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RESUMEN

Introduccioén: la cromatografia de capa delgada constituye uno de los métodos de
eleccion para la deteccion de farmacos presentes en muestras de fluidos biolégicos. En
ella la fase movil es un solvente o una mezcla de ellos. Segun la constante de
disociaciéon de cada farmaco, se utiliza una fase movil especifica; para las drogas
acidas se emplea la mezcla cloroformo:acetona (80:20). El cloroformo esta clasificado
como cancerigeno, mutagénico y teratégeno, por lo que es conveniente sustituirlo por
otros solventes menos agresivos.

Objetivo: introducir una mezcla de solventes menos toxica y de menor costo que la de
uso habitual en la fase madvil de la cromatografia de capa delgada y utilizar la mitad del
volumen de los solventes.

Métodos: se sustituyo el cloroformo, en una ocasion por el diclorometano y en otra,
por el dicloroetano; ambos solventes son menos téxicos que el cloroformo. Se
determinaron los Rf de los patrones de medicamentos de referencia suministrados por
la Industria Farmacéutica Cubana en los nuevos sistemas de solventes. Se analizo el
costo al utilizar las variantes propuestas.

Resultados: se obtuvieron nuevos valores de Rf con los solventes introducidos y un
ahorro de 17,3 y de 40,5 % cuando se uso el diclorometano y dicloroetano,
respectivamente.

Conclusiones: la introducciéon de las nuevas mezclas de solventes en sustitucion del



cloroformo en la cromatografia de capa delgada, presenta buenos resultados y se
obtiene un ahorro considerable en moneda libremente convertible.
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ABSTRACT

Introduction: thin Layer Chromatography (TLC) is one of the choice methods for
detecting pharmaceuticals in samples of biological fluids. In it, the mobile phase is a
solvent or a mixture of solvents. According to the dissociation constant of each drug, a
specific mobile phase is used, for instance, for acid drugs, a mixture of chloroform -
ketone is used( 80:20). Chloroform is deemed to be cancerigenic, mutagenic and
teratogenic , that is why, is convenient to replace it by other less aggressive solvents.
Objective: to introduce a less toxic mixture of solvents cheaper than the one usually
employed in the mobile phase of TLC and using half of the volume of the solvents.
Methods: chloroform was substituted by dichloromethane in one occasion and also by
dichloroethane , both solvents are less toxic than Chloroform. The Rfs of reference
drug patterns supplied by the Cuban Pharmaceutical Industry (Industria Farmacéutica
Cubana) were determined in the new solvents systems. The costs for the proposed
variants were analyzed too.

Results: new values of Rf were obtained with the introduced solvents, as well as, a
save of 17.3 and 40.5 % with the introduction of dichloromethane and dichloroethane
respectively.

Conclusions: The introduction of the new solvent mixtures aimed at substituting
Chloroform in the TLC, rendered good results and a considerable save of money in
foreign currency.

Key words: chloroform, dichloromethane, dichloroethane, TLC, mobile phase.
solvents, toxicity.

INTRODUCCION

La cromatografia de capa delgada es uno de los métodos de eleccién para la detecciéon
de farmacos presentes en muestras de fluidos biolégicos. En este método la fase moévil
es un solvente o mezcla de solventes que se mueve por capilaridad (cromatografia
horizontal y ascendente) a través de una capa delgada y uniforme, estacionaria y
adherida a un soporte que puede ser de vidrio o aluminio.

El disolvente utilizado en la fase maovil debe ser inerte frente a los componentes de la
muestra y de la fase estacionaria, tener una elevada pureza, adecuada viscosidad y
tension superficial, ser econémico y poseer baja inflamabilidad y toxicidad.



Entre los eluyentes mas comunes en este método cromatografico se encuentran el
diclorometano, cloroformo, éter de petréleo, éter dietilico, acetato de etilo, acetona,
etanol y metanol.

La toxicidad del cloroformo se manifiesta fundamentalmente a nivel cardiaco
(arritmias), nefroldgico (necrosis tubular), hepatico (neoplasias) y neurolégico
(embriaguez). Es un producto nocivo e irritante, por absorcion produce ansiedad,
espasmos y narcosis, y cuando se pone en contacto con la piel es irritante. Por
inhalacién causa tos y dificultades respiratorias. Su ingestion provoca nauseas y
vomitos. Como efectos sistémicos se encuentran el descenso de la tension arterial,
cefaleas, ataxia (alteraciones de la coordinacién motriz), trastornos gastrointestinales
y efectos sobre el sistema cardiovascular.?

El diclorometano produce una toxicidad aguda con efectos y sintomas agudos, como
son irritacion de los ojos, la piel y el tracto respiratorio. Por inhalacion puede provocar
vértigo, somnolencia, dolor de cabeza, nauseas, pérdida del conocimiento, debilidad y
muerte. Después de la exposicién por inhalacién puede producirse tos e irritacion
pulmonar. Se considera un posible carcindgeno para los seres humanos, pero hasta el
momento no se dispone de informaciéon de mutagenicidad.

En las personas que han ingerido o inhalado grandes cantidades de dicloroetano se han
descrito desérdenes del sistema nervioso, enfermedades del higado y del rifidén y
efectos en los pulmones.? En animales de laboratorio que han respirado o ingerido
grandes cantidades de dicloroetano también ha causado desérdenes del sistema
nervioso y efectos en el higado, rifién y el pulmoén. Los estudios en animales sugieren
que esta sustancia puede dafar el sistema inmunitario. Se ha observado enfermedad
del rifiéon en animales que ingirieron dosis bajas de este producto por largo tiempo. Los
estudios en seres humanos que evaluaron si el dicloroetano produce cancer han sido
considerados inadecuados. En animales expuestos por inhalacidn, ingestion y contacto
con la piel, se han observado aumentos en las tasas de canceres del estbmago, la
glandula mamaria, el higado, el pulmén y el endometrio.3

En el Laboratorio de Toxicologia Analitica del Centro Nacional de Toxicologia
(CENATOX) la cromatografia de capa delgada forma parte de la sistematica de
urgencia que ayuda a la identificacion de medicamentos, drogas, hongos y plaguicidas.
La fase movil que se utiliza para las drogas acidas esta compuesta por una mezcla de
cloroformo:acetona (80:20). El cloroformo esta clasificado como cancerigeno,
mutagénico y teratégeno,*® por lo que este trabajo se propuso como objetivos
introducir una mezcla de solventes menos téxica y de menor costo que la de uso
habitual en el sistema de solventes para drogas acidas y utilizar la mitad del volumen.
Esta mezcla esta compuesta por diclorometano: acetona y dicloroetano:acetona.
(40:10).

METODOS

Se determinaron los Rf de todas la drogas acidas y alcalinas que se analizan en el
CENATOX empleando como fase moévil una mezcla de diclorometano:acetona (80:20) y
de dicloroetano:acetona (80:20). El Rf es la relacién entre la distancia recorrida por
una sustancia y la distancia que viaja el frente del solvente, medidas ambas en



cemtimetros desde el sitio de aplicacion de la sustancia en cuestion; su determinacion
permitié precisar sus valores para los patrones de medicamentos de referencia
suministrados por la Industria Farmacéutica Cubana con los nuevos sistemas de
solventes empleados.

Se realiz6 la corrida cromatografica con ambos sistemas de solventes, en diferentes
momentos.

Se determind el costo de las nuevas fases moéviles propuestas en los volumenes
indicados tomando como referencia el valor de la fase mévil con cloroformo. Los
precios de los solventes se tomaron del catadlogo de la casa comercial Sigma de los EE.
uu.”

Los reactivos utilizados fueron:

- Diclorometano MERCK Uvasol, dicloroetano MERCK Uvasol, acetona SIGMA-ALDRICH
y silica gel G-60 SIGMA.

- Patrones de medicamentos de referencia suministrados por la Industria Farmacéutica
Cubana (hipnéticos, barbitdricos, neurolépticos, tranquilizantes o ansioliticos,
timolépticos, anticonvulsivantes, antihistaminicos, estimulantes delsistema nervioso
central, analgésicos, antipiréticos, relajantes de fibra estriada, simpaticomiméticos,
antiinflamatorios no esteroideos, antiparkisonianos, anticolinérgicos y drogas de abuso.

- Todos estos patrones se prepararon disolviendo 10 mg del patréon en 3 L de metanol
SCHARLAU P.A.

- Reveladores: Mandelin, cloruro férrico, sulfato de mercurio, difenil carbazona, FPN,
solucién de Dragendorf, iodo platinato, ludi tender, van hur.

- Permanganato de potasio,
- Verde bromocresol.®
El procedimiento utilizado fue el siguiente:

1. Preparar la cAmara cromatografica con 40 mL de diclorometano y 10 mL de
acetona.

2. Puntear en la placa los patrones de medicamentos de referencia.
3. Colocar la placa en la caAmara cromatografica.

4. Retirar la placa y esperar a que seque.

5. Asperjar con los distintos reveladores.

6. Determinar el Rf de cada droga estudiada.

7. Realizar el mismo procedimiento con el dicloroetano.



RESULTADOS

En la tabla aparecen los valores de Rf obtenidos empleando dos nuevos solventes
organicos en el sistema especifico para las drogas acidas.

Los costos de los nuevos solventes incorporados son:
-Costo de la fase con cloroformo: $ 2,76 (A).

-Costo de la fase con diclorometano: $ 2,28 (B).
-Costo de la fase con dicloroetano: $ 1,64 (C).

Todos los precios estan expresados en moneda libremente convertible. La diferencia
del costo entre (A) y (B) es de $0,48 y entre (A) y (C) de $1,12.

La diferencia entre los precios de cloroformo y el diclorometano produjo una
disminuciéon de 17,3 %. De igual forma para el dicloroetano, la disminucién en el costo
fue de 40,5 %. Con el uso de los solventes a la mitad de su volumen, la disminucion
del costo es de 80 % cuando se usa el dicloroetano, teniendo en cuenta que este
reactivo es menos costoso.

DISCUSION

El cloroformo es un solvente polar, a diferencia del diclorometano y dicloroetano que
presentan una polaridad intermedia, debido a los efectos inductivos (1) de ambas
moléculas de cloro que provocan una disminucion de la densidad electrénica en el
atomo de carbono, lo que conlleva a que existan diferencias entre los valores de Rf
obtenidos con los distintos sistemas empleados, no obstante, permiten la perfecta
identificacion de los farmacos.1?

La literatura informa que la toxicidad de los nuevos solventes empleados en relacion
con la del cloroformo, es mas baja, lo que brinda una seguridad al analista y se logra
una identificaciéon adecuada de las drogas de caracter acido y alcalina como
fenotiacinas, imipramina, carbamazepina, verapamilo, captopril, dipirona, meclizine y
cafeina.

Finalmente se puede concluir que la mezcla de diclorometano con acetona y de
dicloroetano con acetona en volimenes (80:20), en sustitucion del cloroformo en la
fase maovil de la cromatografia de capa delgada para drogas acidas, proporciona
buenos resultados en los valores de Rf de los patrones de medicamentos de referencia
probados. Si empleamos la mitad del volumen de los solventes obtenemos un ahorro
en moneda libremente convertible, siendo este mayor en el caso del dicloroetano, por
ser menos costoso.
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Tabla. Comparacion de los Rf obtenidos en los sistemas de solventes

Medicamentos

| Fenobarbital
Fenitoina
Meprobamato
Ibuprofeno
Naproxeno
Piroxicam
Furosemida
Carbamazepina
Verapamilo
Captopril
Dipirona

| Meclizine

| Cafeina
Clorpromacina
Levomepromacina
Tioridazina

' Tri'fluoperacina

| Imipramina

Regresar

Cloroformo:acetona

50
43
11
50
30
25
4
33
25
5
10
74
0
8
11

Diclorometano:acetona

75
60
45
52
35
72
17
46
10
0
0
76
29
16
28
23
10
19

Dicloroetano:acetona

67
57
23
70
66
83
17
49
15

24



