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OBJETIVO:

Ta pras@a%@ tesis, ftrata de recopilar y deseribiz
los difetentes métodos, de que se puede valer el Quimi
eo para ldentificer ol alealolde feranitrénico més inws
portante del oplie, que reeibe’ el nombre de Morfina.

INTRCDUCCICH:

ILe mowfine es una substanecie udilizade wmiversele
mente, sunque esta puede sey sintetizmada en 61 laboraw
sorig, conr gran difieuldad, muchos derivados semisintd
tisoz sstén hechos relativements. por wme modificeeldn-
simple de la noléeuls de dlorfins.

Ds smplios usos en Farmesologia y Cliniea, la Mop
fina no e uma Serapis especifien, y da solamenite ali-
vio sintomdtico, su abuse puede csultar los sinbomas 6
el progreso de la enfeormedad; sdlo en sasos de onfermg
dedes como edénecer, donde la morfina tiene que sey admi
nistrads slempre en grondes dosie, se debs esperay que
le dependenela ocurTa,

Los farmegologistas y Quinicos fermecédublicos egew
49n buscando un analgésico efeetivo que sustitvye a2 le
morfing sin cmuser depsndencia.

Ta gran cantidad de muestras que llegan e los di-
Perentes laboratorios ensargsdos de controlar, idendis
ficay y frenmar el transporte ilicido de esihupefaciene=
$e3, ontre ellos la morfine y sus sales, ha hechs que-
los guinicos ecade ves, s& preparen mejor pere modifles
ear y obtemer resuliados de las difetentes mezclas de=
estupefaclientes en un corto tlempo, haclendo uso 46 ==
les divorsos métodos para su ldentifisacién: Reaeeio—-
nes coloridas, Pruebas erlsilines, Sistemas cromatogra
fiecos, Métodos inpunolbgicos, ates

HISTORIA:

La palabra “oplo” ge derlva del voeablo griege -
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que gquiere decir jugo, puesto que este producto se obtie
ne del jugo que producen las cdpsulas de adormidera; del
t8rmino que las designa en esa misma lengua viene el de
"Codeina", ’

Otro alcaloide natural de ésta planta, la tebaina,
toma su nombre de la ciudad egipcia de Tebas, donde se-
producia‘cierto tipo de Opio. Se ha conservado el voca
blo "tebaico"™ como adjetivo relativo al opio. El nome-
bre "morfina" deriva del griego "Morphensg", dios del sue
fio.

Tl uso del Opio se extendid del Asia Menor hacia —-
Greecia. Aunque fué empleado en tiempos anteriores a la -
historia escrita, la primera referencia se encuentra en
las notas de Teofrasto ( siglo III a. de C. ), que le 1lla
mé "Meconion", de donde proviene la voz meconio, que hoy
ge aplica al jugo que se obtiene de las cabezasg de Ador-
midera, Dioscérides, en el siglo I de nuestira era, cono-—
cia bien el método para recolegtar y preparar el opio, ¥
sus instruceiones para confeccionar el diacodién & jara-—
be de adormidera figuran casi gin variacidén en las fapr--
macopeas modernas. Los médicos Arabes esitaban familiari-
zados con los usos del opioc, y fueron los eomerciantes -
drabes quienes lo introdujeron en Oriente y China., Losg -
chinos lo emplearon contra la disenterfa. El hébito mor-
finico no se extendié en China hasta la Ultima parite del
siglo XVIIT, cudéndo los portugueses, y después los ingle
ses, comenzaron a explotar en ese sentido a los nativos.

La historia registra cémro, los conguistadores han - |
NS

empleado el trdfico de narecéticos y la opiomanfa como == [~
nedio de congquista y exigencia de impuestos,

En Buropa, a mediados del siglo XVI se conocian basg |
tante bien los usos del opio, que hoy se acepian todavia. '

Paracelso le llamaba "la piedra de la inmortalidagd®
¥ le utilizaba mucho en su prdctica médica, a &1 se atri
buye la tintura de opio llamada "ldudano", que continta
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siendo un preparado oficial,

En T680, Sydenhem escribib: "Entre remedios que Dios
Todopoderoso se ha dignado conceder al hombre para alivi
ar sus sufrimientos, ninguno eg tan universal y eficaz -
como el Opio".

Este estimulacidén continda siendo v4lida hoy. Si ~-
fuese necesario elegir un nfmero resitringido de medica—-
mentos, la inmensa mayoria de los médicos colocarfa a la v
cabeza de la lista los alcaloides del opio, en especial-
la Morfina. Su valos como analgésieco no tiene par, y sus
usos indispenssbles en medicina y Cirugia estén bien de-
finidos,.

A van Helmonti, contempordneo de Sydenham, le 1lama—xj
ban "Doctor Opiatus™, por la frecuencia con que recetabe a
éste medicamento.

El elfizir paregérico, también preparado ofiecial, == ,
procede ds un elixir que a comienzos del siglo XVIII pre 7\
pard por primera vez Le Mort, profesor de Quimica en Ley

den, para el asma.

La palabra paregdrico, viene de un vocablo griego m‘f\
que quiere decir "calmar",

Otro opidceo que ha sobrevivido al +tiempo es el pol
vo de Ddéver. Se le 1llama asi en recuerdo del famoso aven X
turero y médico inglés Tomds D8Ver, que le introdujo en-
1732, como agente sudorifico para la gota.

Hasta muy avanzado el siglo XIX, los extractos cru-
dos eran los Gnicos preparados de opio utilizados en Me- Vi
dicina. En I803, un joven farmacéutico alemdn de Hanover,
1llamado Sertiirner, aisld y'describié la Morfina,

Este fundamental descubrimiento pasé inadvertido --
hasta la Yltima publicacién de Sertirner en I8I6, Sertixr -
ner estuvo a punto de perder la vida experimentando so-- :
bre sf mismo con el Alcaloide. Pronto se descubrieron g
tros alcaloides del opio, y se extendié rdpidamente por=—
todo el mundo médico, el uso de las sustancias Quimicas-
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¥
puras en vez de las drogas crudas.

¥n IB32,Robiquet aislé la Codeina, y Merck en I848
la papaverina.

V/Origen y Composicién del Opio.- El opio es el resultado-
de la desecacién del jugo que se hace flufr por incisio-
nes en las cdpsulas verdes de la Adormidera,Papaver som-
niferum. Esta planta es indfgena en Asia Menor y se cul-
tiva en otros palses entre los que se cuentan Egipto, Ine
dia, China y Persia.

El jugo lechoso se seca al aire y forma masas gomo-
sas de color pardusco, que se desecan y pulverizan para-
hacer el polvo de opio. Los alcaloides son los componen-
tes farmacologicamente activos de este medicamento.Pasan
de veinte, pero sb6lo tres tienen uso amplio en Clinicag-
la morfina, codeina y.papaverina¢%Ademés, el opio contig
ne gran ntmero de sustancias dufﬁicas que no contribuyen
a las propiedades farmacodindmicas del medicamento,jdies
como dcidos orgdnicos, resinasg,. gomas, esencias, azfca-—-
res y cuerpos protéicos, que representan 75% del peso —-—
del oplo, y los alcaloides aproximadamenie un 25% del re
so.Los componentes principales formadores que constitu -
yen al opio, la Benecilisoquinolina y el Fenantreno.

A continuacidn se mencionan los alcaloides de- mayor
interés médico, asi como sus porcentajes aproximados.

TABLA TI. Alcaloides del opio.

GRUPO ALCATOIDE NATURAL % APROX, EN
EL OPIO.

Tenantreno Morfina 10.0
Codeina 0.5
Tebaina 0.2

Bencilisoquinolina Papaverina T.0
Narcotina 6.0
Narceina 0.3

Otros nmuchos alealoides naturales existen en canti-
dades tan pequefias y contribuyen tan poco a la sceidn =-
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del opio que no nos ocuparemos de ellos. No eg Pdcil ob~
tenerlos ni tienen uso clinico por lo pronto.

P/Estrucﬁura quimice de la molécula de Morfina.- El mds im
portante alcaloide fenantrénico del opio es, con mucho,%
la morfina, que le da a la droga sus caracteristicas far
macolbdgicas predominantes,

Se han llevado a cabo considerables investigaciones

guimicas sobre.la férmula estruectiural de ls morfina. La-
N

més aceptada hoy es la de Gulland y Robinson { 1925 Je =
comprobada reciéntemente,

Molécula de Morfina.

s

A
C

Puede verse ( como se indiea en el esquems ), gque la mo-
lécula de éste alcaloide estd compuesta por un nficieo fg
nantrénico parcialmente hidrogenado, un puente de axige-
no, una cadena nitrogenada, la etenamina(mCHZmCHQNm§H3)m
unida gl nlcleo fenantrénico en forma extrafiz y que cong
tituye parte de un anillo heteroeiclico de seis vériices
y dos oxidrilos. Como se puede observar en la £Ermule —-
los grupos oxidrilos son los que tienen importsneis bdsi
ca para la acecién morfinica y se denominan: oxidrilos fe
nélico y oxidrilo alcohdlico. La morfina se ha obtenido-
sintéticamente en el laboratorio. Se obtienen muchos de-~
rivados, introduciendo un radical gquimico, relativamente
sencillo, en los grupos hidroxilos de la molécula morfi-
nica. Varios alcaloides fenantrénicos naturales sbélo di-
fieren de la morfina por los radicales sustituidos en —-
uno 6 los dos grupos -0H.
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RECOPILACION Y DESCRIPCION DE METODOS PARA IDENTIFICAR -

TORFINA.

EETODOS PARA LA OBTENCION DE LA MORFINA.

Existen varios métodos para la identificacién de la
morfina, siendo & veces necesario el obtener la nmuestra,
ya sea aisgldndola de clertos componentes en donde pudie-
ra encontrarse tales como: tabletas 6 aXgunos compuestos
que lo contengan. La obﬁencién puede lograrse por extrac
cién y separaciln con solventes orgénicos, métodos croma
togrdficos & por observacidn miecrogquimicas, con algunog=
reactivos.

A continuvacién, menecionaremos algunas técenicas de =
la obtencién y el aislamiento de la morfina.

I.- DETERMINACION DE LA MORFINA CUANDO SE ENCUENTRA EN -

FORMA SOLIDA.

La determinacién de tabletas u otra presentacién sélida-—
se pulverizan hasta obltener un polvo fino. Se pesa exac—
tamente una cantidad equivalente a T00-200 mg de alcaloi
de, y se transfiere a un embudo de separacién con 20 nle
de agus destilada. Adicionar I ml, de dcido sulflrico --
IT:9, ¥ se extrae con 5 porciones de 25 ml. de cloroformo
isopropenol para morfina ( usar volumenes mayores de gol
vente, y de solucién secuose euando se trate de jarabes &
con exceso de exeipiente ). Se ajusta la solucién a un -
pH alealino, después de la primera extraccidén, mediante-
papel indicador. Si no estd francamente alcalino adicio-
nar hidréxido de amonio.

DETERM: INACTONES MICROQUIMICAS.

En éstas pruebas se usan pequefias cantidades de ===
muestras y de reaectivos, son fécilmente observables al -

mieroscopio utilizando el objetivo de I00x500, requiriég
dose luz polarizada que nos evitard la birrefringencia y
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la dicrosomfa. La tabla 2 nos muesira, algunas de las ca
racteristicas obgservadas al microscopio de luz polariza-
da.

TABLA 2.~ Pruebas microguimicas.

ALCALOIDE REACTIVO OBSERVACION.
Morfina Ioduro de pota~ Precipitiado platea
gio cddmico. do gelatinoso,erig

tales en masas den
sas formando agu~-
jas finas.

Toduro doble de Con una pequefia go

potasio, ta de reactivo, ==
produce un fueprtes=
pp café rojizmo, —-
que crigtaliza len
temente en forma -
de placas encimfe-
das brillantes que
ge extienden. en ra
nificaciones.

Dentro de las técnicas de identifieacidn exisie wuna
gran variedad, de las cudles sélo mencionaremos las még-
importantes; I) Pruebas de Tormacidn de cristales. 2) conem
Reacciones de color. 3) Téenicas cromatogrdficas. 4Gprue
bas espectrofotométricas. 5) Métodos Fluoroméiricos. 6)=
Pruebas fisicas ( DENSITOMETRIA ¥ ROTACION ESPECIFICA) ¥
7) Métodos inmunolégicos. '

T) PRUEBAS DE FORMACION DE CRISTALES.

Tas técnicas empleadss en &stas son las siguientes:
a) Microquimicas.

Reaccién.~ Colocar una gota ( 0.04 ml ) de la solucién ~
del alcaloide ( Worfina ) sobre un vaso do ==
precipitado. Adicionar uma gota de reactivo,=-
ya sea ioduro doble de potasio cddmico 6 iodu
ro doble de potasio, ¥y sin agitar examinar bag
jo el microscopio, usando el objetivo de I00-
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z 500. Observando qué clase de cristales se —-—
forman. User microscopio polarizado y observar
sus caracteristicas.

b) Con Reactivo de Marmé.

Reaceibn .- Se forma un precipitado plateado gelatinoso,-
(excepto en soluciones muy diluidas), poeco co
lorido. Agujas grendes se forman répidamente
sélas & formando conglomerados.

¢) Con Carbonato de sodio,

Reacecién.~ Se adiciona una gota de carbonato de sodio eun-
solucién, y se observan pequelias rosetas de a~
gujas, sin la formacién de un precipitade amor
fo.

a) Reactivo de Wagener.

Reaccibn.- Se forma un precipitado densec, café rojizo sl-
cudl forma microcristales en rojo, exbendiémdo
se sobre la placa en ramificaciones. Un exceso
de dcido clorhidrico concentrado, frecuentemen
te ayuda a que se formen los miecrocristales.

2) REACCIONES COLORIDAS.

Las siguientes reacciones van a formar un color, en-
base al complejo formado.

a) Reactivo. Solucibn reactivo de formaldehido.

Método.~ A un mg. de sulfato de morfina, en un crisol de~
porcelana 6 en una cépsula pequefla afifidase 0.5m1
de 4cido svlflrico que contenga en cada ml, una—
gota de solucibn reactivo de formaldehido; se -~
produce en seguida color pirpura intenso, que to
ma rédpidamente color azul violdceo intenso (dife
rencia de codefna) y la dehidromorfinona que da-
al vrincipio color amarillo a pardo, que poste-—-
riormente cambia a color rosa y luego & rojo pir
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pura.

b) Reactivo. Acido molfbdico.

Mé&todo.~ A un mg. de sulfato de morfina, en un crisol de--
porcelana 6 en una cdpsula pequeila, afifdase 0.5 -
ml. de dcido sulfdrico que contenga en cada ml, -
5 mg. de deido molfibdico; se produce enseguida =-
un color Pérpura intenso ( a diferencia de codei-
na que da al principio color amarillo verdoso pé-
1lido que cambia rdpidamente a verde y después de-
unos minutos, cambia de verde oliva obscuro ) di-
Terencia también de dehidromorfinona que produce=-
enseguida color azfil violdceo intenso.

e¢) Reactivo. Soluciédn reactivo de cloruro férrico.

Método .- Disuelvanse 2 mg. de sulfato de morfina en 2 mli.
de agua destilads y afiddanse a la solueidn unas-
gotas de soluciébdn de reaectivo de ferricianuro de
potasio gue contenga en cada ml. una gota de so-
lueidn reactivo de elorure férrico al I0%, se ==
produce enseguida un color azul intenso { la de-
hidromorfinona, da el mismo color ), con la o=
defna y la etilmorfina no se forme color azil,--
atn después de varios minutos; la papavérina, da
precipitado amarillo.

d) Reactivo. Cloruro férrico-deido nitrico,

Método,~ A una solucidn de 5 mg. de sulfato de morfina en-
5 ml., de d4cido sulfdrico, se ponen en un tubo de-
ensayo, afiddanse una gota de solucibn reactivo ==
de cloruro férrico, mézclese y calientese en agua
hirviendo durante dos minutos; se produce color -
azil que, por adicibén de una gota de decido nitri-
co, cambia g rojo pardo obsecuro (‘la codefna y 1la
etilmorfina dan ls misma reaccién de color, pero-
la dehidromorfinona y la papaverina no producen =
este cambio de color ).

e) Reactivo. Acido Nitrico,
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M&todo.~ Una muestra del polvo por analizar, se le agre--
gan unas gotas de deido nitrico concentrado, dan
do un color naranja rojizo, el cudl rdpidamente-
pase a gmarillo.

£) Reactivo. Solucidn saturada de Ioduro de potasio.

Méﬁodo,« Se disuelven 20 mg de sulfato de morfina en 5 ml
de dcido sulffrico ION, adicionar 0.5 ml, de una
solucibn saturada de ioduro de potasio, aqul se-
produce un color dmbar el cudl logra un méximo,-
aproximadamente en cinco minutos. Se adieionan -
0.5 ml, de solucién concentrada de amoniaco, que
pasa a color café obscuro ( distineién de la co-
deina y dismorfina ).

g) Reactivo. Reaeccién de Deniges.

Método.~ Colocar en un tubo de ensayo cierto volimen de -
la solucidén de morfina. Agregar un ml. de agua -
oxigenada, luego un ml. de amoniaco, y finalmen=-
te una gota de solueidn dilulda de sulfato de cg
bre al I%, se agita fuertemente con lo que apare
ce una coloracién rosada, cuya intensidad es pro
porcional a la cantidad de morfina presente.

h) Reactivo. Vainillina clorhfdrico. Reaecién de Sdnchez,

Método.- Calientese en bafio Maria, unos miligramos de moxr
fina con unas gotas de reactivo Vainillina eclor-
hidrico, obtenido en frio por disolucidén de 0,30
g. de Vainillina en IOO ml., de dcido sulfdrico,-
¥y se observard a los pocos minutos una intensa y
hermosa coloracién roja violdcea.

1) Reactivo. Solucién acuosa de molibdato de amonio al --
U.5%

Método. A una pequeiia cantidad de la muestra se le agrega
una gota del reactivo, y se evapora a sequedad, y
al residuo se le agrega unas gotas de deido sulfd
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rico concentrado observandose posteriormente los cam
bios de color.

J) Reactivo. Molibdato de amonio, Reaccién de Frohde.

Método. 200 mg, de clorhidrato de morfina se disuelven en
5 ml., de dcido sulfiirico concentrado, y se le —=-
agrega 2 ml. del reactivo ( se disuelven 700 mg -
de molibdato de amonio en 50 ml. de 4cido sulféri
co coneentrado ); las dos soluciones se mezclan -
sobre hielo. Ta solucién toma inicialmente una co
loracidn violets que vira a aztl y finalmente g -
verde 0OSCUro.

%) Reaetivo. Solucién aéuosa de vanadato de amonio al 0.5%

Mé&todo. A una pequefia cantidad de la muestra, se le ggre-

‘ ga una gota del reactivo, y se evapora a sequedad
¥y al residuo se le agrega unas golas de deido sul
fdrico, y se observan los cambios de color.

1) Reactivo. Solucién de vanadato de amonio al 0.%0I%.

Reaccién de Mandelin-Erdmann.

Método. 500 mg de clorhidrato de morfina, se disuelven en
I0 ml. de 4cido sulfirico concentrado. Por separa
do se mezclan 3 ml. de solucién de vanadato de a-
monio al 0.00I% con dcido sulférico concentrado -
dejando caer poco a poco gotas hasta que la colo-
racién amarilla que aparece al adicioner las pri-
merag gotas desaparece, al adicionar mds dcido --
sulffrico, se obtiene una solucién verde oscura,

Dentro de los métodos cromatogrdficos encontramos:

2.~ Cromatografia en Capa fina; Estd téenica se utiliza -
un sovorte constituido por placas precalibradas de si

lica gel, con un espesor de 0,25 mm,
Ia dosificacién se efectlia en dos tiempvos: IQ una pre
dosificacibén que da un valor aproximado del contenido



1w

de morfina con puntos de aplicacidén de 5 ul en una misma-
placa de 20x20 cm en donde se anlican 5 concentraciones -
crecientes de clorhidrato de morfina ( 0,0 a 0.5 % ), y-
4 muestras problemas diferentes. 2) consiste en tregs de~-
terminaciones similares, que se realizan en una misma pla
ea, con 5 ul de la solucidén a dosificar del problema, co=-
locada entre dos soluciones patrén equivalentes. El sol--~
vente es tolueno-acetona-etanol de 96 grados-amoniaco al-
0% ( 30:40:12:4 v/v ).
Tiempo de migracién: De una hors & hore y media.
Revelado de la placa: Se geca al aire, se expone a vapores
de HCL y se revela eon reactivo de Dragendorff, y decido——
clorhidrico dilufdo, en forma de rociado. Se obtienen man
chas naranja sobre un fondo amarillo que permite uns bue=
na densitometria.
b.~ Cromatografi{a combinada de capa Tina con micro-resccio

nes para la identificaeidn de alealoldes en Mezelas,

T.Z Técnicas " in situ "; Estas técnicas de cromatografis
en capa fina, se combinaron con micro-reacciones aplica -
das " in situ ", & siguiendo elucién ( sin filtracidén ) -
para la identificacién de I7 compuestos de diferentes com
posiciones y extructuras quimicas ( morfina y compuestog-
relacionados como papaverina y narcotina, dcido d- lisér-
gico, nicotina y otros derivados beta piridinicos ).
Dependiendo del proceso aplicado, la sensibilidad del mé-
todo varia entre I y I5 ug. de compuesio.

Las micro-rescciones " in situ ", permiten la obltencidén—-
de substancias estdndar, directamente de la cromatoplaca-
usando solamente pequefias cantidades de compuestos ( mds-
6 menos de 5=I5 ug ). Trabajando con silica gel. la sensi
bilidad de la técnica aplicada varia entre I-I5 ug de com
puesto dependiendo del procedimiento empleado. Se verd la
separacién e identificacibén de los siguientes compuestos-~
como se muestra en la tabla 3.

Lasg condiciones de trabajo hecho vor los investigado
res fueron las siguientes: Se empled como sovorte.~ Pla—-—
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cas de vidrio ( 20x20 ), cubiertas con una capa gruesa =
de 250u de silica gel no activada.

Eluyente.- Es una mezcla monofésica.alcalina‘formada de =
tolueno-acetona-metanol-sol. de amonio ( 25% ), en lasg si
guientes proporciones:4:4:5:7:0,5 v/v., Bl desarrollo fué-
ascendente unidimensional, en una aitmbsfers saturada por-
espacio de 30 min. E1 inicio se establecid a 2 em. del —-
fondo de la cromatoplaca y a I5 cm, del frente. ILas mues-
tras disueltas en metanol ( conteniendo aproximadamente--
I-I5 ug del compuesto ),se marcaron sobre la linea base, =
con un tubo capilar & una mieropipeta especial. Tos resul
tados obtenidos fueron idénticos en ambos casos. Los com=
puestos fueron aplicados individualmente y/o en variag ==
mezelas., Se usaron 4 cromatoplacas separadas, mds tarde -
fueron reveladas bajo las condiciones anteriormente men--
cionadas.

Deteceidn,~ La deteccidn fué realizada de la siguiente mg
nera: a) La loecalizacidén de las muestras sobre la pléca»—
fluorecente fué con luz UV a 254 mm 6 por su fluorescen—-
cia a 360 mm. b) Acidificacién de la cromatoplaca seguida
por un rociado con el reactivo de Dragendorff's. ¢) Ro ==
ciando con dcido sulfanilico diazoado ( reactivo de Pau--
ly's ) en una mezela I:T { v/v ) con alcohol etilico. d)=
Un rociado con una solucién al 5% de dcido fosfomolibdéni
co en etanol seguido con un calentamiento de la cromato—-
placa a II0 grados C., durante IS5 minutos. e) Rociando—=-
con una soluciébn 4cida de 4-dimetil benzaldehido. Después
ge secd durante 5 min., a ITO grados C.,seguido de un ro-
ciado con una solucién acuosa al 25% de dcido clorhidrico
vy acetona ( I:I v/v ) por un secado adicional durante I5-
minutos a IIO grados C. En los casos d) y e), los colores
obtenidos son regisirados y la cromatoplaca es rociada --
con una solucién acuosa al 5% de cloruro férrico y aceto-
na { I:I v/v ). Posteriormente se 1llevé a ‘secar durante -
I5 minutos a IIO grados C., tiempo despuéds del cudl los =
colores son de nuevo registrados. Siguiendo la aplicaciébn
de la separacibén y los métodos de deteccién descritos, la
identificacidén de la mancha es llevada a cabo comparando-
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los valores de sus RBf, en relacién al de los compuestos -
estdndar,

Las cromaztoplacas con manchas localizadas con luz UV
a 254 nm, y, con el reactivo de Dragendorff's fueron co--
piadas en papel egpecial; dos cromatomapas fueron asf ob-
tenidos. Estos se consideraron como estdndares, ya que =-
coincidieron cuando fueron superpuestos;

El principio del método que fué aplicado, es la sepa
racién seguida de 1la reaceidn ® directa ¥ sobre la croma-
toplaca, continuada por una segunda separacién a lo largo
de la misma dirececién ( diagonal & cromatografia bi-dimepn
siénal sobre la misma distancia y con el mismo eluyente -
en ambas direcciones.

Se han usado 4 tipos de reacciones: reduccidén, oxida
¢ién, acetilacién y saponificaciébn.

Tas reacciones " in situ ", se llevaron & cabo hume-
deciendo la mancha con un reactivo especifico ( se uso ra
ra estos propdsitog un tubo capilar ); Cubriendo el sitio
con una placa de vidrio de las mismas dimensiones y dejag
do la placa en el horno, a una temperatura dependiendo de
la reaccién involucrada, por un perfodo de 30 min. Mencio
naremos los 4 tipos de reaccién que se llevaron a calbio:

Oxidacién.- Ia oxidacién se realizé con 30% de agua oxige
Tada a une. temperatura de 50-70 grados C., se obtuvo el -
producto oxinicotina y a I20 grados C., para el compuesto
gscopolamina, '
Reduccibn, - Para la reduccidn se usé una mezcla de dcido-
50&FiCo a1l I0% y 4cido clorhidrico al I0%, ( I:I v/v ).
con polvo de zinc aplicado sobre la mancha.

Acetilacién.~ Se llevé a cabo con dcido acético 6 anhidri
q0 @odtico v piridina ( I:2 v/v ).

Saponificacibn.- Se usé una solucién de hidréxido de sodio
al 10%.

Los tres Gltimos procesos se realizaron a una tempe-
ratura de TIO grados C. Al final del proceso cada cromato
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placa se enfrié a temperaturs ambiente y se les aplicé es
tandares adecuados. Despuéds se revelaron a lo largo de «-
una segunda direccién de acuerdo al procedimiento emplea-
do del primer revelador. La misma muestra se marcd en va-
rias placas para comparar diferentes reactivos para su --
identificacidn; ésto mejord los resultados obtenidos.

2,- MICROREACCIONES SEGUIDAS DE ELUSION. ( Sin remover Gel
sovorte ).

Esta es la otra téenica empleada para la identifica-
cibn de la muestra.:

La secuencia de operacién es la separacién por croma
tografie en capa fina de los compuestos de una mezcla, ==
elusién sin filtracibn, reacciones y separacién también -
por cromatografia en capa fina de los productos de reac—-
¢ibén y su identificaciébn. l

Los compuestos separados y detectados como manchas -
con luz UV sobre el soporte fluorescente a 254 nm 6 con -
un 4rea de referencia. Roeiada con solucién de Dragendor-
ff's fueron cuidadosamente removidas con su soporte; Cada
mancha se introdujo en un pequefio tubo marcado. Se adieio
16 a ecada muestra una cantided de 0.I y 0.2 ml, de una —-
mezecla de elusidn ( metanol y agua 7:3 v/v ). Los tubos =
se cubrieron con un pequefio embudo de vidrio y se calenta
ron en B con una agitacidén svave durante I5-20 minutos.
Cudndo, para separar una substancia son necesarias una 6é-
dos reacciones de identificacién, el soporte que ha sido-
removido deberd dividirse en dos 6 mds porciones y el pro
cedimiento dado anteriormente serd seguido ( en éste caso
la concentracién de la muestra deberd ser mayor ). Depen-
diendo del compuesto que se cree que esta presente en el-
tubo de prueba, se afladen los mismos reactivos que se ha-
bian empleado en las reacciones " in situ .M,

Agitando cuidadosamente los tubos fueron de nuevo ta
pados con embudos y se llevaron a B.¥. durante I5-20 minu
tos, agitandose periodicamente.
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Después de enfriado y sedimentado €l soporte sélido el 50

brenadante se extrajo con un tubo capilar y se aplieb a -~
la linea base de la cromatovlaca.

Los estdndares se colocaron junto a ellos., Lo eleCe=
cién de los estédndares dependid de los compuestos que se-
creyeron estaban presentes en la mezcla como también de -
agquellos que pudieran resultar de las reacciones,

Las placas fueron desarrolladas ascendentemente y la
detsceién de las muestras se llevé a cabo como anteriormen
te se describid en la técnica de " in situ v,

4 continuzscidn se menciona una prueba rdpida por ero
matograffa en capa fina de algunos medicamentos y naredti
cos importantes, a partir de productos biologicos { orina)

rogeso de sevaracién.- Los metabolitos no conjugados se-

xtraen primero a pH dcido con éter, y después eon medio =
alcalino con dicloro mebano-propanol 85:I5. Se hace un ==
cromito del extracto dcido, empleando cloroformo-etanol-a
moniaco ISN ( 80:I5:5 v/v ), en esa separacién se eneunen-
tran barbituratos y metabolitos y por otro lado los hipnd
ticos neutros, que pueden separarse por sus RT,

En cambio la morfina se extrae 2 pH 9 ( bdsico )gasi
como: anfetamina, analgésicos,alcaloides,opidcsos y feno=
tiazina como tales 6 bien en forma de sus metabolitos co-
rrespondientes. Se emplean substancias de referencia y se
corren en los dos solventes siguientes: égter acético-me-
tanol-amoniaco ( 85:I0:5 v/v ) y en cloroformo-metanol-a-
moniaco ( 90:I0:I v/v ).

Todos los compuestos tienen comportamiento diferente
y se reconocen fdcilmente., Se pueden diferenciar la anfe-
tamina de la 4-amino fenazona.

Todos los compuestos nitrogenados terciarios se revelan =
con iodo platinado de votasio como alcaloides,analgésicos
antidepresivos, opidceos,fenotiazina. Posteriormente se -
saturan con nitrato de plata amoniacal, los metabolitos -

de morfina y fenotiazina.
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Para identificar los productos conjugados, la oring-
ge trata con dcido clorhidrico concentrado. Czalentando a-
reflujo IS5 minutos, y se extrae a pH 9.25 con dicloro me-
tano-isopropanol. La morfina, codefna,metacualona y feno
tiazina se separan con cloroformo-etanol-amoniaco (80:I5:§
v/v ) y se revelan con los siguientes reveladores dcido-—-
sulférico al 5%, iodo pltinado de potasio y despuds con -
nitrato de plata amoniazcal, después del revelado con sul-
fhrico se seca con aire caliente, Pinalmente los metaboli
tos de la metacuzlona y otros compuestos bdsicos que no -
hayan sido descompuestos por la hidrélisis como lz morfi-
na, pueden identificarse llevando a cabo pruebas simultd-
neas, usando substancias de referencia, que se colocan en
la zona inmediata a la de la morfina.

CROMATOGRAFIA EN FASE GASEOSA:

5 g. de adormidera seca § 20 g del vegetal verde, se
colocan en 50 ml de metanol hirviendo durante 30 minutos-
ge filtra, se seca, se muele, se agrega cal apagada hasia
pH 9=I0 y se le adiciona al metanol inicial durante 30 mi
nutos méds., Se Tiltra nuevamente, se evapora al wacio, el-
residuo seco, se suspende en 5 ml. de metanol y esto cong
tituye el extyacio,

Dicho extracto se puede efectuar como para cromato=—-
grafla en capa fina, 6 segin la ftéenica que emplea ung -
muestra de cloroformo-isopropanol a pH IO en medio amonig
cal, con tratazmiento de cloruro de sodio, l1la fase orgdni-
ca separada se evapora a2l vacio ¥ se resuspende en etanol.
En todos.los casos el extracto se re-evapora y se resu@peg
de una vez més en una solucidén de linestrol en concentrg—-
eibn de 0.5 ng/ml de estdndar interno en uns mezcla de iso
propanol~cloroformo ( I:3 v/v ) .

Condiciones de operacibn.- Fué un detector de ionizacidbn =

de flsma, la columna fué de 0.65 cm. de largo x 3 mm de ==
didmetro interior. Impregnadc al 5% con SE30 sobre Aeropack
I00 120 mallas. La temperatura de 200 grados C., el inyec
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tor a 230 grados C., y el detector a 250 grados C., el vo
1fmen apliecado de 2 nicrolitros, los tiempos de retencidn
relativa son: B

Bstdndar interno - - T
Codefna ~e—e=cwan N - 1.5
Morfina - - 2.0

5ililacibn.~ Lo muestra 6 estdndar se disuelven en I ml,-
de piridina.

Se deja reaccionar durante 3 horas, y se evapora la=-
piridina. El residuo se resuspende en el estdndar interno
gue estd disuelto en hexano. Los tiempos de retencién son:

CodeTINg s s i i e T.38
MOLTINE e oo o e con e o ot o s e o I.78
Posteriormente, se leen los picos obtenidos en la «-=

grafica del aparato empleado.

CROMATOGRAFIA GAS~-LIQUIDO.

Dos ml, de Boffer de borato y I-2 ml. de suero & plag
ma junto con 25 ml. de isobutancl al I0% en cloroformo, -
fueron colocados en‘un tubo de vidrio de 50 ml. con tapén
vy agitado vigorosamente durante 3 minutos. La eapa acuosa
fuéd extraida y el solvente centrifugado durante 5 minutos
a 2000 rpm, y posteriormente éste fué decantado en ung --
probeta gradunda de 25 ml, La capa orgdnica en éste punto,
se lavé dos veces con 5 ml, de boffer fosfato ( pH I0.I ),
y el volémen del solvente se recobrd, Cinco ml de dcido--
clorhidrico 0,58 fueron adicionados y la probeta se aglitéd
vigorosamente durante tres minutos.

4,5 ml, de dcido extrafdo fueron transferidos a un -
tubo de vidrio tapado, y el pH se ajustb a 8,7 0.2, por-
1a adicién de carbonato de votasio anhidro.

La morfina fué entonces extraida de la solucién acug

sa en 5 ml. de etil acetato conteniendo IO% por volumen =
de isoprovanol; 4.5 ml, de la solucibn de acetato etil ==



~19-

izopropanol Jjunto corn 0.2 ml de la solucibén de Nalorfinz-
fueron transferidos & un tubo de ensaye, con tapbn de ros
ca, con una cubierta de tefldn, y posteriormente se evapo
ré a sequedad con una suave corriente de aire filtrado a-
50 grados C., de I-I0O ml. de acetato de etilo y anhidrido
trifluorcacético fueron adicionados, y el tubo se tapé pa
ra mezclarse vigorosamente en un mezclador Vortex. E1 fu-
bo fué colocado en un B.lM. a 50 grados C., por 20 minutbos,
despuds el contenido fué de nuevo evaporado a sequedad ¢Q
mo ya se mencionb. La muestrs fué reconstituida en 0.1 nl
de acetato de etilo, usdndose alicuobas de I-5 ul para ==
cromatografia.

La cuantificacibn estuvo basada en relacién al pico-
mayor obtenido en el cromatograma de los derivados tri--—-
fluoroacetilados de morfina y nalorfina,

COLORIFNETRIA AUTGIATICA O AUTCYATIZADA.

Este método emplea el uso de un aparato espectrofoto
nétrico, el cudl nos dard lecturas de concentracibn de las -
muestras: ’

La reaccién colorimétrice consiste en. la copulacidn-
de la nitroso morfina con I-nitroso naftol.

Se adiciona a la muestra convenientemente purificada
nitroso naftol més nitrato de polasio, &ste hace el papel
de estabilizador adiciondndole nitrato de sodio y luego a
gua, findlmente se midio la extensibém & 530 nm., ¥ide los-
problemas sin contaminacién de una nuestra con otra.

Condiciones del avarato.- J¢ emplea un %@@f&%é inuestreador

tipo 2, de Tecnicon Corp.

Reactivos empleados:

a) T-nitroso-2naftol al 0.065% en dcido acético.
b) Nitrato de plata I5% en agua destilada.

¢) Nitrato de sodio 0.03% en agua destilada.

d) Acido clorhfidrico I.I8 al 5% en agua destilada,
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Rangos de concentracién de la muestra: 3e emplea soluciébm

de clorhidrato de morfina en HCL al 5% en concentraciones
limites de 0.0I a 0,05%.

Este método se usa cuando se trata de obtener la mueg
tra de materiales biologicos comro son: extraceién de mor-
fina y quinina.

Técenica.- Dos ml, de muestra ( orina, plasma & tejido ho=
mogenizado ) es transferido a un tubo de vidrio de centri
fuga con tapbn de I5 ml, el pH es ajustado de 9 a IO con-
hidréxido de amonio 3.7 N. Cuatro mililitros de clorofor-
mo-isopropanol ( 3:T v/v ) es adicionado a cada tubo y ——
las muestras son agitadas manuvalmente durante 60 seg. Se~
gepara la fase orgdnica y se toma una alicuota de 3 ml pg
ra el andlisis de morfina, y el restante para el andlisis
de quinina.

Ensayo fluoroméirico de morfina.- El extracto orgdnico es

evaporado a sequedad a B.¥. a una temperatura de 85 gra-—-
dos C., en un tubo de vidrio de eentrifuga cénico de boro
silicato de I5 ml.

Se 1lleva a sequedad, colocdndolo en un horno a I00 -
grados C,, por I0 minutos. A el residuo presente en cada-
tubo se le adiciond 0.I ml. de dcido sulffirico concentra-
do ¥y se mezcla en un agitador Vortex-Genle. A cada mueg=—-
tra se adiciona I ml de agua destilada, y I ml de hidréxzi
do de amonio concentrado. La mezcla se agita en el homoge
nizador Vortex-Genie, y se lleva al autoclave por I5 minu
tos g I20 grados C,, con una presién de I5-I8 1b. Las so-
luciones se transfieren a cubetas de vidrio de borosilica
to de 7 mm x I50 mm y la fluorescencia se observa en la =
torre espectrofluorométrica automdtica ( ATS ) utilizando
el filtro Corning # 4-77. La mdxima emisién de longitud -
de onda, se obtiene a 4I0 nm y se leen las muestras ubili
zando un rango de I0OO a 5I0 nm.

Blanco.- 2 ml de orina sin droga ( blanco ) fueron extrai
§3§—§6§-e1 vroceso ya mencionado, se deterrind su fluores
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cencia en la torre espectrofluoromdtrica auvtomdtics eomo-
se deseribid para ambas morfina y gquinina. Se recuperard%
O;I a 1.0 ug de morfina ( base libre ) evaporando a seque
dad, y de 0.25 a 2.5 ug de morfina de la orina (65%4,5%),

La useneia de T00% de recuperacién fué debida a la -
extraccién incompleta de ésta droga.

Dengitometria,~ Para 8sta téenica es necesario,obiener la

muestra de la sigulente manera:

Obtencién del extracto.- 5 g de’adormidera seca & 20 g —-

del vegetal verde, se ponen en 50 ml de metanol hirviendo
durante 30 minutos, se filtra, se seca, se muele; se agre
ga cal apagada haste pH de 9-I0, y se le adiciona al meta
nol inieial durante 30 minutos mds. Se Filtrs nuevamente,
se evapora al vaeio, el residuo seco se suspende en 5 ml-
"de metanol y esto constituye el extracto que se desea. La
téeniea se efecifia con la ayuda de un aparato Cromosecan -
Yoyce=Loebl, operando en transmisién, empleando un filtro
529 y registrando las curvas de absoreidn.

Se mide la sltura méxime de los pieos y se traze la—
recta de referencia., Se ve el punto medio, y se busca la-
media de los valores obtenidos en cada pico con el exirag
$0 antes mencionado. De ésta manera se calcula el conteni
do de morfira en g/it.

Rotacidn especifica.- Es una prueba fisica para la identi

ficacién de la morfina, que emplea una simple 1ectura;sieg
do diferente, segtin el caso en que se encuentre comos

a) Clorhidrato.— Debiendo prepararse una solucidén al 2% -
peso/voltmen, ddndonos una lectura de cerca de =98 grados
A .

b) Sulfato.- Se prepara la mismg solucibn, dando uvna lec-
tura de cerca de -~95 grados.

METODOS INNUNCOLOGICOS.- Otro método para la identificaciédn

de morfina de liquidos biolégicos consiste en la conjuga-—
cién del hapteno-morfina gque se hace antigénico por aco-—-
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plamiento 2 una protelna en el grupo fendlico de la molée
cula.

Concentraciones extremadamente bajas de morfina de =
0.5 nanogramos, pueden ser medidos por éste procedimiento

Se degeribird procedimientos para la conjugacién de-
morfina a proteina, y para la radioinmunoprecipitacién de
dste conjugado con antisuero espewifico, el cudl puede ==
ser usado para medir cantidades de morfina en suero captég
dose niveles de nanogramos.

ILa morfina se convierte a 3-orto carboxi metil morfi
na por reaccién de la base libre con beta-cloroacetato -
de sodio en ebanol absoluto ( 2:3 v/v ). La carboximetil-
morfina fué acoplada a albfmina sérica VYovina ( BSA ) em=
solucién acuosa, en presencia de una carbodi-imida hidro-
soluble. & mg. de carboxi metil morfina se disuelven en 2
ml, de agua destilada eonteniendo I0 mg. de alblémina séri
ea bovina. El pH de la mezcla se ajusta a 5.5 y se adicig
na 8 mg. de T-etil=3-(3=-dimetil eminopropil)carbodi-imida
La mezcla se incuba durante la noche a temperaturs ambien
te y se dializa durante 7 dias con agua destilada, cambiap
do la soluecibdn dializante de 4 a 5 veces por dfa.

Conjugados analizados vpor el procedimiento espectiro=-
fluorométrico de Palatre y Col., contenian 3 & 4 grupos -
carboxi metil morfina por moléecula de alblmina sérica bo-
vina. Se utilizaron conejos albinos Nueva Zelanda, que ==
fueron inmunizados con I mg. del complejo carboxi-metil-~
morfina alb¥mina sérica bovina.

El-inmunégéno fué disuelto en boffer de fosfato a un
pH 7.4 y emulsificado con un volumen igual de Adyuvante -
Completo de Freund's, La dosis iniecial fué de I.6 ml. Se-
tom$ 0.4 ml y se inyectaron en el cojinete plantar. Se a-
plicé después I00 ug de antiseno en Adyuvante en un inter-
valo de 6 a 8 semanas de la siguiente manera: 50 ug en ca
da muslo 6 25 ug. en cada cojinete plantar. Se extrajo —-
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une muestra de sangre de 5 a 7 dfaz después de la inyec—-
¢cién., E1 antisuero obtenido, se sometid a Radio-inmunoen-
sgyo de la siguiente manera:

Varias diluciones de antisuero fueron incubadas em -
presencia de I00 partes por mol de (H3) dihidromorfing ==
con 4000 conteos/min a 4 grados C., durante la noche.

Después de la incubacién una solucidén neutra de sulfg
+o. de amonio saturada se adicionéd a todos los tubos, el -
precipitado, sedimentado por centrifugacién a 5000 rpm du
rante I5 minutos a 4 grados C., fué lavado dos veces por-
una porcidén de sulfato de amonio al 50%. El precipitade -
lavédo conteniendo anticuerpo marcado de morfina, se di--
solvié en 0.5 ml. de NCS solubilizado, y la radiosctivie-
dad fué determinada en un espectémetro Packard-Tri-Carb—-
Cintilaciébén=Ligquida. E1 tubo gque contenia dihidromorfina-
radiactiva, antisuero y morfina sin marcar sirvid comno --
una medida mdxima de radioactividad del anticuerpo wnido.

La adicién de cantidades crecientes de morfina sin -
marcar a una cantidad fija de (H3) dihidromorfina y anti-
suero, resulté en una inhibicidén competitiva de la dihi--
dromorfina marcade para la formacién del complejo hapténi
0o, Con la adicién de 0.5 ng de morfina sin marecar por u
bo ( con una concentracién de T ng/ml ) antes de la adi--
eién de sulfato de amonio al 20% de la dihidromorfina mayr
cada fué desplazada del anticuerpo.

La especificidad del antisuero para la morfina fué demos-~
trada por incubacidén del hapteno marcado con suero normal
de conejo.- .

La radioactividad restante en el precipitado del sue
ro normal de conejo después del lavado, se resté del valor
obtenido en los otros tubos. La capacidad inhibitoria de-~
la codeina, la cudl es eter-3-metil morfina, La codeina -
comparada con la de morfina. La codelna fué mds efectiva-
que la morfina ( sobre una base molar ) produciendo 50% -
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de inhibicién de precipitacién de complejo hapteno-protef

na marcado.
Esto no es sorpresa ya que la codeina tiene mayor si
militud estructural al grupo inmunégeno carboxi-metil-mor

fina de la morfina.
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ESPECIFICIDAD DE LOS MISMOS.

I.=- PRUEBAS DE FORMACION DE CRISTALES: Con respecto & es-
tas prusbas, que se usan para la deteccién de la morfina,
el emplear porciones pequefias de la muestra problema para

su identificacién, nos da la ventaja de poder manejar un-—
ninimo de problema y de reactivos y obtener resultados rd
pidos y satisfactorios al s6lo examinarlos bajo el microsg
copio, dandonos diversas formas amorfas de cristales y por
tanto poder diferenciarlos.

2.- REACCIONES COLORIDAS: En estas reacciones se van a u-
sar pequefizs cantidades de muestras y reactivos especifi-
cos desarrollando immediatamente coloraciones diversas;Eg

tas en ningfln momento van a dar un resultado confirmative
puesto gue son pruebas presuntivas, ya que existen una sg
rie de interferencias con varios estupefacientes y dayr «-
asi resultados falseados.

a) Con soluciédn de formaldehido y 4cido sulffrico se pro-
duece uvn color plirpura intenso, que se torna a azul viold-
ceo en la morfina que nos diferencia completamente de la-~
Codeina que da primero color amayrillo y luego rojo plrpu-
ra. Otros autores mencionan la similitud de la coloracidén
gue da la morfina con la Papaverina y em el caso de la Go
deina con la Farceina, Wicotins y hasta cierto punto con-
la Veratrina.

b) Con dcido molibdico torna enseguida & un color pirpura
diferencidndose también de la Codeina, que vira a verde o
livo y de 1la dihidromorfinéna, gue se traduce a azul vio-
ldceo intenso. Bstas reacciones sélo se pueden efectuar -
cuando la morfina se encuentra en forma de sulfato.

¢) Con el empleo de ecloruro férrico y ferrocianuro de po-
tasio, da un color aztil intenso, que llega a confundirse-
cuando se encuentra en mezcla con la dihidromorfinona, =-
siendo entonces no muy especifica, 2 menos que se¢ le adi-
cione dcido nitrico, que da un cambio de color a rojo par
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de obscuro, pero encontrdndose Codeina y etilmorfina, dan
le misma reaccién de color.

d) Empleando dcido nitrico concentrado, da un color amari
1lo gue g6lo reacciona cuando la nuestra se encuentra en-
forma de sal, en presencia de yoduro de potasio, produce-
un color ambar, al cuzl hay que adicionarle amoniaco, gque
torna a café obscuro para distinguirla de la Codeina y de
la diamorfinaz. Otros autores mencionan la similitud de la
coloracién que da la morfina con Aconitina, Cocaina, Coni
cina, ,Rarceina, Tebaina y finalmente Veratrina.

8) Con el empleo del reactivo de Deniges al que sblo hay-
que agregar agua oxigenada, amoniaco y sulfato de cobre -
diluido, da una coloracidn rosada cuya intensidad es pro-
porcional a la cantidad de morfina presente.

T) Usando el rveactivo de Sdnchez ( Vainillina-clorhidrico)
da una coloracidén rojo violdeeaz, que solo reacciona en «-
presencia de morfina pura.

g) Con el reactivo de Frdhde la morfina debe encontrarse-
en forma de clorhidrato,agregarle molibdato de amonio, «-
que tornard a verde obscuro y efectuarse sobre hielo, ya-
que es una reaccidén exotérmica.

h) En presencia de reactivo de Mandelin-Erdmann, a éste -
se le agrega solo vanadato de amonio, deido sulfdrico que
da, una tonalidad verde obscura.

3o~ METODOS CROMATOGRAFICOS: Los métodos cromatogrdficos,
resuelven con notable éxito el problema de la separacidn-
e identificacibén de los componentes de un grupo de subg—-
tancias quimicamente parecidas, o la demostracién de mues
tras de muy baja concentracidén en los liguidos bioldgiecos

El empleo de un soporte inerte, como es el gel de si
liece, cuyas propiedades de adsorcién, se pueden regular -
con ciertes disolventes, con estos se desplazan rdpido y-
homogenearmente, la dispersidén de la mancha puede modifi--
carse siendo posible aplicar reactivos de identificacién-
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como 4dcidos y bases y calentamiento superiores a los I00-
grados C. En las cromatografias de capa fina el tiempo de
migracién es retardado, los reactivos reveladores como el
de Dragendorff's permiten identificaciones coloridas, fd-
cilmente observables,

La cromatografia en capa fina, puede combinarse con-
miero-reacciones aplicadas en el sitio de la mancha elui-
da para la identificacién de diversos compuestos con dife
rentes extructuras quimiecas, pudiendo detectar muestrag—-
que varian de I a I5 ugs; permiten también la obtencién de
las substancias directamente de la cromatoplaca, para su-
deteccibn cuantitativa.

La ventaja de este método, es que por medio de log--
Rf, nos indican cuantos componentes hay en la mezcla, es-
sumamente especifica ya que utiliza 4 tipos de reacciones:
reduccién,oxidacién,acetilacién y saponificacién, las eua
les son necesarias, para la obtencién de los diferentes -
componentes que se enecueniran en el problema,

Para liquidos biologicos la muestra debe ser concen-
trada en medio dcido y extrafda a pH basico y con reflujo
Los reveladores como yodo platinado de potasio, nitrato -
de plata amoniacal identifican a los componentes que no -
hayan sido descompuestos por la hidrolisis como en la mor
fina, siendo fdcilmente reconocida.

En cuanto a cromatograffa en fase gaseosa, la utili-
zacién de material y equipos muy costosos no son muy acce
sibles en cualguier laboratorio y ademds que se btiene que
utilizar técnigss muy precisas para la preparacién de las
nuestras pero todo esto se compensa en los resultados ob-
tenidos que son muy precisos y los tiempos utilizados en-
correr las muestras en el cromatografo son relativamente-
cortos.
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CONCLUSIONES:

TI) En las pruebas cristalinas se emplean pequefias porcio-
nes de la muestra y de reactivos, se identificen mediante
lag diferentes formas que presentan los cristales. Lag --
reacciones no se realizan en forma instantdnea, los resul
tados obitenidos son relativemente rdpidosz hasta confirma-
¢ién bajo el mieroscopio.

2) Con respecto & las pruebas coloridas & de color se de=-
duce lo siguiente: Se usan pequefias cantidades de wuestra
( 86lida, liquida ), las reacciones se realizan en forma-
instantdnea; son accesibles en cuanto manipulacidn ( se=-
gtn 1la téenica a seguir ), no obstante éste tipo de prue=-
bas son presuntivas debido a la gerie de interferencias -
que presentan los diferentes estupefacientes, es por ésta
razén que se tiene gue hacer uso de pruebas mds especifi-
cas para lograr obtener los mejores resultados;

3) Las pruebas inmunolégicas son técnicas laboriosas (tar
dadas en llevarse a cabo) de gran sensibilidad, y en cuan
to 2 su manipulaecién los aparafos que se emplean son de -
alto costo, asi como los resctivos,

4) En los métodos fluoroméiricos intervienen wuna serie de
factores como son: efectos del pH, temperatura, btiempo,--
concentracién de los reactivos que se emplean., Son méto=—
dos no muy accesibles., Los resultados que se obtienen son
de gran precisién;

5) Otras téenieas que se pueden ubtilizar para la iden®ifl
cacién de los alcaloides sons cromatografis de gases y —=
cromatograffa de capa fina, intercambio iénico y eristali
zacibn fraccionada. Estos métodos son muy precisos aungue
lentos y que se necesita de una instalacibn muy costosa y
personal bién entrenado en cuanto a manipulaeién de apara
tos y técnicas e interpretacién de resultados.

Con esto se puede llegar a sugerir que el método nbs fé—-
c¢il y rdpido y de menor costo son las reacciones colori--
das, auvnque aquf debemos tener experiencia en interpretar
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las tonalidades de coloracién de un alcaloide en particu-
lar porqué de lo contrario se puede falsear el resultado.
En realidad la desventaja que existe es que son pruebas -
presuntivas y para confirmarlas es necesario hechar mano -
de obras técnicas mds precisas como las antes mencionadas.
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