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METODO DE SCREENING
SISTEMA MTTLC

* tarea analitica de barrido para pesquisar la
presencia de drogas y/o productos de
biotransformacion en las diversas matrices
biologicas*

ESTRUCTURA GENERAL

*screening : primeras informaciones sobre la droga
posiblemente presente. Basicamente es la primera etapa

en el trabajo de identificacion®

*identificacion : coleccion de datos analiticos suficientes
para concluir que hay una droga presente y no_otra

sustancia. “‘(




Seleccion de una técnica de Screening

Cobertura de drogas y rapidez de ensayo
Sensibilidad

Adaptabilidad

Versatilidad y expansibilidad

Especificidad e —=
Conveniencia

=
Costo VIRCS \

Seleccion de una técnica de Screening

» Cobertura de drogas y rapidez de ensayo
+ Sensibilidad

» Adaptabilidad

» Versatilidad y expansibilidad

+ Especificidad

* Conveniencia | _identificar el mayor nimero

+ Costo de drogas en el menor tiempo
posible.

Seleccion de una técnica de Screening

» Cobertura de drogas y rapidez de ensayo
+ Sensibilidad

» Adaptabilidad

» Versatilidad y expansibilidad

» Especificidad
+ Conveniencia
+ Costo

...detectar la menor
concentracion posible de
droga.




Seleccién de una técnica de Screening

» Cobertura de drogas y rapidez de ensayo
+ Sensibilidad

+ Adaptabilidad

+ Versatilidad y expansibilidad

» Especificidad
+ Conveniencia

* Costo ...adaptarse al rastreo o

barrido de muestras.

Seleccion de una técnica de Screening

» Cobertura de drogas y rapidez de ensayo
+ Sensibilidad

» Adaptabilidad

» Versatilidad y expansibilidad

» Especificidad

+ Conveniencia
. Costo ...rastrear una amplia variedad
de drogas y aceptar nuevas.

Seleccion de una técnica de Screening

» Cobertura de drogas y rapidez de ensayo
+ Sensibilidad

» Adaptabilidad

» Versatilidad y expansibilidad

» Especificidad
+ Conveniencia
+ Costo

...detectar el compuesto deseado
en presencia de interferentes.




Seleccién de una técnica de Screening

» Cobertura de drogas y rapidez de ensayo
+ Sensibilidad

+ Adaptabilidad

+ Versatilidad y expansibilidad

» Especificidad

+ Conveniencia

+ Costo
...facil aprendizaje e implementacion.

Seleccion de una técnica de Screening

» Cobertura de drogas y rapidez de ensayo
+ Sensibilidad

» Adaptabilidad

» Versatilidad y expansibilidad

» Especificidad

+ Conveniencia
+ Costo ...debe ser de
bajo costo.
Cromatografia

Técnica de separacion de una mezcla compleja
en sus componentes puros.




Sistema cromatografico

* Muestra : solutos o analitos
» Solvente : fase movil
» Fase estacionaria : particulas sdlidas
» Soporte de la fase estacionaria.

GENERAL METHODS

CELLULOSE

/ PAPER FIDERS

MOBILE SOLVENT

SFILTER PAPER

Fio. 1. Graphie rep 1 of paper el aphy (PB, March 1950)
Clasificacion
Liquida
CROMATOGRAFIA
Gaseosa

segun la naturaleza
fisica de la fase movil




Clasificacion

Sdélida: Adsorcion (TLc, Papel
Exclusion molecular
Liquida Intercambio i6nico
Afinidad

CROMATOGRAFIA Liquida Particion (TLc, Papel)

Sdlida: C. Adsorcion
Gaseosa

Liquida C. Particion

segun la naturaleza  segun la

fisica de la fase moévil naturaleza
fisica de la fase
estacionaria

Cromatografia Liquida

* Fase normal - Fase Reversa
“Fase estacionaria mas “Fase estacionaria menos
polar que fase movil” polar que fase mévir

Cromatografia Liquida

* Fase normal - Fase Reversa
“Fase estacionaria mas “Fase estacionaria menos
polar que fase mévil” polar que fase movil’
o1
H
silica

Ej.: TLC: silica polar, en los
grupos activos silanol se
establecen centros de cargas
positivas y negativas.




Cromatografia Liquida

* Fase normal .

Fase Reversa

“Fase estacionaria mas “Fase estacionaria menos

polar que fase mévil”

I

silica

polar que fase moévil’

H ol
H+Cl - Si-C— Si-Cyg
Hol

' olar " ) -
Ej.: TL(?: silica polar, en los silica polar + tricloro octadecil silano

grupos activos silanol se
establecen centros de cargas
positivas y negativas.

Silica no polar
(silica bonded phase)
silica C18, RP,5, ODS

* Compuestos .
Polares

Compuestos no
polares

Compuestos que tienen  Compuestos que no tienen

cargas localizadas
positivas y negativas
(dipolos).

Contienen: O, N, S, P,
halégenos

dipolos fuertes.

Contienen principalmente

CeH.

MTTLC




Regla de oro de la cromatografia

“ Lo similar atrae lo similar

Ej. Crom. Normal (TLC)

Fase movil apolar (hexano) movilizara rapidamente los
solutos apolares. La fase estacionaria polar (silica) atraera
fuertemente los solutos polares.

Ej. Crom. Reversa

Fase movil polar (metanol-agua) movilizara rapidamente los
solutos polares. La fase estacionaria no polar atraera
fuertemente los solutos no polares.

MTTLC

D> Limpieza o extraccion

E2> Separacién de las drogas

E3> Deteccion de las drogas

Etapas MTTLC

E> Limpieza o extraccion
E2> Separacion de las drogas

E3> Deteccién de las drogas




Limpieza o extraccion

i

~Selectiva minimo de productos no deseados &=
* Limpia >>>>>> Concentrada =] /

Limpieza o extraccion

i

*Selectiva ....... minimo de productos no deseados &
* Limpia >>>>>> Concentrada a

* Cantidad de muestra ( 2- 5 mL)
* pH fase acuosa
* Solvente de extraccion

Limpieza o extraccion

i

*Selectiva ...
*Limpia >>>

* pH 3 fraccion acida

* pH 9,5 fraccion basica
* pH 5-6 fraccion neutra

* fraccion conjugada
...optimizar la recuperacion y
eliminar la mayor cantidad de
interferentes.

tra(2-5mL)

* Cantidad de m
* pH fase acuosa
* Solvente de extraccion %}'




Limpieza o extraccion

i

Concentracion

* evitar pérdida de drogas por: fe=]
- oxidacion al aire o luz
- adsorcion paredes del vidrio
- volatilizacion
* {0 < 50° C*, luz difusa*, * corriente de N2 &3

Separacion de las drogas

i

Concentracion

* placas convencionales cortadas a 10cm &3
* aplicacion de extractos concentrados &

Diagrama de aplicacion de muestras y

estandares ;’
Cromatoplacas 60F254 Merck = M’?
A

10 cm.

20 cm.




Diagrama de aplicacion de muestras y

% estandares e

10 cm.

12 3 4 5B16 7 8 9 10B2 11 12 13 14 B3 15 16 17 18

20 cm.

10 cm.

Diagrama de aplicacion de muestras y,

estandares s
e #

MUESTRA
123 a4as5B167 8 ¢ 10 pL extracto conc.

*+/- 2 mm diametro

20 cm.

Diagrama de aplicacion de muestras y

% estandares 33},

ESTANDAR /z
* multiples f(x) extraccion <

10 cm.

* comparacion
*identificacion presuntiva

123 45B16 7 8 910B2 11 121314 B3151617 18

20 cm.




Diagrama de cromatoplaca con estandar B2
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Desarrollo

{55

* solvente de desarrollo <=
* distancia

Desarrollo

{35

* solvente de desarrollo 2
* distancia

...de acuerdo al tipo de

extracto )

que se analiza. _z!
4

VA
n n an a ]




Desarrollo

{15

* solvente de desarrollo
* distancia =]

Desarrollo

{55

* solvente
* distancia €3

la velocidad del solvente disminuye
en la distancia y la mancha se hace
difusa...........

Desarrollo

* solvente g ;

* distancias y tiempos cortos {3

La velocidad del solvente disminuye
en la distancia y la mancha se hace
difusa........... preferir distancias y
tiempos cortos siempre que se
obtengan buenas separaciones.




Seleccion del solvente de desarrollo

&
+ perfil de requisitos &3 ;4;"‘,"{”\"3
* material lastre / &’w

* residuos

*gran pureza, *estabilidad,
*buena miscibilidad, *baja
toxicidad, *baja viscosidad
y *buena separacion

Seleccion del solvente de desarrollo

« perfil de requisitos g

* material lastre &
* residuos

Drogas deben quedar en la
parte media del cromatograma

Seleccion del solvente de desarrollo

« perfil de requisitos
* material lastre

* residuos €& x

...de acuerdo al tipo
de residuo




Seleccion del solvente de desarrollo

)

« perfil de requisitos g"ﬁ
A4

» material lastre “iplde

+ residuo acido (A) ¢ é {4

*CHCIL,/MeOH/Ac. Acético (9:0.8:0.2)
*CHCI,/Ciclohexano/Ac. Acético (4:4:2)

Seleccion del solvente de desarrollo

« perfil de requisitos
* material lastre

* residuo basico (B) &

*Davidow modif., Acetato de etilo/MeOH/NH,OH
(8.5:1:0.6)
*MeOH/NH,OH (10:0.15)

Seleccion del solvente de desarrollo

« perfil de requisitos
* material lastre
* residuo conjugado basico(AH) &

*benceno/acetona(9.5:0.5) ! g

*ciclohexano/acetona(9:1)




Seleccion del solvente de desarrollo

« perfil de requisitos
* material lastre

* residuo conjugado basico(BH) &= z

*Davidow modificado
*CHCl;/MeOH/4c. propiénico
(7.2:1.8:1)

Seleccion del solvente de desarrollo

« perfil de requisitos
* material lastre
* residuo(EP) &

*Davidow modifado, acetato de etilo/MeOH/NH,OH
(8.5:1:0.6)
*CHCIl;/MeOH/Acido Propiénico (7.2:1.8:1)

A

Etapas MTTLC

@ Limpieza o extraccion

@ Separacion de las drogas

&
E3> Deteccién de las drogas }%ﬁ




Deteccion de las drogas

£

componentes normales
del extracto biolégico

[/

DROGAS

Deteccion de las drogas

fax

componentes normales
del extracto biolégico

[/

DROGAS

~-

COMBINACIONES DE REACTIVOS
EN SECUENCIAS PREDETERMINADAS

Deteccion de las drogas

5

COMBINACIONES DE REACTIVOS
EN SECUENCIAS PREDETERMINADAS

* Mandelin
* calor
* diazo




Deteccion de las drogas

G

COMBINACIONES DE REACTIVOS
EN SECUENCIAS PREDETERMINADAS

* ninhidrina
* calor

* Dragendorff
* CuClI2

Deteccion de las drogas

COMPARACION CON ESTANDARES

- L

>~

‘%,

\

Reacciones de
absorcion/fluorescencia, manchas
coloreadas.......... caracterizacion de
la droga o

grupos de drogas (fluorescencia luz
UV, color, Rf).
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CONCLUSIONES MTTLC

La técnica de MTTLC puede separar
perfectamente (fluorescencia luz UV, color,
Rf) las diferentes drogas.




CONCLUSIONES MTTLC

La técnica de MTTLC puede separar
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Rf) las diferentes drogas.

Las secuencias de revelado entregan una
gran cantidad de informacién (15 a 18
muestras simultaneas).

CONCLUSIONES MTTLC

La técnica de MTTLC puede separar
perfectamente (fluorescencia luz UV, color,
Rf) las diferentes drogas.

Las secuencias de revelado entregan una
gran cantidad de informacién (15a 18
muestras simultaneas).

La correcta interpretacion de la informaciéon
analitica permite discriminar con certeza si

una mancha tiene su origen en una droga o
en un componente normal de la orina.

Microtécnica en capa
; fina




