatografia de Líquidos de Alta Resolución (CLAR), 

Cromatografia de Gases (CG) y estas dos últimas con sus modalidades con acoplamiento a 

Espectrometria de Masas (MS) (Flores at al., 2002; Boyd and O' Keeffe, 1994). La CLAR 

con detección electroquímica o fluorescencia proporciona sensibilidad para una 

combinación de B-agonistas. La detección ultravioleta (UV) solo tiene una buena 

sensibilidad después de un procedimiento de derivatización post-columna. 

ELISA, es una prueba inmunológica, utilizada exitosamente en varios países, es una prueba 

usada ampliamente en la detección de dopaje en humanos o animales y para el monitoreo 

del uso ilegal del Clenbuterol y otros ~-agonistas (Flores at al., 2002). Tiene la ventaja de 

que se puede manejar un elevado número de muestras lo que repercute en la disminución 
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del precio por muestra analizada, es un método muy sensible y rápido, requiere de inversión 

mínima en equipo, materiales y reactivos; están disponibles diversos procedimientos de 

extracción para muestras: suero, orina, leche, bilis, hígado, riñón, músculo, retina, pelo, 

ingredientes y alimentos terminados para animales. (Morgado et al., 1993; Boyd et al., 

1996; González et al., 1996; García et al., 1997; Blass et al., 1998; Flores at al., 2002). De 

las ventajas de los métodos enzimoenzimaticos, se pueden señalar el número importante de 

muestras que se procesan en una corrida (96), si se comparan con las diez muestras por 

CLAR, el tiempo de análisis es de aproximadamente 27 h y tiene una sensibilidad de 0.1 

ppb, pero también presentan una desventaja importante que es el entrecruzamiento de las 

reacciones con otros beta agonistas, como la terbutalina, el salbutamol, el cimaterol entre 

otros; lo que reduce su aplicabilidad para el control de residuos. La ventaja principal de la 

CLAR es la confiabilidad de sus resultados de un 99.9%, una sensibilidad del orden de las 

partes por trillón (ppt), siendo su mayor desventaja el tiempo en el análisis que es de 72 h 

(peña, 2002). 

La Cromatografía de Gases (CG) o líquidos (CLAR), resulta la mejor elección en cuanto a 

niveles de detección (~ 0.5 flglkg), cuantificación (~ 1 flg/kg), recuperación (80-110%), 

correlación (coeficiente ~ 0.999) Y repetitibilidad (CV ~ 4), aunque ambas tienen el 

inconveniente del elevado costo por muestra analizada, la necesidad de contar con patrones 

(estándares de referencia) certificados, mantenimiento y calibración especializada de 

manera constante, solventes con un grado adecuado al tipo de cromatografía, la inversión 

inicial en equipo y sus aditamentos es elevada, el personal que desarrolle los análisis y 

opere el equipo debe tener un grado de especialización y actualización adecuado (Flores at 

al.,2002). 

El método aprobado para determinar la seguridad del consumidor, se basa en los conceptos 

de consumo diario aceptado (eDA) y el límite máximo de residuos (LMR). El CDA se 

calcula con el nivel máximo sin efecto del medicamento, multiplicado por el peso del 

consumidor sobre el factor de seguridad. El LMR se determina tomando en cuenta los 

consumos locales de los alimentos y un factor de seguridad. Para el clenbuterol el CDA es 
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de 0.004 mglkg según la F AO/OMS. Los límites máximos de residuos para el músculo y 

grasa del ganado es de 0.2 mglkg, de 0.05 mglKg en leche y de 0.6 mglKg en hígado y 

riñón (Peña, 2002). 

2.7 DERIV ATIZACION FLUORESCENTE 

Aunque se han usado varios reactivos de derivatización fluorescente en análisis de residuos 

de drogas, estos se reemplazan con hidrógenos activos de hidroxil, sulfidril, y grupos amino 

tomados en cuenta para más aplicaciones. 

2.7.1 Fluorescencia 

La Fluorescencia es el tipo de luminiscencia, en la que un átomo o molécula emite 

radiación visible pasando del estado electrónico alto a otro más bajo. El término se reduce 

al fenómeno en el que el intervalo de tiempo entre la absorción y emisión de la energía es 

extremadamente corto (10 -8 a 10-3 segundos). Esto distingue a la fluorescencia de la 

fosforescencia, en la que el intervalo de tiempo se puede extender a varias horas. Los 

materiales fluorescentes pueden ser líquidos o sólidos orgánicos e inorgánicos (Hawley., 

1988). 

La fluorimetria es útil particularmente en el análisis de drogas, y la no fluorescencia de 

muchos compuestos ha estimulado el desarrollo de reactivos los cuales ayudan a la 

formación de derivados fluorescentes. Los métodos fluorescentes tienen ventajas debido a 

sus excelentes límites de detección, su selectividad y la posibilidad de combinarse con las 

técnicas de inyección de flujo con métodos automáticos o semiautomáticos (Viñas, et al., 

1998). 
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2.7.2 Derivatización 

Los residuos de drogas que no son suficientemente absorbidos o fluorescentes se presentan 

usualmente, previos a su análisis a través de técnicas fisico-químicas, para algún tipo de 

derivatización primero se intenta aumentar la detectabilidad del analito. Además, la 

formación de derivados relativamente no polares ofrece ventajas para una extracción y 

purificación exitosas. 

En la selección de un procedimiento de derivatización para cierto analito, se deben tomar 

en cuenta varias medidas. El reactivo derivatizante puede ser selectivo para un grupo 

funcional simple, no tóxico, capaz de introducir un alto grado de sensibilidad, estable sobre 

períodos de tiempo prolongado, y capaz de reaccionar rápidamente y cuantitativamente con 

el analito bajo condiciones suaves de rendimiento de un derivado simple con una 

manipulación mínima. El derivado puede exhibir estabilidad sobre el tiempo y posee 

propiedades cromatograficas favorables. Los procedimientos de derivatización 

fluorescente, ultravioleta, visible, enzimático y fotoquímico han sido usados con sucesos de 

variación dentro del campo del análisis de residuos de drogas. 

2.8 AGENTES DERIV ATIZANTES 

2.8.1 CLORURO DE BENZOILO 

2.8.1.1 Propiedades Físico-Químicas 

El grupo e agentes derivatizantes para el clenbuterol serán aquellos que tendrán la 

posibilidad de reaccionar con el grupo amino en la molécula del clenbuterol. El cloruro de 

benzoilo químicamente es 4-(2-Phtalimyl), y sus propiedades fisico-químicas, refieren que 

es un líquido incoloro de olor picante, lacrimógeno, que con el agua se hidro liza fácilmente 
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formando ácido benzoico y desprendiendo ácido clorhídrico y calor, es soluble en éter, 

benceno y di sulfuro de carbono. Su fórmula estructural se presenta en la Figura 4. 

Fórmula molecular: 
C6HsCOCl 

Figura 4. Fórmula estructural del Cloruro de Benzoilo 

El Cloruro de Benzoilo se absorbe y se distribuye rápidamente en el aparato digestivo. La 

excreción principalmente se da en la orina como S - N benzyl- acetylcysteine, alcohol 

benzyl y benzaldehyde. Todos estos compuestos son irritantes para la piel y en las 

membranas mucosas. 

El cloruro de benzoilo es mutagénico y genotóxico. Además se descompone rápidamente 

con el calor y en contacto con los álcalis, los alcoholes, las aminas y el sulphoxide 

dimethyl, causa peligro de fuego y de explosión. Reacciona violentamente con los 

oxidantes fuertes. Reacciona con agua y el vapor produce calor. 

Esta sustancia es muy tóxica. Es un irritante severo y corrosivo. La inhalación prolongada 

puede ser fatal. La exposición aguda a la piel y a los ojos causa rojez, dolor y quemaduras 

localizadas. La inhalación causa dolor en la garganta al toser. 

2.8.1.2 Propuesta de reacción del Clenbuterol y el Cloruro de Benzoilo 

Los halogenuros de ácido son los más reactivos de todos los derivados de los ácidos 

carboxílicos. El ión halogenuro es un buen grupo saliente. Unido al carbono positivo de un 
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grupo carbonilo, se desplaza aun más fácilmente que cuando está unido a un carbono 

alquílico. 

Aunque todos los cloruros de ácido experimentan la hidrólisis ácida y alcalina para dar los 

ácidos carboxílicos, las velocidades de reacción varían. Un cloruro de ácido, que tiene un 

grupo alquilo voluminoso unido al grupo carbonilo, reacciona más lentamente que otro 

cloruro de ácido con un grupo alquilo pequeño. El efecto del tamaño del grupo alquilo 

sobre la velocidad de reacción es un problema de solubilidad en agua, más bien que de 

impedimento estérico. Un cloruro de ácido con un grupo alquilo pequeño es más soluble y 

reacciona con más rapidez. Un incremento del tamaño de la porción alquílica hace al 

cloruro de ácido menos soluble en agua; y la reacción es más lenta. Si la hidrólisis de 

diferentes cloruros de ácido se lleva a cabo en un disolvente inerte, que disuelve a ambos: 

cloruro de ácido yagua, las velocidades de hidrólisis son similares. 

El cloruro de benzoilo, es muy estable por los dobles enlaces que tiene y aunque si puede 

haber una resonancia entre el clenbuterol y el cloruro, el cloro que tiene este último es muy 

fuerte entonces es muy dificil que presente color. 

2.8.2 ORTOFTALDIALDEHIDO 

2.8.2.1 Propiedades Físico-Químicas 

Los aldehídos son compuestos de fórmula general: R-CH=O donde el grupo R puede tener 

muy diversas características estructurales, puede ser saturado, insaturado, alifático cíclico, 

aromático y de estructura muy simple hasta muy compleja. Estos compuestos, por tener el 

grupo carbonilo c=o son catalogados dentro de un grupo muy extenso denominado de 

"Compuestos Carbonílicos". Este grupo carbonilo presente en los aldehídos determina 

grandemente sus propiedades fisicas y químicas, tales como el alto momento bipolar debido 

a la distribución electrónica no uniforme de la unión carbono-oxígeno; el alto punto de 
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ebullición con respecto a compuestos no polares de peso molecular semejante se debe a la 

polaridad mencionada; el grupo cÍlrbonilo es también el responsable de la gran facilidad 

con que intervienen en reacciones de adición nucleofilica ya que, debido a la gran atracción 

electrónica que ejerce el átomo de oxígeno, ocasiona una deficiencia electrónica en el 

átomo de carbono, en el cual se origina un lugar ideal para el ataque de agentes 

nucleofilicos. 

El OPA fue originalmente introducido como un reactivo alternativo a la ninhidrina en la 

postcolumna de derivatización y suministró un significante incremento en la sensibilidad. 

Los aminoácidos reaccionan con el OPA en presencia de un Ieductor fuerte, en condiciones 

alcalinas (pH 9-11), dando un compuesto fluorescente. La separación en fase reversa 

seguida de detección fluorescente constituye un método de detección rápido, sensible y 

selectivo para todos los aminoácidos con grupos amino primario (Tateda et al., 1998). El 

OPA, tiene como fórmula molecular CgH602; Peso molecular: 134.13. La Figura 5 muestra 

la fórmula estructural del Ortoftaldialdehido. 

o 
Ir 

cx .. . eH , 
~ eH 

1I 
o 

Fórmula molecular: 
CgH602 

Figura 5. Fórmula estructural del Ortoftaldialdehido. 

2.8.2.2 Propuesta de reacción del Clenbuterol con el OPA 

El OPA, es conocido por reaccionar con aminas primarias en la presencia de un thiol como 

lo es el 2-mercaptoethanol, para formar un aducto altamente fluorescente. Esta reacción 

fluorescente ha sido ampliamente usada para la detección de aminas y aminoácidos en 
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sistemas cromatográficos. En la ausencia de un thiol, el OPA puede reaccionar con la 

histidina, histamina, agmatina, espermidina, serotonina y glutation para obtener aductos 

fluorescentes bajo las condiciones apropiadas para la reacción como lo es el pH y ha sido 

usado como un reactivo fluorogenico selectivo para el análisis de estas aminas y 

aminoácidos biogénicas en muestras biológicas (Tateda et al., 1998). 

Las condiciones, características y el mecanismo de derivatización del OPA en aminoácidos 

y aminas han sido discutidos con detalle. Estudios recientes se han llevado a cabo dentro y 

fuera del sistema cromatográfico, demostrando el motivo y el fondo de la inestabilidad de 

la parte fuerte del grupo amina primaria conteniendo compuestos: todos los derivados del 

OPA proporcionan el "menos estable" productos que contienen en su estructura inicial el 

radical-CH2 -NH2-. (Kutlán y Molnár-Perl., 2002). 

El OPA, es un compuesto que en ciertas condiciones proporciona fluorescencia y favorece 

el ambiente con la estructura de clenbuterol para que fluoresca, debido al flujo de 

electrones de la molécula. 

- 20-



2.9 JUSTIFICACIÓN 

Uno de los grandes retos para un laboratorio es la elección del procedimiento más 

apropiado para la détección preliminar de las drogas de abuso. En este sentido, esto va a 

depender del número de muestras y analitos a determinar, el requerimiento de sensibilidad 

y especificidad del método, del personal con que se cuenta, de los equipos disponibles y del 

presupuesto del laboratorio (Sunshine, 1988). Este concepto es usado entre la cromatografia 

de capa fina como un método preliminar objetivo pero adolece de la sensibilidad que 

caracteriza a la cromatografia de líquidos de alta resolución. 

Actualmente el c1enbuterol se identifica por la prueba de ELISA, la cual es una 

metodología no específica para este, es decir puede determinar otros ~-agonistas como el 

Salbutamol, Cimaterol, Mabuterol, Terbutalina, Brombuterol y otros. También se 

determina por Cromatografia de Líquidos de Alta Resolución (CLAR) con detector 

ultravioleta, cuya sensibilidad es buena, pero podría ser mejorada. Por lo que la intención 

de este estudio es realizar ensayos buscando la formación de un derivado fluorescente que 

incremente la sensibilidad en la determinación de residuos de c1enbuterol y su 

identificación por CLAR con detector de fluorescencia. 

2.10 HIPÓTESIS 

El c1enbuterol puede ser determinado por Cromatografia de líquidos de alta resolución con 

detector de fluorescencia al formar un derivado con el Cloruro de Benzoilo ó con 

Ortoftaldialdehido, que permitirá incrementar la sensibilidad y especificidad en 

comparación con los métodos de ELISA y Cromatografia de Líquidos Alta Resolución con 

detector ultravioleta. 
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2.11 OBJETIVOS 

General 

l. Implementar la metodología instrumental diferencial para la determinación de los 

derivados fluorescentes del clenbuterol con los reactivos OPA Y CI de Benzoilo. 

Específicos 

l. Realizar pruebas para obtener la máxima longitud de onda del Clenbuterol, Cl de 

benzoilo, OPA y sus respectivos derivados. Con esto se obtendrá el espectro de 

emisión óptimo de los compuestos y sus agentes derivatizantes en una amplia gama 

de longitudes de onda. 

2. Realizar ensayos analíticos por Cromatografía en Capa Fina y Fluorometría para 

obtener un derivado fluorescente del clenbuterol con el Cl de benzoilo y OPA Y 

poder establecer las mejores condiciones para cromatografía de líquidos de alta 

resolución (CLAR) 

3. Identificar y cuantificar el clenbuterol en: hígado, músculo y retina de muestras 

positivas a clenbuterol por ELISA y por CLAR-UV después de la formación de los 

derivados fluorescentes con CLAR- FLUORESCENCIA. 
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3. MATERIAL Y METOnOS 

A continuación se presenta un diagrama (Figura 6), en el cual se muestra el curso de los 

ensayos realizados en este estudio. 

CONDICIONES 
ESPECTROFOTOMETRICAS 

OBJETIVO 

Implementar la metodología instrumental 
diferencial para la determinación de los 
derivados fluorescentes del c1enbuterol con 
los reactivos OPA y CI de Benzoilo. 

* Longitud de onda de máxima 
absorbancia del Clenbuterol y de sus 
derivatizantes en este caso el OPA Y el 
Cloruro de Benzoilo 

Muestras Positivas 

LONGITUD DE ONDA 

Clenbuterol 
OPA 
Cl Benzoilo 

299nm 
340nm 
229nm 

CONDICIONES 
CROMATOGRAFICAS EN 

CAPA FINA. 

pH alcalino, si se observó una 
reacción fluorescente, pero se 
perdía de inmediato 

ENSAYOS PARA LA FORMACION DE UN 
DERIV ADO FLUORESCENTE 

IDENTIFICADO POR FLUOROMETRIA 

• Detección fluorimétrica de Clenbuterol/OP A, 
buena sensibilidad y estabilidad de la reacción, 
con un tiempo de reacción de 2-3 minutos. Si se 
logró la derivatización fluorescente. 

• Reacción fluorescente del clenbuterol/Cl 
Benzoilo, No se desarrollo, por precipitarse de 
inmediato. 

DETERMINACION 
DE RESIDUOS DE 
CLENBUTEROL 

PORELISA 

DETERMINACION 
DE RESIDUOS DE 
CLENBUTEROL 
PORCLARlUV 

DETERMINACION DE 
RESIDUOS DE 

CLENBUTEROL POR 
CLARlFLUORESCENCIA 

Figura 6.- Cronología de ensayos para la formación e identificación del derivatizado del c1enbuterol 

con el OPA y con el CI-benzoilo 
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Con el objeto de poner en evidencia la formación del derivado fluorescente por la reacción 

entre el Clenbuterol con el Cl-benzoilo y el Clenbuterol con el Orthoftaldialdehido (OPA), 

se realizaron los siguientes ensayos, donde se consideraron las posibilidades de efecto del 

pH y la temperatura. El compuesto esperado de la reacción del Clenbuterol con OPA y con 

Cl Benzoilo, es la formación de un compuesto fluorescente. 

3.1 Ensayos para la identificación de las características espectrofotométricas de los 

componentes de la reacción para la formación del derivatizado del clenbuterol 

Pruebas: se usa para obtener la longitud de onda de máxima absorbancia del clenbuterol y 

de sus derivatizantes en,este caso con el OPA y el CI-Benzoilo. 

La exploración de la longitud de onda para cada compuesto, donde el espectro de 

excitación esta representado por una gráfica de la intensidad luminiscente observada en un 

punto de luminiscencia máxima en función de la longitud de onda de emisión de la muestra. 

Esta se consigue al hacer que el espectro fotómetro explore a intervalos de cada 5 nm desde 

190 hasta 600 nm; con esto se obtendrá el espectro de emisión de los compuestos y sus 

agentes derivatizantes en una amplia gama de longitudes de onda (Fessenden., 1994). 

Se empleó un espectrofotómetro para luz ultravioleta y visible y exploración en el rango de 

190-600 nm. En este se les midieron la longitud de onda cada 5 nm: al Clenbuterol 

químicamente puro, a la mezcla de una cantidad constante de clenbuterol y cantidades 

decrecientes de CI-Benzoilo y OPA, Y de sus respectivos derivados. Se utilizaron dos 

soluciones para disolver los compuestos: 

a) Solución A: Mezcla de acetonitrilo-fosfato de potasio al 0.02M (25:75, v/v) 

ajustado a un pH de 2.8 con ácido ortofosfórico. El eluato fue de gasificado 

cuidadosamente con helio, filtrándose previamente con un flujo de 1 ml/min. 
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b) Solución B:, Mezcla de: metanol, acetonitrilo y fosfato de sodio; en una relación 

25:25:50, v/v. El fosfato de sodio al 0.005 M, ajustado a un pH de 9.3 con 

tetraborato de sodio al 0.05M. 

Para calibrar el espectrofotómetro, se utilizaron ambas soluciones. Posteriormente, fueron 

analizadas las siguientes muestras: 

a) Clenbuterol 

b) Ortoftaldialdehído 

c) Cloruro de Benzoilo 

d) Clenbuterol + Ortoftaldialdehido 

e) Clenbuterol + Cloruro de Benzoilo 

f) Clenbuterol derivatizado 

g) Ortoftaldialdehido derivatizado y Clenbuterol + Ortoftaldialdehido derivatizado en 

una relación moVmol. 

3.2 Ensayos para la formación e identificación de las condiciones en cromatografía 

de capa fina del derivatizado del clenbuterol 

La Cromatografia de Capa Fina, (CCF) es un procedimiento que se utiliza para separar 

moléculas relativamente pequeñas, es decir, la idea básica es la separación de los 

componentes de una mezcla. Este procedimiento se llevó a cabo con la finalidad de 

identificar los compuestos que se aplicaron en la placa: Clenbuterol, OPA, Cl de Benzoilo y 

sus derivatizantes. 

a) Reactivos. 

Los reactivos empleados en la CCF fina fueron: estándar de clenbuterol químicamente 

puro, placas CCF RP-18F254s silicagel fase inversa; silicagel 60-G, silicagel 60-H fase 

normal. Se preparó la fase móvil con buffer de fosfato: acetonitrilo: metanol; variando el 

pH gradualmente de ácido a alcalino (4-9) Y la concentración de las disoluciones. 
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b) Muestras aplicadas en la Cromatoplaca. 

* Solución A: La Solución A, consta de estándar de Clenbuterol a una concentración de 

3.5 mgl25 mI. 

* Solución B: Esta compuesta de una solución de OPA. 

* Solución C: Es una solución derivatizada la cual se preparó con 100 ¡..tI de Clenbuterol y 

100 ¡..tI de OPA (relación 1: 1). Ambos compuestos se mezclaron y se pusieron a calentar a 

40° C durante 10 minutos. 

* Solución D: Es una solución derivatizada la cual se preparó con 100 ¡..tI de Clenbuterol y 

100 J.lI de OPA (relación 1: 1). Ambos compuestos se mezclaron y se aplicaron a 

temperatura ambiente. 

* Solución E: Esta formada por OPA sobre una aplicación previa de Clenbuterol; ambas 

se aplicaron directamente en la placa a temperatura ambiente; con el fin de lograr la 

derivatización in situ. 

c) Condiciones Cromatográficas de capa fina 

Se utilizaron las siguientes fases móviles, en tres diferentes tipos de placas (fase 

estacionaria). (1) Placas 60-H silicagel, (2) Placas 60-G silicagel fase normal y (3) Placas 

RP-18F254s silicagel fase-inversa. En la primera placa se utilizó la primera fase móvil, en 

la segunda placa se utilizo la segunda fase móvil mientras que en la última placa se utilizó 

la tercera, cuarta, quinta y sexta fases móviles. 

* Fase móvil 1: consiste en una mezcla de tolueno: etil acetato: acetona: 3:2:1, v/v. 

* Fase móvil 2,;. consta de una mezcla de cloroformo: metanol: 80:20 v/v con un pH 

alcalino (9.3) 

* Fase móvil 3: consiste en una mezcla de acetonitrilo-fosfato de potasio al 0.02M (25:75, 

v/v) ajustado a un pH de 2.8 con ácido ortofosfórico. Esta fue degasificada cuidadosamente 

con helio filtrándose previamente con un flujo de 1 ml/min. 

* Fase móvil 4: consta de una mezcla de acetonitrilo-fosfato de sodio al 0.005 M (50:50, 

v/v) ajustado a un pH de 9.3 con tetraborato de sodio al 0.05M. 
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* Fase móvil 5: consta de una mezcla de metanol: acetonitrilo: fosfato de sodio; 25:25:50, 

v/v, con un pH alcalino (9.3). 

* Fase móvil 6: compuesta de una mezcla de metanol: acetonitrilo: fosfato de sodio; 

35:15:50, v/v, con un pH alcalino (9.3). 

d) Desarrollo de la Cromatoplaca 

En una placa de vidrio de 20 X 20 cm, recubierta con una fase estacionaria se aplicó una 

muestra a un centímetro del borde en uno de los extremos de la placa con 5 J.tl de solución 

A y paralelamente una muestra del mismo volumen de las soluciones B, C, D y E. 

El desarrollo de la placa se hizo en una cámara hermética con fase móvil líquida (eluente) 

formada por distintos compuestos polares (se describen abajo) en una relación moVmol. La 

fase móvil, asciende por la placa y arrastra las moléculas, las cuales se moverán según la 

afinidad que muestren por la fase móvil y/o estacionaria. Los compuestos migraran como 

bandas a una distancia de equilibrio entre las fases. La identificación de la reacción se 

obtiene observando la placa con luz UV. Finalmente se procede a la identificación de los 

analitos por comparación de las distancias recorridas por los mismos con las de los 

patrones. Para ello se utiliza un parámetro que es el rF o factor de retraso. 

3.3 Ensayos para la formación e identificación del derivado fluorescente entre el 

clenbuterol con el OPA Y con el CI-benzoilo, por Fluorometria 

El desarrollo e identificación de los compuestos formados en los ensayos para la formación 

de un derivado fluorescente se llevaron a cabo con clenbuterol, OPA Y Cl-benzoilo, en un 

Fluorometro (sistema cerrado). Las lecturas de la reacción se tomaron cada 15 segundos 

durante 30 minutos. Las longitudes de onda excitación/emisión que se utilizaron fue de 

336/455 nm. Las muestras se trabajaron a temperatura ambiente. 
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al Cloruro de Benzoilo: a cada muestra se le adicionó 3 mI de buffer de fosfato (P04), 300 

fll de estándar de Clenbuterol (3.5 mg125 mI) y 1 mI de CI Benzoilo, obteniendo al 

mezclarse un rango de pH 2.0-2.5. 

bl Ortoftaldialdehido: a cada muestra se le adicionó 3 mI de buffer de fosfato (P04), 300 

fll de estándar de Clenbuterol (3.5 mg/25 mI) y 1 mI de OPA, obteniendo al mezclarse un 

rango de pH 9.0-10.0. Para la interpretación, las lecturas dadas en transmitancia se 

cambiaron a logaritmo, para su interpretación. 

3.4 Determinación de las concentraciones de clenbuterol por ELISA 

Se determinó la concentración de clenbuterol en hígado, músculo y retina de bovino, 

mediante un ensayo inmuno-enzimático competitivo (ELISA) (R-Biopharm, 1996). Las 

muestras que ya se habían identificado como positivas fueron proporcionadas por el Centro 

Nacional de Servicios de Constatación en Salud Animal (CENAP A), se identificaron y se 

llevaron al Laboratorio de Toxicología, de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia 

de la UNAM, donde se les volvió a aplicar esta prueba para confirmar los resultados. Para 

músculo se tomaron 2 g de muestra finamente molida y se sometieron al proceso de 

extracción ácida descrito por Sporano et al., (1998). La muestra se suspendió por duplicado, 

en 8 mI de una solución de HCl 0.1 N Y se homogenizó durante 30 s. Seguidamente, se 

centrifugó a 5000 rpm durante 10 mino Tomando 20 fll del sobrenadante para el ensayo. 

Para hígado y retina se tomaron 5 g de muestra y se sometieron al proceso de extracción 

descrito en el boletín técnico #5 de Neogen "Procedimientos de extracción para 

clenbuterol". Junto con las muestras se corrieron soluciones estándar de clenbuterol con 

concentraciones de O, 100, 300, 900, 2700 Y 8100 ppt, para obtener la curva estándar. Al 

finalizar la reacción inmuno-enzimática, las placas se leyeron en un lector ELISA a 450 

nm. El límite de detección del método utilizado es de 40 ppt en músculo e hígado y de 200 

ppt en retina. El porcentaje de recuperación de c1enbuterol en las muestras control positivo 

fue del 90%. 
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3.5 Ensayos para identificar la concentración de clenbuterol por cromatografía 

líquida de alta resolución (CLAR) con detectores de luz ultravioleta y visible 

a) Aparatos 

El sistema cromatográfico consta de una bomba binaria modelo serie 200 equipado con un 

automuestreador. La separación cromatográfica se llevó a cabo sobre una columna C8 (250 

X 4.6 mm I.D). La detección se desarrolló con el Detector de Arreglo de Diodos 

ultravioleta/visible, el extracto se de gasificó en línea con helio, se filtró con membrana de 

nylon de 0.044 ¡..¡.m, escaneado en el rango de 190-350 nm; conectado a una estación de 

trabajo, usando software Total Chrom v. 5.1 e impresora. 

b) Condiciones Cromatográficas 

El método de extracción utilizado para esta técnica en músculo, hígado y retina es descrito 

por González, et al (1996). Una vez terminado el proceso de extracción, las muestras se 

resuspendieron en 1 mI de fase móvil bufferada. La fase móvil sobre la que se partió 

consiste en una mezcla de acetonitrilo en buffer de fosfato de potasio al 0.02 M (25:75, v/v) 

ajustado a un pH de 2.8 con ácido ortofosfórico (González et al 1996). Posteriormente se 

empezó a variar el pH de la mezcla gradualmente de 2.8-9.3. Las condiciones de pH y 

concentración de buffer que se probaron fueron las siguientes: 

- Fosfato de potasio al 0.02 M (25:75, v/v); pH 2.8 

- Fosfato de potasio al 0.02 M (25:75, v/v); pH 4.0 

- Fosfato de potasio al 0.02 M (25:75, v/v); pH 6.0 

- Fosfato de potasio al 0.02 M (25:75, v/v); pH 8.0 

- Fosfato de potasio al 0.02 M (25:75, v/v); pH 8.5 

- Fosfato de potasio al 0.02 M (25:75, v/v); pH 9.3 

Las longitudes de onda fueron de 336 y de 455 nm (excitación/emisión). La lectura se tomó 

a los 10 minutos, y el volumen de inyección fue de 30 Ill. A continuación, se colocó en el 
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automuestreador una alícuota de 30 ~l de estándar de clenbuterol químicamente puro 

(0.007 mg/ml), para construir la curva de calibración y 30 ~l de cada muestra procesada. 

3.6 Determinación de la concentración de Clenbuterol por Cromatografía Líquida de 

Alta Resolución con detector de Fluorescencia 

a) Aparatos 

El sistema cromatográfico consta de un sistema isocratico. La separación cromatografica se 

llevó a cabo en una columna Cs (250 X 4.6 mm I.D); la derivatización postcolumna se 

realizó mediante una bomba isocratica conectada con una T a la salida de la columna y 

antes del detector con un serpentin de 45 cm. La detección se desarrolló con el detector de 

Fluorescencia, explorando en el rango de 336-455 nm (excitación/emisión); conectado a 

una estación de trabajo, usando software Total Chrom v. 5.1 e impresora. 

b) Condiciones Cromatográficas 

La fase móvil consiste en una mezcla de acetonitrilo en buffer de fosfato de potasio al 

0.02M (25:75, v/v) ajustado en un rango de pH de 4.8 a 8.0. Este se degasificó con un 

sistema de helio en línea, con filtro de membrana de 0.044 ~m (González et al 1996). 

c) Procedimiento 

El método de extracción utilizado para esta técnica en músculo, hígado y retina es descrito 

por González, et al (1996). Una vez terminado el proceso de extracción, las muestras se 

re suspendieron en 1 mI de fase móvil bufferada y se congelaron a -20°C hasta su análisis. 

Se inyectó una alícuota de 20 ~l de estándar de clenbuterol (0.007 mg/ml) en un sistema 

CLAR con un tiempo de corrida de 10 minutos. Las condiciones fueron 336-455 nm 

(excitación/emisión). El desarrollo del método se basa en la reacción de derivatizacion del 

grupo amino primario con Ortoftaldialdehido en la presencia de 2-mercaptoetanol; 

obteniendo un producto fluorescente. El límite de detección para CLAR-Fluorescencia se 

estableció a la cantidad mínima detectable mediante el método de adición. 
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El método fluorimétrico con inyección-flujo para determinar c1enbuterol usando una 

reacción de OPA-mercaptoetanol (ME) se describe en la Figura 7. 

pe 

buffer r - ---, 
I 

B R D OPA·ME 

T 

Fig. 7. Método Fluorimetrico con Inyección-Flujo para detenninar Clenbuterol usando una reacción de OPA­
ME. (B) Bomba peristáltica, Flujo 1.0 mVmin; (V) Válvula de inyección (muestra 20 ~I); (R) Serpentin; (T) 
Termostato a 25°C; (O) Detector de Fluorescencia, 336/455 nm (excitación/emisión); (PC) Computadora; 
(R) Residuo. 
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4. RESULTADOS 

Todos los ensayos realizados en este estudio se llevaron a cabo entre el clenbuterol, el 

Cloruro de Benzoilo y el Ortoftaldialdehído. La refracción del clenbuterol con el OPA fue 

positiva, pero con el cloruro de benzoilo se formo un precipitado sin lograr la reacción 

esperada; de esta forma todos los ensayos se desarrollaron entre el OPA Y el clenbuterol. 

4.1 Identificación de las características espectrofotometricas de los componentes de la 

reacción para la formación del derivado del clenbuterol 

En el Cuadro 1 se observa la longitud de onda obtenida para cada compuesto químicamente 

puro y sus respectivas derivatizaciones. Asimismo, en las Figuras 8 a la 12 se presenta la 

longitud de onda de los compuestos químicamente puros y sus derivatizaciones 

correspondientes. 

Cuadro 1. Máxima Absorbancia del Clenbuterol, OPA, 
CI d B'I d· f e enZOl o y sus enva lZaClones 

Máxima absorbancia del compuesto en solución 

COMPUESTO LONGITUD DE ONDA 

(absorbancia) 

CLENBUTEROL 210.1 nm 

ORTOFTALDIALDEHIDO 203.2 nm 

CLORURO DE BENZOILO 303 nm 

Máxima absorbancia del compuesto derivatizado 

COMPUESTO LONGITUD DE ONDA 

(absorbancia) 

CLENBUTEROL + OPA 201.8 nm 

CLENBUTEROL + el BENZOILO 285.1 nm 
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Al concluir la exploración de longitud de onda de los compuestos se obtuvo la absorbancia 

máxima y mínima del Clenbuterol, OPA Y Cl de Benzoilo y sus respectivos derivatizados. 
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Figura 8. Longitud de Onda del ClenbuteroI. Máxima y mínima absorbancia (210.1 nm y 195.7 nm) 
para este compuesto. En este barrido se utilizó la primera fase móvil. Relación 1: l 
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Figura 9. Longitud de onda del Cloruro de Benzoilo. Absorbancia máxima de 303.0 nm y una mínima de 
191.0 nm. En este barrido se utilizó la primera fase móvil. Relación 1: 1 O 
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CLEIIBUTEROL + CLORURO DE BEIIZOILO 

A~ SOAQANCE {!'JI ' 

~ . ~ C~ , ~; 'it0 
i I I i .1 .q.::Sr¡S.¡~ 

I - . 
~ D""1l\ , " ' ; " . '" 

. 3SC.Ql '.' • - .~ .. : '. ' " . 
_.-1 ' , ;s 'W;W 

,-... "'-" , '"' '. ,;t0. (O . ".--- .. , 

. .. ' . oo, • • r ¿::J0.1i) .. , 

.. , I ~00 t ~ " . ' , . " 1-

l.e 0 1 ~ , :J 0.~ 

Figura 10. Longitud de onda del Clenbuterol + Cloruro de Benzoilo. Absorbancia máxima de 285.1 nm y 
una mínima de 190,7 nm. En este barrido se utilizó la primera fase móvil. La relación del derivatizado es 3:10 
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Figura 12. Longitud de onda del Clenbuterol + Ortoftaldialdehido. La absorbancia máxima de este 
derivatizado es de 20l.8 nm y la mínima de 190.9 nm. En este barrido se utilizó la primera fase móvil. La 

relación 1: l. 

En este estudio se observó que la longitud de onda se modifica cuando se mezcla el 

clenbuterol con el derivatizante, en este caso con el OPA Y el CI de benzoilo, De este modo, 

se siguió trabajando en la afinación de las cantidades de OPA, CI de benzoilo y clenbuterol 

para obtener una relación óptima para el desarrollo fluorescente . 

4.2 Identificación de las condiciones en cromatografía de capa fina (CCF) del 

derivado del clenbuterol con el OPA 

En el análisis por cromatografía de capa fina se observó un compuesto fluorescente con un 

rF de solo unos milímetros (5 mm) y con una duración de 20 segundos (Figura 14). 

Cuando las placas se eluyeron a un pH ácido (acetonitrilo: fosfato de potasio), no se 

observó la separación de los compuestos (Figura 13). Sin embargo, cuando se cambio el pH 

de la fase móvil (metanol: acetonitrilo: fosfato de sodio) de ácido a alcalino (9.3), se 

observo la separación de los compuestos (Figura 14). 
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Los resultados obtenidos en el presente análisis no reflejan una buena sensibilidad de la 

CCF. Por lo que posterior a la CCF, se decidió desarrollar ensayos para la formación de un 

derivado fluorescente en un Fluorómetro (sistema cerrado) cambiando las condiciones de 

trabajo, principalmente el pH de ácido (2.8) a alcalino (9-10). 

Fue estacionaria: RP-18 Fase Reversa 

Fue móvU: acetonitrilo: fosfato de potasio [50:50] 

ApHc:ación: l . Clenbuterol 
2. OPA 
3. Derivatizado 

Rf=0.671 

Figura 13. Cromatoplacas eluidas a pH ácido (2.8). 
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Fue estacionaria: RP-18 Fase Reversa 

Fue móvU: metanol: acetonitrilo: fosfato de sodio [25:25 :50] 

Aplicación: 

1. Clenbuterol 
2. OPA 
3. Derivatizado (clenbuterol + OPA) a 40° C 
4. Derivatizado a temperatura ambiente 
5. Clenbuterol + OPA aplicados directamente en la placa 

R.f=0.426 

Figura 14. Cromatoplacas eluidas a pH alcalino (9.3). 

4.3.- Identificación del derivado fluorescente del Clenbuterol por Fluorometria 

Por el método de fluorometna se identificó el derivatizado del clenbuterol con OPA. Los 

ensayos para la formación del derivado fluorescente se llevaron a cabo con OPA Y Cl 

Benzoilo, en un Fluorómetro a un pH alcalino (9-10). 

La Figura 15, muestra el comportamiento Fluorimétrico entre el Clenbuterol/OPA, esta 

reacción fue pH dependiente, y se llevó a cabo a temperatura ambiente. En las muestras se 

observa una buena sensibilidad y estabilidad de la reacción, además se identificó un tiempo 

de reacción de 2-3 minutos, después de este tiempo la reacción fue disminuyendo hasta 

perderse por completo. En la Figura 16, se observa el mismo comportamiento de 

Clenbuterol/OPA, ambas gráficas solo' difieren en que a estas muestras se le agregaron 600 

/ll de un patrón de Clenbuterol, ya las muestras de la Figura 15, se les agregó sólo 300 /l1. 

Además el pH fue un factor critico, influenciando la sensibilidad, por lo cual este efecto fue 

cuidadosamente considerado. Por lo tanto, sí se logró la derivatización fluorescente del 
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grupo amino primario del c1enbuterol con el OPA en la presencia de 2-mercaptoetanol. Por 

otra parte, la reacción fluorescente del c1enbuterol con el Benzoilo, no se desarrolló, 

porque el reactivo se presentaba muy inestable y se precipitaba de inmediato como se 

observa en la Figura 17. 
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Figura 15. FLUOROMETRIA (F) DEL DERIVATIZADO ENTRE EL CLENBUTEROL I OPA pH 
DEPENDIENTE Y A TEMPERATURA AMBIENTE 
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Figura 17. Precipitación del Cloruro de Benzoilo al mezclarse 

con c1enbuterol y buffer de fosfato. 

4.4 Determinación de las concentraciones de residuos de cien buterol por ELISA 

Se logró confirmar la identificación del clenbuterol por ELISA en muestras de hígado, 

retina y músculo de otro laboratorio, donde ya se habían identificado como positivas. 

Se detectó clenbuterol en todas las muestras analizadas (Cuadro 1), en niveles que fueron 

de 607.9 a 10,335.9 ppt en hígado; de 467.9 a 33,101.7 ppt en retina y de 5248 ppt en 

músculo respectivamente. Estos valores superan las 40 y 200 ppt de clenbuterol permitidas 

por la Organización Mundial de la Salud (OMS, 1998) como límite máximo de residuos 

para hígado, retina y músculo correspondientemente. 
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Cuadro 1. Concentración de Clenbuterol por ELISA en hígado, retina y músculo de 

bovino. 

Concentración Concentración Concentración 

clenbuterol clenbuterol clenbuterol 

Muestra (ppt) Muestra (ppt) Muestra (ppt) 

*H-025 5,025.2 **R-057 26,658.3 ***M-1 5248 

H-028 5,163.4 R-061 32,553.8 M-2 5248 

H-629 5,225.2 R-1752 7,274.9 M-105 0.0 

H-630 4,890.5 R-1756 33,101.7 

H-631 4,150.8 R-2690 0.0 

H-632 5,113.4 R-2695 0.0 

H-634 6,404.7 R-2727 533.1 

H-635 3,821.7 R-2740 467.9 

H-1644 2,842.3 R-2831 30,081.5 

H-1649 10,335.9 R-2834 31,555.2 

H-2240 3,948.0 R-2838 14,077.4 

H-2826 3,375.5 R-2840 30,081.0 

H-2827 607.9 R-2842 14,725.8 

H-2828 671 .2 

**R = RIñón "·M = Musculo 

En este ensayo ELISA permitió la detección de muestras positivas a la presencia de 

clenbuterol, de acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio, el uso del ensayo 

ELISA demostró ser confiable en la repetición del experimento con las muestras que dieron 

resultado positivo, por lo tanto puede recomendarse su uso como un método analítico 

rápido y efectivo para la detección de clenbuterol en muestras de hígado y otros tejidos de 

especies animales destinadas al consumo humano. Sin embargo al no ser una prueba 

específica para el clenbuterol, debido a que los anticuerpos de esta prueba muestran 

reacciones cruzadas con la epinefrina, la norepinefrina y con otros ~-agonistas (salbutamol, 

Terbutalina etc.,); se recomienda la confirmación de los resultados por métodos analíticos 

más exactos, como la Cromatografía Líquida de Alta Resolución. 
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4.5 Identificación de la concentración de residuos de clenbuterol por cromatografía 

líquida de alta resolución (CLAR) con detectores de luz ultravioleta y visible 

Por el método de cromatografia de líquidos de alta resolución con detector ultravioleta se 

obtuvieron los siguientes resultados. En la Figura 18 se muestra un cromatograma de 

estándar de clenbuterol. La corrida del espectro del pico corresponde al tiempo de retención 

del clenbuterol (2.24 mino con una Columna Cs) lo cual nos indica su identidad 

(característica máxima de 299 nm). Este cromatograma se creó para identificar el 

clenbuterol químicamente puro y observar su comportamiento solo y en la muestra. La 

Figura 19 muestra un cromatograma de un extracto de hígado con adición de estándar de 

clenbuterol (50 ~Vg de hígado). El tiempo de retención del clenbuterol fue de 2.44 

minutos. En la Figura 19 se observa un ligero corrimiento del estándar de clenbuterol con 

respecto al estándar solo, lo que nos indica que el clenbuterol se esta comportando de forma 

diferente cuando es adicionado a la muestra. 
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Fig. 18. Tiempo de retención (2.5 min.) del c1enbuterol por Cromatografía de Líquidos de Alta 

Resolución con luz Ultravioleta 
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Fig. 19 Tiempo de retención (2.44 min) de un extracto de hígado con adición de estándar de c1enbuterol (50 Jil/g de 

hígado), por Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución con luz Ultravioleta 
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El cromatograma de la Figura 20 presenta un extracto de músculo con adición de estándar 

de clenbuterol (50 Ill/g de músculo). El tiempo de retención del clenbuterol fue de 2.40 

minutos, muy similar al de la muestra de hígado con adición de clenbuterol. El porcentaje 

de recuperación de clenbuterol en esta muestra fue de 45.22 %. En esta Figura se observa 

que el tiempo de retención del clenbuterol en músculo es casi idéntico al que se esta 

presentando en hígado. 

IlV 

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 5.0 5.5 .0 6.5 

Tiempo (min) 

Fig. 20 Tiempo de retención (2.5 min) de un extracto de músculo con adición de estándar de clenbuterol (50 JLlIg 

de músculo), por Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución con luz Ultravioleta 

Al finalizar, la inyección de todas las muestras bajo las condiciones cromatograficas ya 

referidas se construyo una curva: de calibración y se calculó el- límite de detección del 

método CLAR-UV el cual fue de 4 ng/30 Ill. Asimismo, se obtuvo un porcentaje de 

recuperación del 40%, a partir de la utilización de un método de adición en una muestra. Se 

observó que CLAR-UV, no tiene los niveles de detección de ELISA. 
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4.6 Determinación de la concentración de Clenbuterol por Cromatografía Líquida de 

Alta Resolución (CLAR) con detector de Fluorescencia 

La secuencia de la reacción es importante; se obtuvieron mejores resultados analíticos 

mezclando OPA y ME antes de la adición del clenbuterol (amina). De igual manera se 

probaron varios ensayos para obtener la configuración óptima. Se obtuvieron buenos 

resultados usando un sistema cromatografico como se muestra en la Figura 21. 

pe 

buffer 

p 
OPA-ME 

w o 

T 
Figura 21. Método Fluorimetrico con Inyección-Flujo para determinar Clenbuterol usando una reacción de 
OPA-ME. (P) Bomba peristáltica, Flujo 1.0 ml/min; (V) Válvula de inyección (muestra 20 Ill); (R) 
Serpentin; (T) Termostato a 25°C; (D) Detector de Fluorescencia, 336/455 nm (excitación/emisión); (PC) 
Computadora; (W) Residuo. 
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4.6.1 Optimización de las variables Químicas 

Los parámetros experimentales fueron optimizados para obtener una máxima fluorescencia. 

El pH fue un factor crítico, influenciando la sensibilidad, por lo cual este efecto fue 

cuidadosamente considerado. La intensidad de la fluorescencia fue monitoreada en función 

del pH, usando diferentes soluciones de fosfato-buffer de borato, con un pH de entre 4 a 

9.3. La solución de OPA fue preparada usando las mismas soluciones de buffer. En la 

Figura 22 se observó que la fluorescencia no aparece debajo de un pH de 8.0, mientras que 

el incremento del pH a 9.3 produce una fluorescencia ligera; por lo que este valor fue 

señalado como óptimo. 
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Figura 22. Influencia del pH, sobre la intensidad de fluorescencia. Clenbuterol inyectado 20 Il Urnl 
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4.6.2 Derivatización del Clenbuterol 

El clenbuterol es una: amina simpaticomimetica (p-agonista), con la siguiente estructura: 

CLENBUTEROL 

El mecanismo propuesto para explicar la reacción del clenbuterol con el OP A (en presencia 

de 2-mercaptoetanol) se describe a continuación en una reacción hipotética: 

S-R' 

CHO 

+ R'-SH 
R-NH2 + 

THIOL 
CHO 

OPA FLUOROFORO 

Para la detección fluorescente del grupo amino se utilizó el reactivo OPA en combinación 

con un compuesto thiol, que fue el 2-mercaptoetanol. La amina aromática observada en la 

reacción con un substitúyente como es el grupo metilo un anillo aromático orto se encargó 

de derivatizar el grupo funcional amino. 
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El efecto del ME fue muy importante al añadirse al OPA porque en la ausencia de este 

thiol, la fluorescencia prácticamente no existía. 

La falta de interferencia a partir del área de las muestras con c1enbuterol en el 

cromatograma y la detección de fluorescencia del clenbuterol a !..ex = 336 nm y !..em = 455 

nm garantizan alta selectividad del método. La probabilidad de que otros compuestos 

desarrollen propiedades fluorescentes a esta excitación y emisión y a pH = 9.3 es muy bajo. 

Por el método de cromatografía de líquidos de alta resolución con detector de fluorescencia 

se obtuvieron los siguientes resultados. En la Figura 23 se muestra un cromatograma de 

estándar de clenbuterol. La corrida del espectro del pico corresponde al tiempo de retención 

del clenbuterol (4 mino con una Columna Cs). Este cromatograma se creó para identificar el 

clenbuterol químicamente puro y observar su comportamiento solo y en la muestra. La 

Figura 24 muestra un cromatograma de un extracto de hígado con adición de estándar de 

clenbuterol (50 I!l/g de hígado). El tiempo de retención del clenbuterol fue de 4.5 minutos. 

En la Figura 24 se observa un ligero corrimiento del estándar de clenbuterol con respecto al 

estándar solo, lo que nos indica que el clenbuterol se esta comportando de forma diferente 

cuando es adicionado a la muestra. 
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Fig 23. Cromatograma de Estándar de Clenbuterol por Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución 

con detector de Fluorescencia. 
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Fig 24. Cromatograma de extracto de Hígado con Clenbuterol por Cromatografia de Líquidos de Alta 

Resolución con detector de Fluorescencia. 

Al finalizar, la inyección de las muestras bajo las condiciones cromatograficas ya referidas 

se construyó una curva de calibración y se calculó el límite de detección del método 

CLAR-Fluorescencia el cual fue de 7 ng/30 fll. Asimismo, se obtuvo un porcentaje de 

recuperación del 70%, a partir de la utilización de un método de adición en una muestra. Se 

observó que CLAR-Fluorescencia, presenta un límite de detección y un porcentaje de 

recuperación mayor a CLAR-UV. 
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Finalmente se elaboró un cuadro (Cuadro 2) que muestra la sensibilidad, especificidad y 

costo de cada método descrito en este estudio. Se observa que la cromatografia líquida de 

alta resolución con detector de fluorescencia es una prueba que puede utilizarse con buenos 
. -

resultados para la determinación de residuos de clenbuterol con suficiente especificidad. Se 

observa que ELISA es un método superior a otros métodos respecto a costos. 

Cuadro 2. Descripción de la sensibilidad, especificidad y costo de los métodos 
evaluados en este estudio. 

METODO SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD COSTO 

CCF BAJA ALTA BAJO 

FOTOMETRIA MEDIA MEDIA BAJO 

CLAR-UV ALTA ALTA ALTO 

CLAR-FLUORESCENCIA ALTA ALTA ALTO 

ELISA MEDIA BAJA BAJO 

CCF = Cromatografia de Capa Fina 
CLAR-UV = Cromatografia Liquida de Alta Resolución con detector ultravioleta 
CLAR-Fluorescencia = Cromatografia Liquida de Alta Resolución con detector de Fluorescencia 
ELISA = Prueba de Enzimoinmunoanálisis 
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5. DISCUSIÓN 

Exploración de la Longitud de Onda 

El barrido se realizó con la finalidad de ver la longitud de onda de los compuestos en su 

estructura original; exploración que según Miller (1988), Pickering (1976); Abbott y 

Andrews 1973, cada componente de una solución tiene su patrón de absorción de luz, 

característico. Comparando la longitud de onda y la intensidad del máximo de absorción de 

luz de una muestra versus soluciones Standard, es posible determinar la identidad y la 

concentración de componentes disueltos en la muestra (solución incógnita) como se hizo en 

este estudio con el Clenbuterol, Ortoftaldialdehido y Cloruro de Benzoilo. Browning 

(1971); Gouw (1972) y Giddings (1965), mencionan que las ventajas que presenta la 

espectrofotometria sobre otros métodos analíticos de laboratorio son las que siguen: es 

rápida, precisa, versátil, fácil de usar, eficiente y barata en costo. 

Ralph y loan Fessenden (1994), mencionan que la base de la espectrofotometría es que 

muchas substancias tienen color propio, o pueden dar lugar a productos finales coloreados 

en ciertas reacciones químicas, en este estudio se utilizó un compuesto que fluoresce por si 

mismo como lo es el Ortoftaldialdehido, compuesto químico utilizado en este estudio. 

Determinación del derivatizado del clenbuterol con el OPA por cromatografía en 

capa fina 

Tal y como afirma Segura y De la Torre (1992), el método para separar un agente tóxico de 

la matriz en la cual está embebido está relacionado con las características del mismo, el 

desafío está en separar el agente tóxico con pureza y cantidad suficientes para permitir 

caracterizarlo y cuantificarlo. Los métodos para separación desde hace mucho han 

planteado un gran reto para los toxicólogos analíticos. El mismo autor sostiene, que las 

sustancias orgánicas no volátiles, tales como fármacos prescritos, sustancias ilegales 

(clenbuterol), plaguicidas, productos naturales, etc., son sólidos o líquidos y los 

- 52-



procedimientos de separación por lo general se fundamentan en extracciones diferenciales, 

sea líquido-líquido o sólido-líquido. Estas extracciones con frecuencia no son eficientes, y 

la recuperación de la sustancia tóxica desde la matriz puede ser inadecuada. Dentro de las 

técnicas analíticas, la cromatografía de capa fina (CCF) es un método ampliamente 

sugerido en la literatura por su sensibilidad y gran especificidad. En este sentido, Lillsunde 

y col., (1991), establecieron que el límite de detección de la CCF para una gran variedad de 

drogas es de 1 mg/ml o menos. 

La cromatografía en capa fina como la describen Bauer, et al., 1991, permite la separación 

de los componentes de una muestra por su solubilidad entre la fase estacionaria o sólida y 

la fase móvil o líquida que pueden estar en una mezcla, su identificación de acuerdo al 

tiempo de retención y su cuantificación al apreciar la intensidad de la banda del compuesto. 

Por la aplicación en las placas, en este estudio se determinó que el grado de arrastre de las 

sustancias depende de su solubilidad, en las fases. En este estudio se observa, que después 

de arrastrar y revelar una sustancia pura en el cromatograma, el compuesto de interés se 

observa como una mancha bien definida ya sea a simple vista o por la reacción con algún 

revelador, en este caso se utilizó luz Ultravioleta para poder observar el recorrido del 

compuesto. Y cuando se analizan sustancias complejas o mezclas, cada componente 

aparece en el trayecto del cromatograma de acuerdo a su solubilidad en la fase móvil. En el 

análisis por cromatografía de capa fina se observó un compuesto fluorescente como una 

mancha bien definida con un rF de solo unos milímetros y con una duración de 20 

segundos. 

Además se observó que esta técnica es especialmente útil para la separación de pequeñas 

cantidades de sustancias, como también hace referencia y describe Domínguez (1975). Se 

trata fundamentalmente de una cromatografía basada en un fenómeno de adsorción 

(equilibrio de adsorción entre un sólido estacionario y una fase líquido móvil), aunque 

pueden estar presentes simultáneamente otros fenómenos físicos que determinan 

parcialmente la separación cromatográfica (G5tz, et al., 1980; Zlatkis y Kaiser, 1977). La 
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separación es rápida; las manchas o bandas obtenidas son muy compactas y es posible por 

lo tanto detectar compuestos a concentraciones muy bajas (Touchstone, et al., 1983). 

Identificación del derivado fluorescente por Fluorometría 

En este estudio los ensayos para la formación de un derivado fluorescente se llevaron a 

cabo con OPA Y Cl Benzoilo, en un Fluorómetro con un pH alcalino (9-10). En las 

muestras se observa una buena sensibilidad y estabilidad de la reacción, además se 

identificó un tiempo de reacción de 2-3 minutos. Ralph y Joan Fessenden (1994), 

mencionan que la sensibilidad es una ventaja considerable de la fluorimetría respecto a la 

espectro fotometría. 

Por otra parte, la reacción fluorescente del clenbuterol con Cl Benzoilo, no se desarrolló, 

porque el reactivo se presentaba muy inestable y se precipitaba de inmediato. Wang, et al., 

1999, describe que el cloruro de benzoilo es mutagénico y genotóxico. Además se 

descompone rápidamente con el calor y en contacto con los álcalis, los alcoholes y las 

aminas. Reacciona violentamente con los oxidantes fuertes y con el agua. 

Por otra parte Osajda y Mlochowski (2002), mencionan que aunque todos los cloruros de 

ácido experimentan la hidrólisis ácida y alcalina para dar los ácidos carboxílicos, las 

velocidades de reacción varían. Un cloruro de ácido, que tiene un grupo alquilo voluminoso 

unido al grupo carbonilo, reacciona más lentamente que otro cloruro de ácido con un grupo 

alquilo pequeño, lo cual coincide con lo observado en este estudio ya que el cloruro de 

benzoilo, es muy estable por los dobles enlaces que tiene y aunque si puede haber una 

resonancia entre el clenbuterol y el cloruro, el cloro que tiene este último es muy fuerte 

entonces es muy dificil que presente color. 
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Análisis de la concentración de residuos de clenbuterol por ELISA 

Se detectó c1enbuterol en todas las muestras analizadas en niveles que fueron de 607.9 a 

10,335.9 ppt en hígado; de 467.9 a 33,101.7 ppt en retina y de 5248 ppt en músculo 

respectivamente. Estos valores superan las 40 y 200 ppt de clenbuterol permitidas por la 

Organización Mundial de la Salud (OMS, 1998) como límite máximo de residuos para 

hígado, retina y músculo correspondientemente. Además estas cifras constituyen un 

indicador del peligro potencial para la salud que representa el empleo del clenbuterol como 

promotor de crecimiento en el ganado bovino en México. 

Según los estudios de la OMS, la ingestión máxima diaria de clenbuterol no debe 

sobrepasar los 0.004 jlg/kg peso corporal, para evitar la ocurrencia de signos clínicos 

asociados con la intoxicación. Con base en esta información, la cantidad máxima que puede 

ingerir una persona adulta de 60 kg de peso, sería de 0.24 jlg mientras que los límites 

máximos de residuos correspondientes en ganado bovino son 0.2 jlglkg en músculo y 0.6 

jlg/kg en hígado y riñones. 

Los niveles más altos de clenbuterol en músculo (5248 ppt) que se detectaron en el presente 

trabajo, resultan muy inferiores a los encontrados en carne de bovino involucrada en varios 

casos de intoxicación colectiva asociados con el clenbuterol, en los que la droga se detectó 

en niveles entre 0.8 y 7.4 ppm (Sporano, et al., 1998) y 1.14 ppm (Brambilla, et al., 2000). 

Pérez (2002), establece un límite máximo de residuos en bovinos que es de 0.1 jlg/kg en 

músculo, y 0.5 jlg/kg en hígado y riñón, límites que están por debajo de los encontrados en 

este trabajo. 

Este ensayo ELISA permitió la detección rápida de muestras positivas a la presencia de 

clenbuterol; de acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio, el uso del ensayo 

demostró ser confiable en la repetición del experimento con las muestras que dieron 

resultado positivo, sin embargo ELISA es una prueba no específica, esto es que 

proporciona la detección no solo del clenbuterol sino de otros ~-agonistas como lo es el 
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salbutamol, la terbutalina, el zilpaterol entre otros. Por otra parte se demostró que se puede 

utilizar como una prueba de rutina para determinar las posibles muestras contaminadas y 

posteriormente confirmar los resultados a través de pruebas más específicas como los 

métodos de Cromatografía Líquida de Alta Resolución, los cuales de acuerdo con Meyer et 

al., (1991), Gleixner, et al., (1996), y Boyd, et al., (1996), son una herramienta útil para 

realizar la diferenciación de los diferentes compuestos ~-agonistas. 

Determinación de residuos de c1enbuterol por cromatografía de líquidos y detector 

con luz ultravioleta 

Son pocos los métodos reportados en la literatura que hacen referencia a la determinación 

de clenbuterol. García, et, al., 2004, menciona que hay diversas técnicas para la 

determinación de ~-agonistas (clenbuterol), como la Cromatografía Líquida de Alta 

Resolución (CLAR) con detector ultravioleta o detección electroquímica. En este estudio la 

que se utilizo fue CLAR- ultravioleta. La CLAR- VV, es un método que se aplicó para la 

determinación del clenbuterol en diferentes matrices como hígado, músculo y retina. 

Generalmente para la determinación de ~-agonistas por la técnica de CLAR, se utilizan las 

columnas de fase-reversa debido a la interacción hidrofóbica de las moléculas con las fases 

estacionarias de la C8 o C18 (Boyd, et al., 1996), mismas que se utilizaron para la 

realización de este estudio. Además este mismo autor menciona que el clenbuterol se ha 

medido por CLAR con detector ultravioleta a una longitud de onda de 222 y 245 nm; lo 

cual no hace referencia a la longitud de onda de este trabajo (longitud de onda del 

clenbuterol químicamente puro 299 nm). 

Al observarse en este estudio que la CLAR-VV no proporciona la sensibilidad suficiente 

para la determinación de clenbuterol se recurre a una alternativa; que es cambiar el detector 

ultravioleta a fluorescente; ya que este detector confiere una ventaja adicional de 

selectividad para la detección de clenbuterol. La sensibilidad de este método varía pero se 

ha reportado un límite de detección de 1 ppb (Boyd, et al., 1996). 
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La identidad del clenbuterol fue verificada por CLAR-UV. Las altas concentraciones de 

este compuesto en hígado, músculo y retina fueron identificadas en los cromatogramas 

correspondientes. O?ürsch y Meyer, 1992), mencionan que el clenbuterol puede ser 

separado de otros compuestos eficientemente por CLAR-UV, como fue el caso de este 

trabajo. Asimismo, afirman que la combinación de técnicas CLARlELlSA puede facilitar la 

identificación del analito en caso de tener muestras sospechosas aún después de haberle 

realizado uno de estos métodos de forma individual y previo a la confirmación final. 

Determinación de residuos de clenbuterol por Cromatografía Líquida de Alta 

Resolución y detector de Fluorescencia 

Los métodos fluorescentes · como se observó en este estudio y como lo describe López­

Erroz, et al., (2000), proporcionan ventajas en el análisis farmacéutico debido a sus 

excelentes límites de detección, su selectividad y su fácil combinación con otras técnicas. 

La secuencia de la reacción obtenida es importante; se obtuvieron mejores resultados 

analíticos mezclando OPA y ME antes de la adición del clenbuterol (amina). De igual 

manera se probaron varios ensayos para obtener la configuración óptima. En este estudio, 

los parámetros experimentales fueron optimizados para obtener una máxima fluorescencia. 

El pH fue un factor crítico, influenciando la sensibilidad, por lo cual este efecto fue 

cuidadosamente considerado. La intensidad de la fluorescencia fue monitoreada en función 

del pH, usando diferentes soluciones de fosfato-buffer de borato, con un pH de entre 4 a 

9.3. La solución de OPA fue preparada usando las mismas soluciones de buffer. En la 

Figura 22 se observó que la fluorescencia no aparece debajo de un pH de 8.0, mientras que 

el incremento del pH a 9.3 produce una fluorescencia ligera; por lo que este valor fue 

señalado como óptimo. Estos resultados son semejantes a los que reporta Viñas, et., al 

1998. 

Para la detección fluorescente del clenbuterol (aminas), el reactivo OPA se uso 

generalmente en combinación con un compuesto thiol, usualmente 2-mercaptoetanol. De 
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acuerdo con Stoev y Michailova (2000), el OPA es un reactivo fluorogénico específico para 

aminas aromáticas primarias la cual produce fluoróforos de alta fluorescencia y potencial 

selectivo teniendo características de excitación-emisión similares (AeX = 395-410 nm y Aem = 

490-510 nm); en este estudio la excitación/emisión utilizadas fueron de: 336/455 nm. Lo 

anterior coincide con lo que especifica Adur, et al., (1998), una sustancia fluorescente 

(fluoróforo) absorbe luz de una determinada longitud de onda (su espectro de excitación) y 

la emite a otra longitud de onda más larga (su espectro de emisión). Por lo tanto, cuando es 

iluminada a su longitud de excitación y observada a través de un filtro que solo permite 

pasar luz con la longitud de onda de la luz emitida, la sustancia aparecerá brillante sobre un 

fondo oscuro generando así una imagen de alto contraste. La intensidad y el color de la luz 

emitida son característicos de la molécula fluorescente. 

Como lo describe Ichinose, et al (1998), para la detección fluorescente en cantidades de 

picomol de aminas primarias, el reactivo OPA es usado comúnmente en combinación con 

un thiol, usualmente el 2-mercaptoetanol. Las aminas aromáticas con un substitúyente 

como es el grupo metil o un anillo aromático orto derivatizan el grupo funcional amino. 

El efecto del ME fue muy importante al añadirse al OPA porque en la ausencia del thiol, la 

fluorescencia prácticamente no existe. Viñas, et al., 1998, mencionan que la fluorimetría es 

útil particularmente en el análisis de la droga, y la no fluorescencia de muchos compuestos 

ha estimulado el desarrollo de reactivos los cuales ayudan a la formación de derivados 

fluorescentes. Los métodos fluorescentes presentan ventajas debido a su excelente límite de 

detección, su selectividad y la posibilidad de combinarse con técnicas de inyección de flujo 

en métodos automáticos o semiautomáticos usando instrumentación económica. 

La falta de interferencia a partir del área de las muestras con clenbuterol en el 

cromatograma y la detección de fluorescencia del clenbuterol a Aex = 336 nm y 

Aem = 455 nm garantizan alta selectividad del método. La probabilidad de que otros 

compuestos desarrollen propiedades fluorescentes a esta excitación y emisión ya pH = 9.3 

es muy bajo. 
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6. CONCLUSIONES 

Independientemente de si el clenbuterol en grandes cantidades puede o no afectar la salud 

pública, es evidente que el uso de un fármaco prohibido por las autoridades de un país, para 

cualquier fin en la producción pecuaria representa un delito y como tal deberá tipificarse y 

castigarse. 

Es obligación del veterinario procurar la producción de productos de origen animal de alta 

calidad, lo que incluye la vigilancia de un nivel de residuos de fármacos acorde a los 

estándares internacionales (Codex Alimentarius, FDA, C0munidad Europea, etc.). No 

obstante, es justo aclarar que el clenbuterol no es especialmente peligroso para el ser 

humano; con un retiro adecuado, los residuos de clenbuterol dejan de ser un peligro. El 

presente trabajo demostró que el clenbuterol puede ser determinado con buena sensibilidad 

usando un procedimiento muy simple basado sobre la derivatizacion fluorescente de la 

droga con el reactivo Ortoftaldialdehido en la presencia de un thiol como lo es el 

2-mercaptoetanol. Los resultados obtenidos permiten postular que este procedimiento debe 

ser usado como método de análisis del clenbuterol en la industria veterinaria como análisis 

cuantitativo. Al verificar la identidad del clenbuterol por CLAR-Fluorescencia, se observó 

que las concentraciones de este compuesto en hígado, músculo y retina fueron identificadas 

con buena selectividad. CLAR-Fluorescencia muestra buena sensibilidad y es más selectiva 

que con detector ultravioleta. 

Además de acuerdo con estos resultados concluimos que la CCF no se puede aplicar como 

ensayo presuntivo o de screening en el análisis de clenbuterol. 

Se propone que se siga trabajando, dado que se incrementa la sensibilidad con un derivado 

fluorescente, además es importantísimo que se siga desarrollando un método de separación 

ya que la fase reversa utilizada en este estudio no fue la adecuada por las características de 

pH y por lo tanto, de ionización de nuestro compuesto que no eran separados 

adecuadamente en el sistema propuesto originalmente. También se propone seguir 
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trabajando en la formación de compuestos fluorescentes, porque estos son una excelente 

alternativa para la determinación de clenbuterol en muestras orgánicas. 

Podemos concluir que la técnica ELISA de competición, es un método rápido, sensible y 

fiable para la detección de clenbuterol, aunque no es específica. Las características de esta 

técnica permiten el análisis de un número elevado de muestras simultáneamente y la 

obtención de resultados en un corto espacio de tiempo, por lo que la hacen eficaz para su 

utilización como método de screening en el control del empleo de clenbuterol que asegure 

una carne libre del mismo para los consumidores. 
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