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RESUMEN

El presente estudio se enfoca en proponer una metodologia de deteccion
colorimétrica de compuestos de la familia de las benzodiazepinas en bebidas alcoholicas
para prevenir el abuso sexual facilitado por drogas. Las benzodiazepinas son una familia
de medicamentos que actiian como depresores del sistema nervioso central y se utilizan
comunmente como tranquilizantes o sedantes, pero su abuso y mal uso representan un
problema de salud y seguridad publica por lo que la deteccion precisa y confiable de estas
sustancias es esencial para la prevencion. Se propone la adicion del reactivo de Scott a
perlas de silica gel tomando ventaja de sus propiedades adsorbentes para la deteccion de
benzodiazepinas Alprazolam y Clordiazepoxido en bebidas alcoholicas tipo Tequila y Gin.
La silica gel demostr6 una buena integracion del agente de deteccion colorimétrica para la
deteccion de benzodiazepinas Clordiazepoxido y Alprazolam debido sus propiedades
granulométricas. La reaccion entre el reactivo de Scott y las benzodiazepinas
Clordiazepdxido y Alprazolam desarrolla una coloracidon turquesa caracteristica que en
presencia de estas que puede ser utilizado para su deteccion teniendo como limite de
deteccion 20 mg/L para Alprazolam y 1000 mg/L para Clordiazepoxido.
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I. INTRODUCCION

La problematica del consumo de drogas de abuso ha sido objeto de preocupacion
mundial debido a sus graves consecuencias para la salud y el bienestar de las personas.
Ademas, el consumo de sustancias adictivas junto con el consumo de alcohol ha mostrado
un aumento significativo en los ultimos afos, planteando desafios adicionales para la
sociedad y la salud publica. En este contexto, la deteccion de drogas de abuso en bebidas
alcohdlicas se ha convertido en un tema de interés y relevancia creciente.

La combinacion de drogas de abuso con bebidas alcohdlicas presenta multiples
riesgos, ya que puede potenciar los efectos perjudiciales de ambas sustancias. Por un lado,
el consumo de drogas de abuso puede llevar a una mayor vulnerabilidad, pérdida de control
y alteraciones cognitivas. Por el otro, el alcohol actia como un desinhibidor y puede
intensificar los efectos de las drogas, aumentando los riesgos asociados con su consumo.

Hasta ahora, se han realizado diversos estudios para la deteccion de drogas en
matrices biolodgicas, bebidas suaves y bebidas alcohdlicas, centrandose en ciertos
compuestos segiin su facilidad de obtencion. Sin embargo, la falta de una metodologia
sencilla y répida ha dificultado la reduccion del numero de victimas del abuso sexual por
sumision quimica.

El objetivo de esta tesis es proponer una metodologia de deteccion colorimétrica de
compuestos de la familia de las benzodiazepinas en bebidas alcoholicas para prevenir el
abuso sexual facilitado por drogas, utilizando el reactivo de Scott como agente
colorimétrico.



II. OBJETIVOS

A. Objetivo general

e Proponer una metodologia de deteccion colorimétrica de compuestos de la familia
de las benzodiazepinas en bebidas alcohodlicas para prevenir el abuso sexual
facilitado por drogas.

B. Objetivos especificos

1.

Sintetizar in situ Reactivo de Scott (tiocianato de cobalto (II)) a partir de cloruro
de cobalto hexahidratado y tiocianato de amonio para ser utilizado como agente
colorimétrico en la deteccion de benzodiazepinas en bebidas alcohdlicas tipo
Tequila y Ginebra.

Evaluar técnicamente la reaccion entre Reactivo de Scott (tiocianato de cobalto
(II)) y las benzodiazepinas Clordiazepoxido y Alprazolam, como agente
detector colorimétrico para la deteccion de estas, analizando los colores
producidos y los tiempos de reaccion.

Determinar la interferencia de los componentes de una bebida alcohodlica
preparada con el Reactivo de Scott (tiocianato de cobalto (II)) para asegurar la
deteccion colorimétrica de benzodiazepinas Clordiazepdxido y Alprazolam en
dicha matriz.

Fabricar un medio de deteccion a partir de un agente adsorbente y Reactivo de
Scott (tiocianato de cobalto (II)) para comprobar la eficacia de deteccion
colorimétrica en benzodiazepinas Clordiazepoxido y Alprazolam en bebidas
alcohdlicas tipo Tequila y Ginebra.



II1. JUSTIFICACION

En Guatemala se estima que suceden 22 violaciones diarias, de las cuales solo al
28% consiguen que la justicia proteja a las victimas y el 60% corresponde a menores de
edad (Gonzalez, 2022). La violacion facilitada por drogas es una problematica que no ha
sido atendida, estimando que un 20% de los abusos reportados son a causa de la ingesta de
estos fArmacos, generando cada vez mas, victimas a causa del facil acceso a las drogas de
abuso y demads sustancias ilicitas (Flores, 2019).

Hoy en dia, no existe un método in situ que facilite la fiable deteccion de drogas de
abuso en bebidas alcohodlicas que no impliquen mecanismos elaborados y procedimientos
largos, ademads de ser costosos y poco accesibles en las condiciones en las que se necesitan.
Muchos de los métodos ya existentes solamente funcionan para la deteccion a posteriori a
su ingesta, lo que dificulta comprobar el hecho delictivo si la victima acude a las
autoridades en un periodo posterior.

Se busca poner a disposicion una metodologia que sea sencilla, fiable y desechable;
que permita detectar compuestos de la familia de las benzodiazepinas anadidos a bebidas
alcohdlicas con fines delictivos para que funcione como un método de prevencion portatil.



IV. MARCO TEORICO

A. Problematica y estadisticas de violencia sexual en Guatemala

En el afio 2016 Guatemala reportd 23 casos diarios de abuso sexual a nifas y
adolescentes y una tasa de nacimiento de 6 bebés de nifias menores de 14 afios producto de
violacion. Estos casos de violacidon no siempre son denunciados, por lo que muchos quedan
en la impunidad (Figueroa, 2016). Para el afio 2021 esta cifra alcanzo cifras de hasta 7,569
denuncias por violencia sexual, 3,867 de agresion sexual y 1,066 de otro tipo de delitos
relacionados (Sociedad Suiza de Radiotelevision, 2022).

Las denuncias sexuales implican avisar, noticiar, declarar una irregularidad o
ilegalidad de algo relacionado a la violencia sexual, con el fin de movilizar al 6rgano
competente para que inicie las investigaciones preliminares para constatar la realizacién
del hecho delictivo y su presunto autor (INE, 2021). Sin embargo, aunque las mujeres sean
las principales victimas de la violencia sexual, no es una problematica especifica de dicho
sexo. En la siguiente imagen se puede observar la frecuencia relativa de hombres y mujeres
victimas de una violacién consumada sin discriminar por edades.

Figura 1. Porcentaje de hombre y mujeres victimas de violaciéon consumada en el periodo

2015 -2019.
§3.2 924 2.4 F3.5
885
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Fuerie: Institvio Mocional de Estodifica. con dafos proporcionodos por ko Seccidn de Estodistico de lo Polcio Hacional Civi, segin reportes recicidos e 24/08/17,
010218, &7 1719 v 15/06/20.

(INE, 2021)

La violacion sexual no es exclusiva en hombre y mujeres que frecuentan lugares
peligrosos o discotecas llenas de desconocidos, las estadisticas dicen que las violaciones
pueden ocurrir en muchos tipos de ambientes, por ejemplo, familiares y laborales, en donde
es posible utilizar sustancias o métodos para someter la voluntad de la victima. En paises
como Estados Unidos, el 51.1% de las violaciones femeninas y el 52.4% de las violaciones
masculinas son causadas por compaiieros intimos, en donde el 5% afirma haber sido



victima de una violacién por el uso de sustancias quimicas (National Sexual Violence
Resource Center, 2018).

El facil acceso a mecanismos que faciliten la violacion sexual ha sido un factor que
ha ayudado a incrementar las cifras estadisticas en los ultimos afios. El abuso sexual
facilitado por drogas de sumision quimica es un tema que no ha sido tratado, pero que se
ha popularizado en la ultima década, por lo que se incluird como punto de discusion.

B. Sumision quimica y drogas de abuso

La sumision quimica es un importante problema social que es usualmente asociado
con agresion sexual. Este tipo de agresion es conocido como agresion sexual facilitada por
drogas. Esta practica se ha popularizado en los ltimos afios, dada la relativa facilidad para
adquirir compuestos quimicos capaces de manipular la voluntad de las personas. En
Estados Unidos, se estima que aproximadamente un 5% de los casos de violacion
involucran esta clase de drogas en un pais en donde una de cada cinco mujeres y uno de
cada 71 hombres serdn victimas de alglin tipo de violencia sexual en algun punto de sus
vidas (Negrusz, Juhascik and Gaensslen, 2005).

La idea de utilizar drogas para victimizar es un hecho y existen muchos compuestos
quimicos capaces de hacer que la persona pierda la voluntad. Entre estos compuestos se
puede mencionar: Escopolamina, ketamina, a&cido gamma-hidroxibutirico, hidrato de cloral
y benzodiazepinas como Xanax y Rohypnol. Estos compuestos tienen la caracteristica en
comun de ser solubles en agua y, por lo tanto, solubles en bebidas alcoholicas o refrescos,
combinacion que puede provocar inconsciencia € incluso una intoxicacion (Negrusz,
Juhascik and Gaensslen, 2005).

Muchas veces las victimas no son conscientes de lo que sucedid y no proceden el
reporte con las autoridades dada la falta de pruebas, y dado esto, no se tiene un niimero
certero de la cantidad de casos de violaciones facilitadas por drogas en los paises, ni un
dato exacto de la cantidad de violaciones segmentada por cada droga de abuso en
especifico.

C. Principales drogas de abuso

1. Escopolamina

Es un alcaloide tropanico procedente del metabolismo secundario de distintas
plantas de la familia de solanaceas. Es un agente anticolinérgico y antiemético con amplio
rango de aplicaciones quimicas debido a su actividad farmacologica (Bello, 1991).

Usualmente se utilizan compuestos derivados de este para el tratamiento de
contracciones espasmoédicas de la musculatura lisa del tubo digestivo, vias biliares y
urinarias y del aparato genital femenino, antagonizando las acciones muscarinicas de la



acetilcolina. En caso de administraciéon endovenosa o dosis superiores a las indicadas, se
pueden presentar efectos secundarios como manifestaciones atropinicas, taquicardia,
trastorno reversible de la acomodacion visual, somnolencia, disminucion de reaccion y de
alerta. Dichos efectos pueden ser potenciados con la ingesta de medicamentos
antidepresivos triciclicos, quinidina, amantadina y alcohol (Bello, 1991).

Este compuesto no atraviesa la barrera encefalica, por lo que no produce sintomas
como delirios, alucinaciones, pero es posible que provoque respiracion aciddtica, paralisis
respiratoria, convulsiones clonicas, ileo paralitico y retencién urinaria, sintomas que
ameritan un lavado gastrico como tratamiento y el uso de agentes adsorbentes como carbon
activado y sulfato de magnesio (Bello, 1991).

Figura 2. Representacion de la estructura quimica de la escopolamina.
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(National Library of Medicine, s.f)

Esta droga de abuso es utilizada frecuentemente debido a su tiempo de efecto medio
en el cuerpo que es de aproximadamente 4 a 5 horas y su excrecion en la orina, lo que
dificulta su deteccion en las victimas cuando la violacion ha tomado lugar y la victima no
es llevada con las autoridades en los primeros dias pasado el hecho delictivo. La principal
desventaja de esta droga es que una dosis mucho mayor a la indicada puede causar una
intoxicacion grave, haciendo que los pacientes presenten sintomas de psicosis, fiebre alta o
la muerte (Boe, 2008).

2. Ketamina

Es un compuesto anestésico derivado de la fenciclidina con propiedades
disociativos, analgésicos y psicodélicos. Es utilizado comunmente como droga anestésica
en procedimientos quirtirgicos en pediatria, obstetricia, geriatria y veterinaria, aunque
también desempena funciones en tratamientos antidepresivos. Debido a que es un
compuesto aprobado para uso clinico, el abuso o mal uso de la ketamina ha sido reportada
en revistas cientificas y demas medios globales en las Gltimas dos décadas (Hashimoto, Ide
y Kazutaka, 2020).



La ketamina se ha utilizado como droga en clubes de baile y recreacion para asimilar
los efectos del dietilamida de 4cido lisérgico, sin embargo, un abuso de consumo a largo
plazo puede desencadenar efectos negativos tanto fisicos como psicoldgicos, como dolor
abdominal, desérdenes del sistema urinario, dependencia/tolerancia, deterioro cognitivo,
psicosis y depresion (Hashimoto, Ide y Kazutaka, 2020).

Hasta el 2001, el uso de ketamina no se habia popularizado sino hasta el comienzo
de la fabricacion de las party pills en Taiwén, en donde se vendia como éxtasis adulterado
debido a que contenia 3,4-metilendioximetanfetamina (MDMA), metanfetamina, efedrina,
ketamina, acetaminofén y cafeina. Hoy en dia, el uso de ketamina como droga de recreacion
y droga de abuso se frecuenta en Reino Unido, Australia, Hong Kong y China (Hashimoto,
Ide y Kazutaka, 2020).

Figura 3. Representacion de la estructura quimica de la ketamina.

(National Library of Medicine, s.f)

La dosis de esta droga para facilitar la violacion sexual se encuentra en valores
mayores a 3 mg/kg de peso del consumidor. El consumo puede darse mediante aspiracion
nasal, cigarrillos de ketamina, ingesta y, raramente, inyeccion. Dependiendo del método de
consumo, los efectos pueden llegar a presentarse en aproximadamente 5 minutos, teniendo
una vida media de 1-2 h, causando efectos psicogénicos y disociativos en los consumidores,
lo que la hace un buen candidato como droga para facilitar la violacion sexual (Hashimoto,
Ide y Kazutaka, 2020).

3. Acido gamma-hidroxibutirico

También conocido como gamma-hidroxibutirato (GHB) o gamma-butirolactona, es
una de las mas famosas drogas de abuso o drogas de club, pertenece a la familia de los
acidos grasos enddgenos de cadena corta que puede ser producido como metabolito del
neurotransmisor acido gamma-aminobutirico (GABA). La funcidn de este compuesto en el



cuerpo no se conoce con certeza, pero se sospecha que funciona como neurotransmisor o
neuromodulador mediante interacciones de tanto el receptor GABAB y un receptor GHB-
especifico (Brailsford, Cowan y Kicman, 2012).

Este compuesto fue utilizado, inicialmente, como anestésico general, sin embargo,
se dej6 de utilizar debido a su impredecible tiempo de accion. Hoy en dia es utilizado para
tratar la narcolepsia y cataplejia, pero también es utilizado para ayudar a sobrellevar la
abstinencia de alcohol y opiaceos. En 1990, la FDA prohibi6 la comercializacion del GHB
y derivados debido a la alta incidencia de abuso (Brailsford, Cowan y Kicman, 2012).

Figura 4. Representacion de la estructura quimica del dcido gamma-hidroxibutirico.
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El 4cido gamma-hidroxibutirico suprime el sistema nervioso central mediante la
induccion de un coma reversible o suefio profundo, potenciando sus efectos cuando se
mezcla con sustancias depresoras como alcohol. Entre los sintomas se pueden destacar la
alteracion visual, deterioro de la memoria, paros respiratorios, nduseas y amnesia, lo que le
confiere potencial para ser utilizado como droga de abuso en su forma de sal sodica o
potasica debido a su alta solubilidad en agua y etanol. En cantidades de menores a 1 gramo,
se observan efectos relajantes, entre 1 y 2 gramos se presenta disminucion de la frecuencia
cardiaca y respiracion, de las habilidades motoras y el habla. Dosis mayores a 2 g producen
muerte. Su efecto surte en aproximadamente 15-30 minutos y puede durar de 3-6 h después
de la ingesta, lo que provoca que la victima no recuerde el hecho delictivo (Xu, Zhai y
Chang, 2016).

4. Hidrato de cloral

Es un compuesto de la medicina clasica que sigue siendo utilizado para elaboracion
de formulas magistrales en farmacias de hospitales, ademas de ser administrado como
sedante en nifnos antes de realizarles procedimientos diagnosticos como tomografia axial
computarizada y resonancia magnética (Campo et al., 1998).

Es uno de los compuestos conocidos mas antiguos para este fin, siendo sintetizado
por primera vez hace mas de 150 afios y haciendo su primera aparicion en la medicina en
el afio 1869 en Berlin donde se utiliz6 como sedante y medicamento para dormir en
ancianos (Campo et al., 1998).



La administracion de este compuesto puede ser oral o rectal, siendo absorbido
rapidamente y metabolizado en el higado, eritrocitos y rifiones para formar tricloroetanol y
acido tricloroacético. La vida media es de cuatro a doce horas debido a su liposolubilidad
que le permite atravesar las membranas plasmaticas e introducirse en las células de todo el
organismo provocando efectos hipndticos y anticonvulsivantes similares a los barbittricos.
Aunque el mecanismo de reaccién no se conoce con exactitud, se sabe que el hidrato de
cloral es el compuesto que induce el suefio y su metabolito activo, el tricloroetanol, es el
responsable de su prolongada accion (Campo et al., 1998).

Figura 5. Representacion de la estructura quimica del hidrato de cloral.
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(National Library of Medicine, s.f)

5. Benzodiazepinas

Son compuestos liposolubles de facil cristalizacion y de caracter basico (a
excepcion del Oxazepam y el Lorazepam que son anfolitos) y que pueden alterarse con
exposicion a la luz (Vantour et al., 2010).

Su estructura presencia tres anillos: un anillo bencénico, un anillo diazepinico
heptagonal y un anillo fenilo. Las diversas variantes de sustitucion que pueden presentar
les confiere propiedades que van desde cambios en el espectro de absorcion, potencia
farmacologica con la que ejercen un efecto determinado, asi como en las propiedades
farmacocinéticas que afectan la eficacia y duracion de su efecto (Vantour et al., 2010).



Figura 6. Estructura general de las benzodiazepinas

(Salazar, Peralta y Pastor, 2011).

En 1977 se descubri6 que las benzodiazepinas interactian en un sitio de union
especifico en el sistema nervioso central del complejo receptor GABA-A, sin embargo,
poseian menor niumero de efectos secundarios, menor riesgo de adiccion y mayor seguridad
en caso de sobredosis respecto a otros ansioliticos (Mondragon, Echevarria y Maza, 2014).

Figura 7. Estructura supramolecular del receptor GABA
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(Mondragon, Echevarria y Maza, 2014).
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Las benzodiazepinas se pueden clasificar segun su estructura como se detalla a
continuacion en el Cuadro 1 en donde, a su vez, pueden ser subclasificadas segin la
duracion de su accion.

Cuadro 1. Clasificacion de las benzodiazepinas segun su estructura

1,4 BZD Accion larga: Pro- Camazepam
nodiazepam Clorazepato
Clordiazepdxido
Diazepam
Flurazepam
Halazepam
Medazepam
Quazepam

1,4 BZD Accion media: Clonazepam
Nitro-BZD Flunitrazepam
Nitrazepam
Pinazepam
1,4 BZD Accion corta: Cloxazolam
Oxalo-BZD Lorazepam
Lormetazepam
Oxazepam

1,5 BZD Accion larga Clobazam
Ketazolam

Triazolo-BZD Accion media Alprazolam

Triazolo-BZD Accion ultracorta Mizadolam
Triazolam

BZD: Benzodiazepina (Salazar, Peralta y Pastor, 2011).

Sin embargo, en el &mbito médico, estas benzodiazepinas son clasificadas segun sus
propiedades terapéuticas, siendo las ansioliticas las mas comunes en cuanto a recetas para
tratamientos médico-psiquiatricos.
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Cuadro 2. Clasificacion de las benzodiazepinas segun sus propiedades terapéuticas

Principalmente ansioliticas Diazepam
Bromazepam
Clordiazepodxido
Clobazam
Ketazolam
Clorazepato
Lorazepam
Oxazepam
Temazepam
Alprazolam

Principalmente hipnédticas Nitrazepam
Flurazepam
Flunitrazepam
Lormetazepam
Midazolam

Principalmente Clonazepam
anticonvulsivas Diazepam
Lorazepam

a. Farmacocinética

Las benzodiazepinas tienen la caracteristica de compartir acciones
farmacodindmicas, por lo que el perfil farmacocinético es el que diferenciara unas
benzodiazepinas de otras. Cada una presenta una variacion individual en sus pardmetros
farmacocinéticos en relacion de la edad, funcionamiento hepatico, tabaquismo y el uso
concomitante de otros farmacos por parte del usuario (Salazar, Peralta y Pastor, 2011).

1) Absorcion

Son liposolubles y atraviesan facilmente las membranas bioldgicas. Tienen buena
absorcion por via oral cuando se administran con el estdmago vacio, pero puede retrasarse
con preparados de tipo liberacion prolongada, presencia de alimentos en el estomago,
ingesta continuada de benzodiazepinas y administracion de otras sustancias como
antiacidos, antidepresivos, inhibidores de la monoamino oxidasa y anticolinérgicos. Estos
compuestos presentan altos niveles de biodisponibilidad, teniendo un rango de entre (78-
100) %. La concentracion plasmatica dependera de la rapidez con la que el farmaco se
absorba, actuando en aproximadamente 1 h para la mayoria de las benzodiazepinas vy,
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alcanzando una segunda concentracion plasmatica entre 6-12 horas para algunos tipos
especificos, debido a la recirculacion enteropatica (Salazar, Peralta y Pastor, 2011).

2) Distribuciéon

El volumen de distribucion depende de la liposolubilidad relativa de cada
benzodiazepina siendo en general, alto y mayor en mujeres y mayores de 65 afos. Las
benzodiazepinas poseen altos grados de union a proteinas plasmaticas que dificulta que
puedan ser extraidas por diuresis forzada o didlisis en intoxicacion. Son capaces de penetrar
la barrera hematoencefalica (BHE) y alcanza concentraciones mayores en el liquido
cefalorraquideo (LCR) que, en el plasma, ademas de acumularse en tejidos adiposos, pasar
a la leche materna y atravesar la placenta (Salazar, Peralta y Pastor, 2011).

3) Semivida
Las benzodiazepinas tienen semividas muy distintas debido a su poca variacioén en
la concentracion plasmatica, corriendo el riesgo de afectacion psicomotriz y sedacion.

Cuadro 3. Principales caracteristicas de las benzodiazepinas

Farmaco Semivida (h) Metabolitos Dosis Unién a
activos equivalente | proteinas
(mg) plasmaticas
(%)
Alprazolam 9-20 No significativo 1 70-75
Bentazepam 4-5 No 50-75 -
Bromazepam 8-30 Si 6 74
Brotizolam 5 - 0.25 90
Clonazepam 19-60 No 2 86
Clorazepato 30-60 St 15 82
Clordiazepdxido 40-100 Si 25 94-97
Diazepam 40-200 Si 10 97-98.5
Flunitrazepam 15-24 No 1 77-88
Flurazepam 50-160 St 30 97
Halazepam 15-35 St 40 98
Ketazolam 30-100 Si 15 96
Loprazolam 8 Si 1-2 80
Lorazepam 9-22 No - 85
Lormetazepam 9-15 No 3 85
Medazepam 26-53 Si 10 99-99.5
Midazolam 1.5-3 Si 15-30 0.8-2
Nitrazepam 15-40 No 10 87
Oxazepam 4-24 No 10-15 87-90
Pinazepam 15-20 - 0.5 -
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Farmaco Semivida (h) Metabolitos Dosis Unién a
activos equivalente | proteinas
(mg) plasmaticas
(%)
Quazepam 25-41 Si - 95
Triazolam 1.5-5 No significativo - 78-85

(Salazar, Peralta y Pastor, 2011)

4) Metabolismo
El metabolismo es hepatico y puede dividirse en dos fases.

Fase I: Oxidacion y reduccion por parte del sistema enzimatico citocromo P-450
(3A4 y CYP2C19) que dan lugar a metabolitos farmacoldgicamente activos.

Fase II: Conjugacion para formar compuestos inactivos que son posteriormente
excretados por la orina.

El metabolismo hepatico difiere entre las diversas benzodiazepinas, algunas pasan
entre ambas fases, como diazepam, Triazolam, clonazepam, pero algunas otras solamente
necesitan de la fase II como Oxazepam, Temazepam y Lorazepam. En el caso de la fase I,
esta es sensible a la participacion de varios factores como la edad, enfermedades hepaticas
y administracion de otros farmacos y alcohol (Salazar, Peralta y Pastor, 2011).

A continuacidn, se presenta el diagrama general de metabolitos de benzodiazepinas
tomado de la investigacion de Farmacos ansioliticos y sedantes. Farmacologia de los
trastornos del suefio del autor Hurlé (2008).

14



Benzodlacepinas de__
Accion Prolongada

Benzodiacepinas de __J
Accion Intermedia

Benzodiacepinas de _
Accion Corta

Benzodiacepinas de _
Accion Intermedia-Corta

(Hurlé, 2008)

Clordiazepodxido

v
o - —p O P Clorazepato
K " P
¥ L 2
N-desmetil- P — Prazepam
Kketazolam * nndazopam
¥ 2-OH- v
medazepam
Derivado ¥ 3-OH-
2-OH Prazepam
L3> DI P >
T P > « P
v v
Conjugacion con el acido Glucuro
C F P Nitrazepam Clonazepam
N-desmetil- N-OH-etil- 2-Amino,5-nitro- Analogo 7-Amino
clobazam | a T-amino  clonazepam |
4-OH- 7-Acetoamino-
clobazam clonazepam
4-OH-
N-desmetil- N-desalquil- 2-Amine,3-OH- Andlogo Derivado
clobazam f P 5 b 7 3-OM
| | ]
\———————> Conjugacion con el acido Glucuroni
Alprazol P M1 1 T K
v v v v
G-OH-I 3-OH- a-OH- 3-a-OH-
ek 2 A

P

\ Conjugacion con el acido Glucurénico

Lorazepam

v v

Oxazepam Temazepam

1(:m'uugu:itin con el acido Glucuronico l

15



5) Excrecion

La principal via de excrecion es la renal. Los compuestos son desechados en forma
de metabolitos hidroxilados y conjugados glucurdnicos. El 10% se excreta por las heces
(Salazar, Peralta y Pastor, 2011).

Estos compuestos tienen alto potencial como drogas de abuso debido a sus efectos
depresores del sistema que son potenciados por otras sustancias como opidceos y alcohol y
no esta disponible un método capaz de detectarlo rapidamente (Mahmood ef al., 2018).

6) Comienzo y duracion del efecto

La rapidez de accion depende de la liposolubilidad del medicamento. Una vez que
se alcanza el equilibrio en la distribucion, el farmaco comienza a salir de los tejidos hacia
el plasma para mantener el equilibrio a la vez que la concentracion plasmatica disminuye
segun los metabolitos y formas de excrecion (Salazar, Peralta y Pastor, 2011).

7) Potencia de las benzodiazepinas

Se conoce que las mas potentes benzodiazepinas son el alprazolam, el clonazepam
y el Lorazepam. Sus efectos y duracion dependeran de la dosis suministrada, sin embargo,
el Cuadro 2 presenta la dosis equivalente para algunas benzodiazepinas (Salazar, Peralta y
Pastor, 2011).

b. Farmacodinimica

La accion terapéutica de las benzodiazepinas se relaciona con el sistema GABA que
representa el 30% del sistema inhibidor en la corteza cerebral y el hipotadlamo. El sistema
GABA cuenta con tres divisiones que se especifican segun el tipo de receptores: GABA-A,
GABA-B Y GABA-C.

Las benzodiazepinas son fabricadas para interactuar con el receptor GABA-A que
es el implicado en la ansiedad y estd formado por varias subunidades (a, B, vy, 3, p) que
delimitan el canal del cloro. Estos compuestos modulan la uniéon del GABA al receptor
GABA-A, aumentandola y promoviendo el flujo de cloro (Salazar, Peralta y Pastor, 2011).

Se conoce que el receptor GABA-A benzodiazepinico mas prevalente en el cerebro
se conforma por las unidades a1, B2, y2 que se encuentran codificadas por el mismo grupo
de genes en el cromosoma 5 (Salazar, Peralta y Pastor, 2011).
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Figura 8. Estructura supramolecular del receptor GABA-A
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(Salazar, Peralta y Pastor, 2011).

El etanol también modula alostéricamente al receptor GABA-A y aumenta la
afinidad por las benzodiazepinas y otros barbituricos, modificando el entorno de la
membrana del receptor, esto explica la potenciacion que tienen estos componentes entre si
(Salazar, Peralta y Pastor, 2011).

c. Sobredosificacion

Estos medicamentos poseen un indice terapéutico muy alto y son mucho menos
peligrosas en sobredosis que los barbitiricos comunes. Sin embargo, la intoxicacion de
benzodiazepinas en combinacioén con otros depresores del sistema nervioso central puede
convertir un intento de suicidio en acto consumado debido a la apertura del canal de cloro.
Las mas peligrosas son el Temazepam y Flurazepam y el de menor toxicidad es el oxazepam
(Salazar, Peralta y Pastor, 2011).
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Los sintomas de intoxicaciéon leche son apatia, sequedad de boca, hipotonia,
incoordinacion motora, somnolencia, desorientacién, mareos y vértigo, que son bastante
comunes en un ambiente en donde se utiliza etanol (Salazar, Peralta y Pastor, 2011).

La intoxicacion debe ser tratada con lavado gastrico o induccion de emesis. El
flumazenilo es un antagonista de las benzodiazepinas que se usa por via intravenosa en
bolos de 0.2-0.3 mg, seguidos por 0.1 mg cada minuto, hasta un méximo de 1-2 mg. Si se
necesita mantener el efecto antagonista, se suele suministrar a 0.1 mg/h en perfusion
continua (Salazar, Peralta y Pastor, 2011).

d. Alprazolam

Es una benzodiazepina utilizada para el tratamiento de Trastorno de Ansiedad
Generalizado (TAG), puede ser vendido con nombres genéricos segun el pais cambiando
excipientes de la formulacion o disefo de la tableta.

Perteneciente a la familia de las triazolobendiazepinas, este medicamento posee tres
nitrégenos en un anillo de su estructura que permite una buena absorcion biologica.

Los blancos moleculares principales de este farmaco son los receptores de los
neurotransmisores inhibidores activados directamente por el acido y-aminobutirico
(GABA), fundamentalmente el GABA-A mencionado anteriormente. Clinicamente, todas
las benzodiazepinas causan una depresion del sistema nervioso central (SNC) dosis-
dependiente variando desde minimas alteraciones hasta la hipnosis, por lo que es
importante la dosificacion para evitar un efecto no deseado.

(MEDILIP, 2009).

Figura 8. Representacion de la estructura molecular de la benzodiazepina Alprazolam.
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1) Absorcion

Después de la administracion oral, el Alprazolam es facil y rapidamente absorbido,
alcanzando los picos séricos entre 1 y 2 horas después de la administracién en dosis comin
de 0.25 mg. La vida media del medicamento se encuentra en un rango de entre 6.3 y 26.9
horas en adultos sanos siendo excretado por la orina principalmente (MEDILIP, 2009).

2) Metabolismo

Es metabolizado en el higado dando lugar a una a-hidroxialprazolam con actividad
farmacologica y benzofenona inactiva. Los niveles plasméaticos de dichos metabolitos son
extremadamente bajos, sin embargo, la vida media se encuentra en el mismo rango que el
Alprazolam (MEDILIP, 2009). A continuacién, se muestra un esquema de las rutas
metabolicas del compuesto extraido de la investigacion de Hirota ef al. (2001).
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(Glucuronide Conjugate)

(Hirota et al., 2001)

3) Sobredosificacion

Esta incluye extensiones de su actividad farmacologica presentando sintomas
principales como la ataxia, somnolencia, confusion, alteraciones en la coordinacion,
disminucioén de reflejos y, en dosis elevadas, coma. Las secuelas graves son raras a menos
que otros farmacos y/o etanol se ingieran simultdneamente.

El tratamiento de la sobredosis consiste en la induccion del vomito y lavado
gastrico, ademads de apoyo a la funcion respiratoria y cardiovascular cuando se presenta el
coma. El Flumazenilo puede usarse como tratamiento adjunto para el manejo de la funcion
respiratoria y cardiovascular asociada con la sobredosis (MEDILIP, 2009).
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e. Clordiazepoxido

Inicialmente conocido como metaminodiazepdxido fue consecuencia del error
cometido en la sintesis del ultimo compuesto de la serie de andlogos de los colorantes
derivados de las heptodiazinas. Esta benzodiazepina posee un N-Oxido debido a la
oxidacion del nitrogeno del anillo en su estructura principal, haciéndolo mas reactivo frente
a sustituciones (Geissman, 1973).

Los primeros experimentos demostraron un efecto de amansamiento en animales
salvajes, sin embargo, este también fue probado en pacientes con esquizofrenia, en donde
se reveld que el Clordiazepdxido no posee una verdadera actividad antipsicotica, pero
reducia grandemente la ansiedad en estos pacientes (Alamo y Lopez, 2007).

Al igual que el Alprazolam, los blancos moleculares principales de este farmaco son
los receptores de los neurotransmisores inhibidores activados directamente por el acido -
aminobutirico (GABA), fundamentalmente el GABA-A (Alamo y Lopez, 2007).

Figura 9. Representacion de la estructura molecular de la benzodiazepina
Clordiazepodxido.
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4) Absorcion

Después de la administracion oral, el Clordiazepoxido es facil y répidamente
absorbido, alcanzando los picos séricos entre 1 y 2 horas después de la administracion. La
vida media del medicamento se encuentra en un rango de entre 6 a 30 horas en adultos

sanos siendo excretado por la orina principalmente (Instituto de Salud Publica de Chile,
2021).

5) Metabolismo

Es metabolizado en el higado dando lugar a desmetilclordiazepoxido con actividad
farmacologica y demoxapam que posteriormente es metabolizado a oxazepam, también
activo, pero en concentraciones menores al 1% de la concentracion inicial suministrada de
Clordiazepdxido (Instituto de Salud Publica de Chile, 2021). A continuacion, se muestra

20



un esquema del metabolismo del compuesto presentado por Chaytor (2007) en

Su

investigacion para la referencia integral de farmacologia.
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(Chaytor, 2007)

6) Sobredosificacion
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Al igual que el Alprazolam, la sobredosis de Clordiazepdxido presenta sintomas
principales como la ataxia, somnolencia, confusion, alteraciones en la coordinacion,

disminucién de reflejos y, en dosis elevadas, coma.

El tratamiento de la sobredosis consiste en la induccion del vomito y lavado

gastrico. Sino hay ventaja en vaciar el estbmago, se debe administrar carbon activado para
reducir la absorcidn, prestando especial atencidbn a las funciones respiratorias y
cardiovasculares. El Flumazenilo puede usarse como tratamiento adjunto para el manejo
de la funcion respiratoria y cardiovascular asociada con la sobredosis (Instituto de Salud

Publica de Chile, 2021).
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D. Bebidas alcoholicas

Son sustancias psicoactivas conocidas por poseer alcohol etilico dentro de su
composicion. La Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) afirma que es uno de los
principales problemas de salud publica alrededor del mundo y que esta relacionada con
multiples enfermedades, contribuyendo a desordenes mentales que conducen a
comportamientos violentos y es asociado frecuentemente a episodios que conllevan a la
muerte (Téllez, 2012).

El Global Status Reporto n Alcohol publicado en 2004 por la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) muestra que alrededor de 2 mil millones de personas en el mundo
consumen algin tipo de bebida alcoholica de forma regular y, de estos, 76 millones
presentan algun tipo de consumo problematico siendo los jovenes la mayoria de esta
poblacion (Téllez, 2012).

1. Bebidas alcoholicas populares

El periddico La Unién Morelos brinda una lista de las 10 bebidas alcoholicas mas
populares del mundo, en donde el tequila y ginebra figuran dentro de la clasificacion con
los puestos 6 y 7 respectivamente (La Union Morelos, 2023).

La eleccion de estas bebidas fue objetiva y el principal criterio utilizado fue la
tonalidad, para evitar que esta afectase los resultados de las pruebas de deteccion
colorimétrica de benzodiazepinas.

E. Deteccion de benzodiazepinas por pruebas de desarrollo de color

Las benzodiazepinas pueden ser detectadas mediante el uso de métodos con
desarrollo de color, estas pruebas cualitativas son recomendadas a pesar de que la mayoria
se consideran empiricas y los principios de la reaccion no son del todo conocidas.

La mayoria de las muestras no requieren de preparacion especial, ya que es comin
utilizar una pequefia porcion de la matriz analizada, sin embargo, algunas preparaciones
comerciales contienen mas de un compuesto activo que puede complicar la interpretacion
del color obtenido en la prueba (Salazar. 1995).

1. Ventajas de las pruebas de orientacion con desarrollo de color

Estas pruebas suelen ser rapidas y de bajo costo, ademés de presentar un color
inmediatamente después de que entran en contacto con la muestra. Una prueba rapida de
orientacion con color puede indicar la presencia de un compuesto o grupo de compuestos,
lo que permite elegir el procedimiento de una prueba definitiva. Muchos de los métodos
rapidos incluyen un disefio portatil y compacto para pruebas de campo (Salazar. 1995).
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2. Desventajas de las pruebas de orientacion con desarrollo de color

Las desventajas principales de este tipo de pruebas se pueden resumir en la falta de
especificidad para la deteccion de un compuesto en especifico. La informacion debe ser
valorada con el tamafio de muestra que se tiene y, en su mayoria, son pruebas destructivas.
Asimismo, los falsos positivos pueden darse en presencia de otros compuestos similares.

La interpretacion de los resultados puede ser complicada, este es un problema aun
en las manos del personal experto y generalmente ocurre como resultado de adulterantes
en el material de prueba. Este problema se puede eliminar mediante procedimientos de
separacion, pero estos requieren tiempo, habilidad y conocimiento (Salazar. 1995).

3. Formacion de complejo

La interaccion entre el cobalto y las benzodiazepinas sigue siendo un area de
investigacion cuya comprension no ha sido completamente esclarecida hasta el momento.
Aunque se reconocen los efectos moduladores que algunos metales de transicion pueden
tener sobre algunos compuestos organicos, la union de enlaces especifica con las
benzodiazepinas aun plantea interrogantes.

Sin embargo, se propone una posible configuracion para cada una de las
benzodiazepinas de estudio analizando la interaccion entre el tiocianato de cobalto y la
Cocaina.

Figura 10. Estructura del complejo Cocaina — Tiocianato de Cobalto
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(National Library of Medicine, s.f)

23



f. Complejo Tiocianato de cobalto — Alprazolam
La molécula de Alprazolam posee un anillo Triazol, ademds de un nitrogeno extra

en la estructura aledafia a este.

Figura 11. Enumeracion de los atomos de Nitrogeno de en la molécula de Alprazolam
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(National Library of Medicine, s.f)

Se propone la siguiente estructura tomando en cuenta la forma con menor tension y
el caracter basico de los nitrégenos de la estructura, sin embargo, algunos nitrogenos no
fueron tomados en cuenta, como los nitrogenos 1 y 2 debido a que el cardcter es menos
basico debido a la resonancia que presenta la estructura, por otra parte, el nitrogeno 3 si
posee caracter basico, pero es poco probable que forme un enlace debido a su impedimento
estérico.

Figura 12. Estructura propuesta del complejo Alprazolam — Tiocianato de Cobalto
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La interaccion coordinada debe darse entre dos centros positivos con la geometria
adecuada. En este caso se puede percibir un ciclo de 5 miembros en donde estéd involucrado
el cobalto, tomando como referencia el compuesto Cocaina, en donde el cobalto atin puede
considerarse estable.
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g. Complejo Tiocianato de cobalto — Clordiazepoxido

La molécula de Clordiazepéxido posee el esqueleto principal de las
benzodiazepinas, con la peculiaridad de que un N-6xido se encuentra unido a su anillo
principal, haciéndolo mas reactivo frente a sustituciones y otras interacciones quimicas
(Geissman, 1973).

Figura 13. Enumeracion de los heteroatomos en la molécula de Clordiazepdxido
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(Wiley, 2006)

Se propone la siguiente estructura tomando en cuenta la forma con menor tension y
la electronegatividad de los heterodtomos en la molécula. Algunos nitrégenos no fueron
tomados en cuenta, como los nitrogenos 2 y 3, ya que son de caracter electronegativo
debido a la resonancia que presenta la estructura del anillo, por otra parte, el nitrogeno 4 si
puede formar un enlace con el atomo de cobalto debido a que es una amina secundaria,
conocidas por su interaccion con el reactivo de Scott. Asimismo, el oxigeno 1 es de caracter
electronegativo fuerte, lo que se siente atraido por el atomo de cobalto, formando el enlace
de coordinacion.

Figura 14. Estructura propuesta del complejo Clordiazepoxido — Tiocianato de Cobalto

La interaccion coordinada debe darse entre dos centros negativos con la geometria
adecuada. En este caso se puede percibir un ciclo de 6 miembros en donde estd involucrado
el cobalto.
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F. Cromatografia de capa fina (TLC)

La cromatografia de capa fina es una de las técnicas mas utilizadas para la
separacion e identificacion de compuestos. Se utiliza para compuestos en estado puro o
extraidos de formulaciones farmacéuticas, en el analisis de materiales fabricados
ilicitamente y en el estudio de muestras biologicas.

A pesar de ser una técnica de separacion, bajo condiciones controladas puede ser
empleada para identificar y cuantificar ciertos compuestos. Es considerada un método
analitico debido a su simplicidad, confiabilidad, bajo costo y selectividad en la deteccion.
Ademas, requiere de equipo y espacio minimo, por lo que es muy sencilla de replicar en
cualquier laboratorio.

El sistema de cromatografia de capa fina esta compuesto de dos fases: una es la fase
estacionaria (agente adsorbente) y la otra es la fase movil. La fase estacionaria es una capa
delgada de polvo fino unido a un soporte sélido. La fase movil es un liquido en el que la
sustancia analizada se disuelve y asciende por la fase estacionaria por accion capilar;
permitiendo que los diferentes componentes de la mezcla tomen diferentes posiciones a
través de la placa.

Dependiendo de las interacciones de estos componentes, de su estado fisico y en
general de sus propiedades fisicoquimicas como el grado de polaridad, grado de ionizacion,
resultard cualquiera de los principios que rigen el método de separacion por cromatografia
(Salazar. 1995).

1. Adsorcion

Basada en la diferencia de polaridad entre las moléculas de la mezcla y el
adsorbente. El adsorbente posee un alto poder de atraccion electrostatica sobre la mezcla,
la elucion o separacion puede efectuarse mediante fuerzas competitivas del disolvente
empleado.

Los compuestos de la mezcla tienden a adsorberse en la fase estacionaria con
diferente grado de intensidad de acuerdo con su polaridad, tipo, tamafio y nimero de grupos
funcionales. Compuestos con mayor grado de polaridad se adsorben mas fuertemente y
migran a través del sistema de forma maés lenta a diferencia de los compuestos no polares
o con menor grado de polaridad. En este tipo de cromatografia la posicion de la sustancia
en la placa estd dada por la constante de adsorcion que se puede definir mediante:

Co = Co/C,
C,= Concentracion del compuesto a la altura especifica en un sistema
C,= Concentracion en el adsorbente

C.= Concentracién en la fase movil
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Por medio de este proceso la separacion de componentes de distinta polaridad e
isomeros que tengan interaccion distinta con el mismo adsorbente resulta muy efectiva

(Salazar. 1995).

2. Particion

El mecanismo de separacion se basa en la diferencia de solubilidades de los
compuestos a separar entre dos fases no miscibles entre si, que son la fase estacionaria y la
fase movil, las cuales son liquidas. La funcion del adsorbente en la cromatografia de
particion es servir exclusivamente como soporte inerte para la fase estacionaria. La
separacion se hace entre dos fases liquidas en las cuales los compuestos tienden a
distribuirse, a este proceso se le llama “particion” o “distribucion” y es representado por
kg, el cual se puede definir como:

kd = Cm/ Ce
En donde:

Cm = Concentracion del compuesto en la fase estacionaria liquida que cubre los
sitios de atraccion electrostatica del adsorbente.

C. = Concentracion del compuesto en la fase movil.

Este tipo de separacion resulta efectivo para sustancias que posean distinta
solubilidad.

(Salazar. 1995)

3. Intercambio iénico

Este método permite separar las moléculas considerando su carga idnica neta.
Funciona de forma que las moléculas cargadas se adhieren al intercambiador para ser
disociada. Es una técnica de purificacion generalmente utilizada con proteinas. En las
separaciones de intercambio i6nico suceden dos etapas. La primera etapa consiste en la
union hacia el intercambiador, esta es fuerte y estable. La segunda etapa consiste en eluir
la columna con distintos buffers a diferentes pH para que estos compitan por los sitios de
union de los distintos componentes. Se pueden utilizar intercambiadores tanto anidonicos
como cationicos. Si una proteina es estable en un pH por debajo de su punto isoeléctrico se
utilizara un intercambiador aniénico. Si, de lo contrario, la proteina es estable en un pH por
arriba del punto isoeléctrico se utilizard un intercambiador catidnico. La eleccion del
intercambiador a utilizar dependera de los factores antes mencionados, asi como la del
efecto del pH sobre la carga y estabilidad (Deloisa et al., 2012).
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4. Electroforesis

La electroforesis es una técnica utilizada para la separacion de moléculas como
ADN, ARN o proteina. Este método utiliza tanto el tamafio, asi como la carga eléctrica de
la molécula. En este caso se emplea una corriente que mueve las moléculas a través de un
el que actua como tamiz y permite a que las moléculas pequefias se muevan de forma mas
rapida que las grandes. Para realizar una determinacion de comparar la gel con estandares
conocidos de estas. Esta técnica es ampliamente utilizada en medicina forense, asi como en
disciplinas como la microbiologia. Unas de sus aplicaciones mdas importantes es la
determinacion de identidad de personas participantes en un delito mediante el uso de su
ADN y una base de datos. (National Human Genome Research Institute, 2023).

5. Fase movil

La eleccion de la fase movil dependera de la mezcla de compuestos a separar y de
la fase estacionada empleada. Si la sustancia tiene mayor afinidad por el eluyente que por
el adsorbente, se eluye mas proxima al final. La propiedad mas importante de un disolvente
que debe emplearse en cromatografia TLC es la pureza y su poder de elucion.

Las fases moviles para la identificacion de benzodiazepinas estan constituidas por
mezclas de metanol, hidréxido de amonio, ciclohexano, tolueno, dictilamina, cloroformo,
acetato de etilo, etanol, acetona y heptano, predominando las mezclas: cloroformo/acetona,
metano/hidroxido de amonio, acetato de etilo/etanol, cloroformo/metanol,
ciclohexano/tolueno/dietilamina (Salazar. 1995).

6. Deteccion o procedimiento de localizacion

Los procedimientos de localizacién deben proporcionar tanta informacién como sea
posible, para esto se utilizan diversos agentes de deteccion para diferencias los compuestos
de un mismo grupo por medio de experimentacion en placas por duplicado. Debido a que
la mayoria de los compuestos organicos son incoloros, se debe tratar con técnicas no
destructivas.

Después del desarrollo, las placas son retiradas de la camara cromatogréfica, se
secan y se detectan las sustancias separadas. Esto suele ser sencillo en el caso de
compuestos con color apreciable o de sustancias que pueden fluorescer o absorber radiacion
UV. Cuando las sustancias no son coloreadas o no presentan fluorescencia bajo luz UV,
deben derivatizarse con reactivos de deteccion para formar sustancias coloreadas,
fluorescentes o absorbentes en luz UV (Salazar. 1995).

a. Deteccion mediante radiacion UV

Es un procedimiento rapido y sencillo para detectar compuestos separados por
cromatografia. Consiste en utilizar una lampara UV que emita radiaciones de longitud de
onda de 254 nm y/o 365 nm. Esta deteccion se realiza en habitaciones oscuras o en cubetas
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con lampara UV integrada. Este procedimiento no modifica ni destruye la estructura
quimica de los compuestos detectados y son por ello los mas adecuados para fines
preparativos (Salazar. 1995).

b. Deteccion por derivatizacion a compuestos coloridos

Las reacciones de derivatizacion se utilizan cuando las fracciones individuales no
reaccionan a la radiacion UV o cuando la sensibilidad de la deteccion es insuficiente. En el
Cuadro 3 se muestran algunos métodos usuales de deteccion para benzodiazepinas en
cromatografia de capa fina.

Cuadro 4. Métodos de deteccion para benzodiazepinas en cromatografia de capa fina

Agente Compuesto detectado Observaciones/manchas

Ninhidrina Aminas Primarias: Violeta-rosa
Secundarias: amarillo

Vapores de yodo Compuestos organicos | Café
no saturados
Yodo-platino Alcaloides y | Violeta, azul, café, naranja
acidificado compuestos
nitrogenados
Reactivo de | Alcaloides y | Amarillo, naranja, rojo-
Dragendorff compuestos naranja, café-naranja
nitrogenados
Reactivo FPN Fenotiazinas y | Fenotiazinas: Rojo, rojo-
dibenzacepinas café
Dibenzacepinas: azul
Tiocianato de cobalto | Alcaloides y | Azul
compuestos aminados
Solucion  de 4acido | Aminas Intensifica la reaccion de
sulftrico ninhidrina
Acido sulfurico | Compuestos organicos | Negro
fumante

Luz UV 254y 366 nm | Compuestos orgédnicos | Oscuro

y heterociclicos

(Salazar. 1995)
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G. Deteccion por medio de adicion de reactivo a agente adsorbente

1. Silica gel

La silica gel tiene la mayor capacidad de absorcion de humedad de los agentes
adsorbentes que se conocen en el mercado actualmente. Es aplicable ampliamente debido
a dicha propiedad en la industria del andlisis quimico, control de humedad, secado
industrial, portador de catalizadores, asi como para la separacion y purificacion de
composiciones para la fabricacion de sustancias muy puras.

La silica gel es un sélido amorfo, incoloro, inodoro, insipido y no téxico con
formula SiO> - H>O, es insoluble en agua y en cualquier otro solvente organico. Posee
propiedades quimicas estables debido a su estructura porosa, reacciona solo con las bases
fuertes y con el 4cido fluorhidrico.

La silica gel se obtiene afiadiendo una disolucion de silicato de sodio a una solucioén
de 4cido sulfarico formando una disoluciéon de 6xido de silicio (IV) hidratado.

Si0§~ + 2H* - Si0, + H,0
(Sinche, 2019).

2. Tiocianato de cobalto

El tiocianato de cobalto, mejor conocido como reactivo de Scott, es una prueba de
deteccion comprobada para la presencia de cocaina y algunos alcaloides. Mahmood ef al
(2018) utiliza dicho reactivo para la identificacion de benzodiacepinas en matrices solidas
como prueba colorimétrica (Mahmood et al., 2018).

Dicha prueba colorimétrica no ha podido ser extrapolada a matrices liquidas en
donde el compuesto ha sido disuelto debido a la complicacion de la especificidad del
método a un bajo costo (Mahmood et al., 2018).

3. Uso de silica gel como medio de deteccion

La silica gel es utilizada por su capacidad de adsorcion que puede llegar a ser un
40% de su peso debido a la gran porosidad que posee (800 — 850 m?/g), segin el tamafio
del poro puede ser fino o macro con capacidad de absorcion relativa diferente que puede
suplir una necesidad distinta. Asimismo, esta puede ser regenerada calentando a altas
temperaturas hasta que lo permita la estructura fisica, tomando en cuenta los contaminantes
que se hayan adsorbido (Sinche, 2019).

Anteriormente se ha utilizado silica gel como agente adsorbente de diferentes
moléculas para actuar como absorbente selectivo. El cloruro de cobalto es un agente eficaz
para indicar el grado de saturacion por agua, este es afiadido a la silica gel para que actue
como indicador de humedad (Sinche, 2019).
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V. ANTECEDENTES

El uso de drogas de abuso ha sido una preocupacion durante muchos afios y muchos
profesionales han aportado sus hallazgos respecto a las metodologias de deteccion de estos
compuestos.

Rodriguez et al (2021) en su articulo titulado Heteroditopic chemosensor to detect
gamma-hidroxybutyric acid (GHB) in soft drinks and alcoholic beverages evidencia que el
abuso sexual facilitado por drogas es un problema de gran escala en toto el mundo, siendo
el GHB uno de los componentes mas utilizados, pero también uno de los mas regulados en
el mundo. Este articulo propone el uso de sensores quimicos heteroditopicos para la
deteccion colorimétrica de GHB en bebidas suaves y bebidas alcohodlicas preparadas,
apoyandose en analisis UV para comprobar la absorbancia y encontrar la relacion entre la
concentracion de GHB y el color de la solucion (Rodriguez et al., 2021).

Por otra parte, Xu, Zhai y Chang (2016) en su articulo Detection of GHB by Optical
Methods indica que el d&cido gamma-hidroxibutirico fue prohibido para su venta desde 1990
por la FDA en Estados Unidos debido a los efectos adversos que presenta en grandes
cantidades, por lo que solamente se vende como coadyuvante en tratamientos de
narcolepsia y alcoholismo. En este articulo abordan la posibilidad de deteccion de este
compuesto mediante tecnologia UV/VIS utilizando distintos agentes colorimétricos (tintes)
para su deteccion en agua, cerveza, vino, vodka, cola, soju, jugo de manzana y whiskey.
Esto con el fin de desarrollar un método rapido y confiable para la deteccion de GHB
obteniendo tonalidades rojizas, naranjas y azules (Xu, Zhai y Chang, 2016).

En cuanto al mercado actual, la Universidad de Valencia patent6 un kit para la
deteccion de GHB como droga de sumision quimica. El principal objetivo del proyecto es
poner a disposicion del publico un sistema simple, confiable y desechable que pueda
detectar cualquier intento de utilizar GHB para propositos criminales (Rodriguez et al.,
2021).

A pesar de las distintas investigaciones, la mayor parte de los estudios se centralizan
en la deteccion de GHB como droga de abuso, sin embargo, en Guatemala el uso de GHB
es muy limitado debido a la dificultad de obtencion. El uso de medicamentos
benzodiazepinicos como sustituto del GHB es una vision mas certera de la problematica en
el pais. Arguello et al (2020) propone metodologias en su articulo titulado, Deteccion e
identificacion de benzodiazepinas y sus metabolitos en muestras bioldgicas de interés
quimico-legal por HPLC/DAD como método complementario a GC/MS, que son de
utilidad para pruebas de laboratorio en placas de cromatografia de capa fina (TLC)
proveyendo los distintos solventes que pueden ser utilizados como fase movil, con un
aproximado del 66.2% de resultados positivos en matrices biologicas. Los autores
recomiendan realizar pruebas con placas de cromatografia de capa fina, las placas deben
ser cortadas con dimensiones de 4x8 cm, o suficientemente pequefias para que puedan ser
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introducidas con facilidad en la camara saturada de solvente. Se prepara el solvente segiin
la benzodiazepina analizada, pero se recomienda el uso de soluciones de cloroformo puro,
cloroformo/acetona (50/50) y acetona pura como fase movil (Arguello et al., 2020).

En la actualidad, no se cuenta con una metodologia que permita detectar
benzodiazepinas en bebidas alcoholicas de manera eficaz, sencilla y confiable debido a la
dificultad de analisis de la matriz.
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VI. METODOLOGIA

A. Evaluacion de la efectividad de deteccion colorimétrica de distintos reactivos para
benzodiazepinas
Cuadro 5. Reactivos utilizados para la evaluacion de efectividad de deteccion
colorimétrica para benzodiazepinas

Reactivo Cantidad Pureza
Reactivo de Scott 5mL Grado reactivo
Reactivo de Marquis 5mL Solucién de formaldehido

grado reactivo 40% (v/v) en
acido sulfurico concentrado

Acido nitrico conc. 5mL Grado reactivo

Reactivo de Froehde 5mL Solucion de acido
molibdénico (10% p/v) en
acido sulftrico caliente

Clordiazepodxido en solucion 1 tableta 25 mg

Alprazolam en solucion 1 tableta 0.5 mg
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Cuadro 6. Materiales utilizados para la evaluacion de efectividad de deteccion
colorimétrica para benzodiazepinas

Material Marca Comentario
Mortero ProLabQ Utilizado para la molienda de las
tabletas, uno distinto por
benzodiazepina.
Gotero 25 mL ProLabQ Utilizado para agregar el reactivo
cromdgeno
Placa cerdmica de reaccion FisherSci Utilizado para la reaccion de
benzodiazepina y agentes
cromogenos
Varilla de vidrio ProLabQ Utilizado para homogeneizar la

reaccion

Se pulveriza una tableta de cada benzodiazepina y se agregan 3 gotas (~ 0.15 mL)
de cada reactivo en una placa de reaccion y se agita con una varilla de vidrio para
homogenizar. La reaccion se lleva a cabo en medio acuoso y se espera una reaccion
colorimétrica inmediata para cada compuesto como se detalla en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Colores presentados en el resultado positivo y negativo para los
reactivos utilizados en la deteccion de benzodiazepinas.

Reactivo Resultado positivo Resultado negativo
Reactivo de Scott Azul/turquesa Magenta
Reactivo de Marquis Naranja/Violeta Incoloro/amarillo
Acido nitrico conc. Verde olivo Incoloro/amarillo
Reactivo de Froehde Café/Violeta Incoloro
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B. Fabricacion del reactivo de Scott in situ

Cuadro 8. Reactivos utilizados para la sintesis in situ del reactivo de Scott

Reactivo Cantidad Pureza
Cloruro de cobalto 22¢g Grado reactivo
Tiocianato de amonio 34¢g Grado reactivo
hexahidratado
Agua destilada 50 mL -
Glicerina 50 mL Grado reactivo

Cuadro 9. Materiales utilizados para la sintesis in situ del reactivo de Scott

Material Marca

Comentario

Beaker de 50 mL Pyrex

Utilizado para la
disolucion de cloruro de
cobalto y Tiocianato de
amonio hexahidratado.

Balon aforado 100 mL Pyrex

Utilizado para fabricar la
solucion del reactivo de
Scott

Se realiza una solucion de tiocianato de cobalto (II) pesando 2.27 g de Cloruro de
Cobalto y 3.44 g de Tiocianato de amonio, disolviendo en 50 mL de agua destilada
temperada y 50 mL de glicerol. Dicha solucion debe ser aforada en matraz volumétrico de
100 mL y guardada a temperaturas no mayores de 30°C para asegurar su conservacion. La
solucion debe ser utilizada en un tiempo no mayor de 3 meses para asegurar sus

propiedades.

La solucion debe ser utilizada el mismo dia que se prepar6 para evitar error por
degradacion del reactivo (Mahmood, Z., Muhammad, S., Arshad, N., Qurashi, M. y Usman,

M., 2018).
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C. Prueba de eficacia de deteccion del reactivo de Scott con estandar de lidocaina
Cuadro 10. Reactivos utilizados para la deteccion de estandar de lidocaina

Reactivo Cantidad Pureza
Tiocianato de cobalto 0.25 mL 0.14 M
Cloroformo 2 mL Grado reactivo
Acido clorhidrico 0.15mL Grado reactivo
concentrado
Lidocaina clorhidrato 5mL 2% (comercial)

Cuadro 11. Materiales utilizados para la deteccion de estandar de lidocaina

Material Marca Comentario
Tubo de ensayo FisherSci Utilizado para la deteccion
colorimétrica de lidocaina
Gotero 25 mL ProLabQ Utilizado para agregar el
reactivo de Scott
Pipeta volumétrica 2 mL Pyrex Utilizada para agregar

cloroformo y acido

Se agregan 2 mL de cloroformo junto a 3 gotas (~ 0.15 mL) a la muestra de lidocaina
comercial en un tubo de ensayo y se agita para homogenizar. Se agregan 5 gotas (~ 0.25
mL) del reactivo de Scott junto a 0.15 mL de acido clorhidrico y se agita vigorosamente.
La reacciéon se lleva a cabo en la fase cloroformica obteniendo un tono turquesa para
resultados positivos y una fase incolora para resultados negativos.
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D. Prueba de eficacia de deteccion de benzodiazepinas para el reactivo de Scott en
fase solida

Cuadro 12. Reactivos utilizados para la deteccion benzodiazepinas en fase solida
utilizando el reactivo de Scott

Reactivo Cantidad Pureza
Tiocianato de cobalto 0.15 mL 0.14M
Clordiazepdxido en tableta 1 tableta 25 mg
Alprazolam en tableta 1 tableta 0.5 mg

Cuadro 13. Materiales utilizados para la deteccion benzodiazepinas en fase solida
utilizando el reactivo de Scott

Material Marca Comentario
Placa ceramica de reaccion FisherSci Utilizado para la reaccion
de benzodiazepina y
agentes cromdgenos
Gotero 25 mL ProLabQ Utilizado para agregar el
reactivo de Scott
Varilla de vidrio ProLabQ Utilizado para
homogeneizar la reaccion

En una placa de ceramica se agregan 3 gotas (~ 0.15 mL) del reactivo de Scott a la
muestra pulverizada y se agita con una varilla de vidrio. La reaccion se lleva a cabo

obteniendo un tono turquesa para resultados positivos y una fase incolora para resultados
negativos.
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E. Prueba de eficacia de deteccion de benzodiazepinas para el reactivo de Scott en
fase acuosa
Cuadro 14. Reactivos utilizados para la deteccién benzodiazepinas en fase acuosa
utilizando el reactivo de Scott

Reactivo Cantidad Pureza
Tiocianato de cobalto 0.15mL 0.14M

Cloroformo 2 mL Grado reactivo

Acido clorhidrico 0.15mL Grado reactivo

concentrado
Clordiazepdxido en solucion 25 mL 1000 mg/L de agua
destilada
Alprazolam en solucion 25 mL 20 mg/L de agua destilada

Cuadro 15. Materiales utilizados para la deteccion benzodiazepinas en fase acuosa
utilizando el reactivo de Scott

Material Marca Comentario
Tubo de ensayo FisherSci Utilizado para la deteccion
colorimétrica de
benzodiazepinas
Gotero 25 mL ProLabQ Utilizado para agregar el

reactivo de Scott

Pipeta volumétrica 2 mL Pyrex Utilizada para agregar
cloroformo y 4cido

Se agregan 2 mL de cloroformo junto a 3 gotas (~ 0.15 mL) a la muestra de
benzodiazepina en un tubo de ensayo y se agita para homogenizar. Se agregan 5 gotas (~
0.25 mL) del reactivo de Scott y se agita vigorosamente. La reaccion se lleva a cabo de
forma instantanea en la fase cloroférmica obteniendo un tono turquesa para resultados
positivos y una fase incolora para resultados negativos.
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F. Prueba de eficacia de deteccion de benzodiazepinas para el reactivo de Scott en
fase acuosa con sistema etanol-agua
Cuadro 16. Reactivos utilizados para la deteccién benzodiazepinas en fase acuosa

utilizando el reactivo de Scott

Reactivo Cantidad Pureza
Tiocianato de cobalto 0.15 mL 0.14M
Cloroformo 2 mL Grado reactivo
Acido clorhidrico 0.15 mL Grado reactivo
concentrado
Clordiazepdxido en solucion 25mL 1000 mg/L solucion
(agua-etanol 40%)
Alprazolam en solucion 25mL 20 mg/L solucion
(agua-etanol 40%)

Cuadro 17. Materiales utilizados para la deteccion benzodiazepinas en fase acuosa

utilizando el reactivo de Scott

Material Marca Comentario
Beaker 50 mL Pyrex Utilizado para la
disolucion de la tableta en
alcohol y agua.
Gotero 25 mL ProLabQ Utilizado para agregar el
reactivo de Scott
Pipeta volumétrica 2 mL Pyrex Utilizada para agregar
cloroformo
Pipeta graduada 0.5 mL Pyrex Utilizada para agregar
acido clorhidrico

Se disuelven las tabletas en 15 mL de agua destilada y 10 mL de alcohol comercial
Se agregan 2 mL de cloroformo junto a 3 gotas (~ 0.15 mL) a la muestra de benzodiazepina
en un tubo de ensayo y se agita para homogenizar. Se agregan 5 gotas (~ 0.25 mL) del
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reactivo de Scott y se agita vigorosamente durante 5 segundos. La reaccion se lleva a cabo
en la fase cloroformica obteniendo un tono turquesa para resultados positivos y una fase
incolora para resultados negativos.

G. Prueba de eficacia de deteccion colorimétrica de benzodiazepinas para el reactivo
de Scott en placas de cromatografia de capa fina (TLC) y comparacion con
métodos alternativos.

Cuadro 18. Reactivos utilizados para la prueba de eficacia de deteccion de
benzodiazepinas en cromatografia de capa fina

Reactivo/Equipo Cantidad Pureza

Tiocianato de cobalto 0.15 mL 0.14 M
Yodo sublimado 025¢g Grado reactivo
Lampara UV 366 nm - -
Solucion 10 mL 90% (v/v) de cloroformo
cloroformo/metanol
Clordiazepdxido en solucion 25mL 1000 mg/L solucion
(agua-etanol 40%)
Alprazolam en solucion 25mL 20 mg/L solucion
(agua-etanol 40%)

Se cortan placas de silica gel 60 marca Merck en rectangulos de 3x6 cm y se trazan
las lineas de inicio y fin para comparar el factor de retencion. Con ayuda de capilares se
aplico 1-2 pL de la solucion en forma de punto sobre la linea de inicio de la placa de TLC.
Se dejo eluir una distancia de 3.5 cm con la mezcla de Cloroformo/metanol (90:10) en una
camara saturada (recipiente cerrado) cambiando el solvente cada dos corridas.

Las placas son retiradas y secadas al aire. Se evalud bajo luz UV 366 nm antes y
después de la aplicacion del reactivo de Scott. Posterior, se rocia cada agente de revelado:

e Yodo
e UV 366 nm

e Reactivo de Scott (Tiocianato de cobalto IT)
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En caso de no tener resultados positivos, la metodologia puede ser modificada
utilizando cloroformo para la extraccion del compuesto activo en la matriz. Sin embargo,
este procedimiento implica tomar una muestra mas grande y se ajusta el pH a 12 con
hidroxido de amonio al 30% (p/v). El uso de una ampolla de decantacion es necesario.

Cuadro 19. Colores presentados en el resultado positivo y negativo para los
reactivos utilizados en la deteccion de benzodiazepinas por cromatografia de capa fina
(TLC).

Reactivo

Resultado positivo

Resultado negativo

Reactivo de Scott

Azul/turquesa

Magenta

Yodo Manchas moradas Amarillo/sin cambio
aparente
UV 366 nm Manchas opacas Sin cambio aparente

H. Impregnacion del reactivo de Scott en Silica gel
Cuadro 20. Reactivos utilizados para la impregnacion del reactivo de Scott en

Silica gel
Reactivo Cantidad Pureza
Silica gel S0g Grado industrial
Tiocianato de cobalto 100 mL 0.14M
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Cuadro 21. Materiales utilizados para la impregnacion del reactivo de Scott en

Silica gel
Material Marca Comentario
Frasco de vidrio 250 - Utilizado para colocar las perlas de silica
mL con tapadera gel en la solucion de tiocianato de cobalto
(ID).
Horno mufla ThermoScientific | Utilizado para regenerar las perlas de silica
gel.
Bandeja de vidrio Pyrex Utilizado para colocar las perlas de silica
gel para ser secadas naturalmente.

La silica gel es secada a 400°C durante 2 horas en un horno para regenerarla y es
atemperada en un sitio fresco y seco. Las perlas de silica gel son introducidas en 100 mL
de solucion y se deja reposar durante dos dias en un frasco de vidrio con tapadera y en un
lugar fresco y seco. El sobrenadante es drenado y las perlas se esparcen en un recipiente de
vidrio y es secado naturalmente hasta que los solidos se muevan libremente y no queden
rastros de humedad.
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I. Prueba de deteccion colorimétrica de benzodiazepinas en bebidas alcohdlicas

utilizando silica gel como soporte de reaccion

Cuadro 22. Reactivos utilizados para la deteccion colorimétrica de
benzodiazepinas en soporte de silica gel

mg/tableta) en alcohol-agua
(Bebida: Tequila)

Reactivo Cantidad Pureza
Silica gel impregnada con 025¢ -
tiocianato de cobalto
Solucion de benzodiazepina 10 mL agua/15 mL de 1000, 2000, 3000, 4000,
Clordiazepdxido (25 alcohol 5000 mg/L

(1,2, 3,4 y 5 tabletas)

Solucion de benzodiazepina
Clordiazepoxido (25
mg/tableta) en alcohol-agua
(Bebida: Gin)

10 mL agua/15 mL de
alcohol

1000, 2000, 3000, 4000,
5000 mg/L

(1,2, 3,4 y 5 tabletas)

Solucion de benzodiazepina

10 mL agua/15 mL de

20, 40, 60, 80, 100 mg/L

en alcohol-agua (Bebida: Gin)

Alprazolam (0.5 mg/tableta) alcohol
en alcohol-agua (Bebida: (1,2,3,4y 5 tabletas)
Tequila)
Solucién de benzodiazepina 10 mL agua/15 mL de 20, 40, 60, 80, 100 mg/L
Alprazolam (0.5 mg/tableta) alcohol

(1, 2, 3, 4 y 5 tabletas)
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Cuadro 23. Materiales utilizados para la deteccion colorimétrica de
benzodiazepinas en soporte de silica gel

Material

Marca

Comentario

Tubo de ensayo

FisherSci

Utilizado para la deteccion
colorimétrica de
benzodiazepinas

Mortero

ProLabQ

Utilizado para la molienda
de las tabletas, uno
distinto por
benzodiazepina.

Pipeta graduada 0.5 mL

Pyrex

Utilizada para agregar la
muestra en el tubo de
ensayo

Microondas de 700 W

Frigidaire

Utilizado para la catalisis
de reaccion

Se tritura la cantidad de tabletas necesaria para preparar la solucion detallada en el
Cuadro 22 y se homogeniza la suspension antes de tomar la muestra. Se agregan 0.25 g de
silica gel en un tubo de ensayo y 3 gotas (~ 0.15 mL) de la suspension. La mezcla es agitada
durante 5 segundos y colocada en el microondas durante 45 segundos. Un tono turquesa
indica resultados positivos y un tono azul oscuro es un resultado negativo.
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VII. RESULTADOS

A. Metodologia de deteccion de benzodiazepinas

Cuadro 24. Materiales utilizados para la deteccion colorimétrica de benzodiazepinas en
soporte de silica gel

Material Comentario

Tubo de ensayo Utilizado para la deteccion colorimétrica de benzodiazepinas, en
este se colocan las perlas de silica gel y la muestra.

Mortero Utilizado para la molienda de las tabletas, uno distinto por
benzodiazepina para evitar la contaminacion cruzada.

Pipeta graduada 0.5 | Utilizada para agregar la muestra en el tubo de ensayo
mL o pipeta Pasteur

Microondas de 700 W | Utilizado para la catalisis de reaccion

Se agregan aproximadamente 0.25 g de silica gel impregnada con el Reactivo de
Scott en un tubo de ensayo y, con ayuda de una pipeta, 3 gotas (~ 0.15 mL) de la bebida
alcoholica a analizar son introducidas al medio.

La mezcla es agitada manualmente durante 5 segundos y es colocada en el
microondas durante 45 segundos. El tiempo puede ser menor o mayor segin la potencia
del microondas, pero se recomienda que, para potencias mayores, comience con un tiempo
de 20 segundos.

Un tono turquesa claro en las perlas de silica gel indica resultados positivos y un
tono azul oscuro es un resultado negativo.
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Cuadro 25. Resultados de la comprobacion de la eficacia de deteccion de lidocaina y
benzodiazepinas utilizando el Reactivo de Scott sintetizado in situ.

Reactivo utilizado Lidocaina comercial Alprazolam | Clordiazepoéxido

Reactivo de Scott in situ
(Pos.:  Turquesa, Neg.: v (Turquesa) v (Turquesa) v (Turquesa)
Magenta)

(V): Positivo

Las pruebas fueron realizadas segin la metodologia detallada en el Cuadro 8 y
Cuadro 14 para comprobar la eficacia de la deteccion del reactivo de Scott in situ para el
estandar de lidocaina y benzodiazepinas Alprazolam y Clordiazepoxido. Para esta prueba,

como se puede observar en la Figura 15, se llevo a cabo la prueba en medio sélido y en

Figura 16, la reaccién se llevd a cabo dentro del tubo de ensayo utilizando
cloroformo y acido clorhidrico como parte del Reactivo de Scott modificado.

Cuadro 26. Evaluacion técnica de la deteccion de Reactivo de Scott modificado en
muestra de tableta en solucidn.

Reactivo utilizado Alprazolam Clordiazepéxido
Reactivo de Scott modificado
(Pos.: Turquesa, Neg.: Magenta) v (Turquesa) v (Turquesa)
Tiempo de reaccion Inmediato* Inmediato*

(V): Positivo

(X): Negativo

Las pruebas fueron realizadas segtin la metodologia detallada debajo del Cuadro 14
para evaluar la eficacia de la deteccion del reactivo de Scott modificado en fase acuosa para
benzodiazepinas. Para esta prueba, como se puede observar en la Figura 17, el tono azul se
desarroll6 dentro del tubo de ensayo utilizando cloroformo y acido. *El tiempo de reaccion
no es apreciable debido a ser muy corto.
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Cuadro 27. Resultados de la interferencia de la concentracion de etanol en una
bebida alcohdlica para la deteccion de benzodiazepinas utilizando el Reactivo de Scott.

Concentracion de etanol (% v/v) Alprazolam Clordiazepoxido
5 v
10 X
20 X X
30 X X
40 X X

(V): Positivo

(X): Negativo

La tableta fue disuelta en 25 mL a la concentracion de etanol detallada. La prueba
fue realizada utilizando el Reactivo de Scott en donde se observd que, a concentraciones
bajas de etanol, el complejo coloreado pudo ser apreciado en el medio.

Cuadro 28. Resultados cualitativos de la prueba colorimétrica de reactivo de Scott en
perlas de silica gel como soporte de deteccion

Alprazolam Clordiazepoxido
Tequila* Gin** Tequila* Gin**
Blanco

(agua destilada) X X X X
Una tableta V4 J v v
Dos tabletas J V4 v v
Tres tabletas v v v v
Cuatro tabletas v v v v
Cinco tabletas v v v v

Las tabletas fueron disueltas en 25 mL de solucion y la prueba se realizd en
microondas por 45 segundos obteniendo un tono azul obscuro para prueba negativa (X) y

un tono turquesa para prueba positiva (v'). La metodologia utilizada para dicha deteccion
se encuentra detallada en Anexos para la complementacion de los resultados.

*Solucion de tequila: 11.2% (v/v) etanol-agua
**Solucion de Gin:15.0% (v/v) etanol-agua
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VIII. DISCUSION DE RESULTADOS

Se propone una metodologia de deteccion colorimétrica de compuestos de la familia
de las benzodiazepinas en bebidas alcohodlicas con el fin de prevenir el abuso sexual
facilitado por este tipo de drogas.

Se procedio a sintetizar Reactivo de Scott (Tiocianato de Cobalto (I1)) in situ a partir
de Cloruro de Cobalto Hexahidratado y Tiocianato de Amonio para medir su eficacia en la
deteccion de benzodiazepinas en bebidas alcohdlicas tipo tequila y ginebra.

La verificacion de la capacidad de deteccion del Reactivo de Scott fue llevada a
cabo con una muestra de lidocaina segiin lo recomendado por Mahmood et al., (2018). Si
el reactivo es sintetizado exitosamente, debera presentar una tonalidad azul-turquesa al
momento de reaccionar con la lidocaina debido a su similitud en su estructura quimica con
la cocaina. La prueba fue positiva segun lo detallado en el Cuadro 25.

El complejo de coordinacion formado entre la benzodiazepina y el Reactivo de Scott
presenta una tonalidad turquesa para resultados positivos, dada la naturaleza del reactivo
de Scott, no todas las benzodiazepinas pueden ser detectadas por lo que la tonalidad
magenta se conserva en estos casos.

Las pruebas con el Reactivo de Scott fueron realizadas en una tableta pulverizada
de Clordiazepoxido 25 mg y Alprazolam 0.5 mg como se detalla en el Cuadro 26
obteniendo resultados positivos para ambas benzodiazepinas, indicando que el reactivo de
Scott es capaz de detectar las dos benzodiazepinas de interés. Sin embargo, presentando la
tonalidad turquesa caracteristica en los alrededores de la celda de reaccion como se puede
observar en la Figura 15.

El comportamiento observado puede deberse a la solubilidad del conjunto
compuesto activo (benzodiazepina) y excipientes de la tableta, ya que es un factor
importante para la deteccion en fase solida; al poseer una baja solubilidad en reactivos
polares, el mecanismo de reaccion se vera dominado por la difusidon, provocando que la
reaccion se lleve a cabo en la interfase del sistema.

Para medir la eficacia del Reactivo de Scott en la deteccion de benzodiazepinas
Clordiazepdxido y Alprazolam en solucidn se realizaron pruebas utilizando dicho reactivo
en soluciones fabricadas a partir de la recomendacion de Salazar (1995); para
Clordiazepdxido con concentracion de 1000 mg/L y Alprazolam con concentracion de 20
mg/L. como se detalla en la seccion del Cuadro 14, obteniendo resultados positivos para
ambas benzodiazepinas, indicando que el reactivo de Scott es capaz de detectar las dos
benzodiazepinas de interés en soluciones acuosas de dicha concentracion.

Aunque el resultado fue positivo, el principal inconveniente es la formacion del
complejo coloreado que indica una prueba positiva, Anagnostopoulos y Hadjispyrou (1983)
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realizaron un estudio sobre la influencia de la polaridad del solvente en el equilibrio de
formacion de complejos de cobalto (IT) y se confirmd que la constante de equilibrio es mas
grande para solventes polares en comparacion con los no polares (Anagnostopoulos y
Hadjispyrou, 1983). Esto implica que la adicion de etanol a la mezcla afecta la formacion
del complejo Tiocianato de Cobalto (II) — Benzodiazepina debido a que esta mezcla es de
menor polaridad respecto al agua, por lo que la deteccion de benzodiazepinas en bebidas
alcohdlicas requiere de un tratamiento adicional para promover la formacion del complejo.

La deteccion de las benzodiazepinas en un ambiente social puede implicar la
combinacion de estos compuestos con alcohol, lo que podria tener implicaciones
importantes para la seguridad y la salud del consumidor, dado que los efectos sedantes y
ansioliticos de las benzodiazepinas pueden ser potenciados. Asimismo, la adicion de un
solvente inadecuado podria afectar la precision y la sensibilidad de la deteccion y debera
considerarse como una posible fuente de error en los resultados, ademas de tener en cuenta
que no es factible el desarrollo de una prueba colorimétrica a partir de reactivos con alta
toxicidad debido a que no se conservaria la inocuidad de la bebida y no se podria consumir
en caso de un resultado negativo.

Para asemejar la matriz analizada a la que se puede encontrar en un ambiente social,
una solucion etanol al 40% fue utilizada para el analisis, pero manteniendo la concentracion
de benzodiazepinas Clordiazepoxido y Alprazolam detallada anteriormente. La Oficina de
las Naciones Unidas contra la Droga y el Delito (2012) recomienda una modificacion al
método del Reactivo de Scott, en donde se agrega una porcion de cloroformo a la muestra
y acido clorhidrico concentrado para promover la formacion del complejo. La eficacia de
dicha modificacion al reactivo de Scott fue evaluada utilizando un solvente apolar, sin
embargo, el comportamiento de la reaccion detallado en el Cuadro 31 indica que el
complejo logré ser estabilizado en la combinacion de agua-etanol-cloroformo. La
concentracion de benzodiazepina utilizada para la prueba fue detectable en cada caso, sin
embargo, para soluciones mas diluidas, el complejo Tiocianato de Cobalto (II) —
Benzodiazepina no puede ser apreciado, a pesar de la adicion de cloroformo y &cido
clorhidrico concentrado.

La adicion de acido en la formacion del complejo puede ser una estrategia util para
mejorar la formacion y estabilidad de ciertos complejos quimicos, incluidos los complejos
metalicos de Cobalto (II). Los iones de Cobalto (II) requieren la formacion de enlaces
coordinativos con los ligandos para formar un complejo y estos se ven favorecidos por la
adicion de 4cido ya que es capaz de protonar ciertos grupos funcionales de las moléculas a
detectar (Tamiika, 2002).

La estructura base de los compuestos benzodiazepinicos se constituyen de aminas
que pueden ser protonadas, lo que puede aumentar su solubilidad, como en el caso del
compuesto Alprazolam. Por otra parte, el compuesto Clordiazepoxido posee un N-oxido,
lo cual favorece su protonacion en medios acidos y mejora su solubilidad, permitiendo que

49



reaccione a una mayor facilidad con el Tiocianato de Cobalto (II) para la formacion del
complejo.

Los protones adicionales en la solucion pueden interactuar con el complejo formado
y estabilizarlo. Esto puede ser especialmente util para evitar la descomposicion o la
disociacion del complejo en condiciones adversas tales como el efecto del solvente y las
temperaturas bajas (Tamiika, 2002).

El uso de reactivos alternativos al Tiocianato de Cobalto fue evaluado utilizando la
metodologia de detecciéon de benzodiazepinas por cromatografia de capa fina (TLC)
detallada en la seccion del Cuadro 18 para comprobar la eficacia de la deteccion del reactivo
de Scott y reactivos alternativos en placas de cromatografia de capa fina (TLC). Para esta
prueba, como se puede observar en la Figura 18, a pesar de que se utilizd la mezcla de
solventes cloroformo/metanol (90:10), recomendada por la literatura de Salazar (1995), las
benzodiazepinas no fueron capaces de eluir.

Enla

Figura 19 y Figura 20 se puede observar que las manchas fluorescentes que se
observan antes del revelado fueron retiradas debido a la adicion del agente revelador, el
cual lavé las marcas de la cromatografia. Por lo tanto, esta metodologia no presenta los
resultados esperados y no es apta para la deteccion de benzodiazepinas en ambientes
sociales debido a su complejidad de desarrollo.

El uso de yodo sublimado para la deteccion de benzodiazepinas en placas de TLC
(Figura 21) tampoco es un método apto para la deteccion colorimétrica debido a que no fue
consistente con las manchas oscuras reportadas por Salazar (1995) y que debieron
apreciarse en las corridas realizadas. Por otro lado, el requerir una fuente de calor adicional
para sublimar el yodo no facilita la metodologia de deteccion en ambientes sociales.

El reactivo de Marquis no resultd ser un detector viable debido a la concentracion
de acido sulftrico en su mezcla, lo que tifie la placa de cromatografia y complica la
deteccion, ademas de ser necesario utilizar calor (100°C) para el revelado cuando las
manchas son poco visibles.

En el uso de placas TLC, la concentracion de benzodiazepinas no es un factor critico
debido a que las placas deben secarse antes del revelado; mas bien es la diferencia de
polaridad de los componentes de la muestra y el solvente utilizado en la fase moévil. La
complejidad de la experimentacion radica en la dificultad de extraccion del compuesto
activo (Clordiazepdxido y Alprazolam) de la matriz analizada debido a la poca solubilidad
de las benzodiazepinas, ya que poseen cualidades que no favorecen su hidrosolubilidad.

Debido a los resultados mayoritariamente negativos en las pruebas de
cromatografia, se optd por llevar a cabo una extraccion liquido-liquido con el objetivo de
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obtener el analito en una concentracion mayor. Esta extraccion se llevo a cabo utilizando
cloroformo y cloruro de amonio al 30% (v/v), siguiendo el procedimiento recomendado
por Salazar (1995) para la extraccion de benzodiazepinas. Sin embargo, los resultados de
los extractos no arrojaron los colores caracteristicos que marcan un resultado positivo para
cada método, como se detalla en el Cuadro 19, lo que condujo a la observacion de que, en
la matriz analizada, el componente activo no se encontraba solubilizado, sino mas bien
suspendido, lo que no favorece la difusion en el solvente extractor.

La preparacion de las bebidas de prueba se realizo triturando la cantidad de tabletas
detallada en el Cuadro 22 y disolviendo en 15 mL de agua destilada y 10 mL de alcohol
comercial tipo Tequila y tipo Gin. La concentracidén del compuesto activo en solucion fue
en aumento para observar el cambio en el color y la influencia de este en las pruebas
posteriores.

En el Cuadro 16 se puede observar que la proporcion utilizada en las pruebas de
deteccion en sistema acuoso es de 40% (v/v) de etanol en agua. Dicha proporcion no
corresponde a la proporcion media de una solucion de alcohol comercial debido a que los
destilados comerciales no poseen una alta concentracion de etanol como el utilizado a grado
reactivo.

Las soluciones preparadas para las pruebas posteriores fueron hechas a una
concentracion de 15% (v/v) de etanol para el sistema (agua-gin) y 11.2% (v/v) para el
sistema (agua-tequila) que son concentraciones mas comunes en bebidas de ambientes
sociales. Para este cambio en la concentracion de etanol se esperd una mejora en la
visibilidad de resultados positivos debido a que la solucion resultante posee un caracter de
menor polaridad respecto a la solucion al 40% (v/v) con la que se realizaron las pruebas en
fase etanolica.

La imposibilidad de deteccion en fase etanol-agua sin la adicion de cloroformo y
acido clorhidrico es una dificultad para la practica de la metodologia de deteccion y
presenta un peligro para individuos que no poseen experiencia en manipulacion de
reactivos, por lo que se modifico la metodologia con el fin de dirigir la prevencion hacia
una audiencia mas extensa.

Para agilizar el procedimiento de deteccion colorimétrica se plante6 la deteccion en
un soporte de polipropileno no-tejido impregnado con el agente cromogeno, sin embargo,
este método presentd complicaciones en el diseno, debido a que el soporte de polipropileno
debe conservarse himedas para permitir la difusion en el medio, lo que implica el disefio
de un empaque apropiado para conservar sus caracteristicas detectoras.

Se realizo la prueba de deteccion con las soluciones detalladas anteriormente y un
blanco de agua destilada. Sin embargo, el cambio de coloracion del medio se dio incluso
con el blanco de agua potable debido a la presencia de aminas que pueden formar el
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complejo con el tiocianato de cobalto, por lo tanto, esta prueba no es apropiada para la
deteccion colorimétrica de benzodiazepinas.

Por otro lado, se plante6 la adicion del Reactivo de Scott a un soporte adsorbente
tomando como referencia la propuesta de Leon (2019) de agregar una sal de cobalto en
silica gel como indicador de humedad. Para evaluar esto, se utilizaron tres agentes
adsorbentes distintos.

Se utiliz6 Tierra de Diatomeas como agente adsorbente, sin embargo, este no fue
eficaz en la adicion del agente cromogénico debido a que no se aprecia el magenta
caracteristico del Reactivo de Scott y la diferencia en masa no demuestra una adsorcion
significativa.

El segundo ensayo consistié en la adicion del Reactivo de Scott a una muestra de
carbonato de calcio, sin embargo, la presencia de acido acético en el Reactivo de Scott
promovio la formacion de espuma en el medio, lo cual no permite una buena recuperacion
del agente adsorbente para las pruebas posteriores, por lo que se decidié no utilizar dicho
agente adsorbente como el soporte de reaccion.

La adicion del reactivo de Scott a las perlas de silica gel permiten un medio de
deteccion seguro e intuitivo para benzodiazepinas, debido a que no es necesario afiadir otro
tipo de solvente o acido fuerte para su funcionamiento.

El principal inconveniente de la deteccion con silica gel es el fendémeno de
transporte que gobierna el sistema, debido a que el compuesto activo debe difundirse a
través de la solucion hacia el reactivo de Scott por los poros de la silica gel. La velocidad
de difusion es proporcional a la fuerza motriz del sistema por lo que, a mayor concentracion
de benzodiazepina en el medio, més rapida sera la deteccion. Sin embargo, en un ambiente
social se requiere una prueba rapida, por lo que el tiempo de deteccion debe cumplir con
un estandar y ser consistente para que sea funcional.

Para resolver este inconveniente se plante6 el uso de una fuente de calor que
permita reducir la cantidad de solvente presente en el medio de deteccion, sin embargo, una
fuente de calor con llama es complicada de regular, por lo tanto, la ebullicién es violenta y
las perlas de silica gel se tornan de color azul caracteristico del Tiocianato de cobalto
cuando estd seco. La temperatura que puede alcanzar el sistema es mayor a 200°C y la
exposicion a estas temperaturas es capaz de descomponer las moléculas de benzodiazepina
imposibilitando la deteccion.

El uso de microondas para catalizar la deteccion se fundamenta en el hecho de que
este es capaz de calentar las moléculas de agua a temperaturas de entre (100-150) °C, lo
cual no provoca la descomposicion de las benzodiazepinas analizadas, pero es capaz de
eliminar la mezcla de etanol-agua y concentrar el compuesto activo a un nivel detectable.

52



El principal hallazgo del experimento catalizado en microondas es la tonalidad de
la reaccion entre el compuesto activo y el reactivo de Scott, como se puede observar en la
Figura 22 y Figura 23 para resultados positivos se muestra una tonalidad turquesa
caracteristica del complejo de coordinacion formado entre la benzodiazepina y el reactivo
de Scott. Se utilizé un blanco compuesto por las perlas de silica gel con reactivo de Scott 'y
agua destilada, al secarse, las perlas se tornan de un azul oscuro caracteristico de los
compuestos deshidratados de cobalto.

La coloracion rosa de la silica gel permite apreciar este cambio de color al momento
de la deteccion, sin embargo, el procedimiento de fabricacion implica un secado natural de
la silica gel que requiere al menos 12 horas para una muestra de 250 gramos. Se ha
explorado la posibilidad de acelerar este proceso utilizando fuentes de calor, pero se han
encontrado desafios significativos en este enfoque.

Utilizando una mufla a una temperatura de 300°C provocé la decoloracion de la
silica gel debido a la descomposicién del tiocianato de cobalto al ser un compuesto
orgéanico. Se replico esta prueba a una temperatura de 150°C sin los resultados esperados
debido a que el calor ocasion6 que las perlas de silica gel tomaran una coloracion azul
oscuro, lo cual dificulta la deteccion de benzodiazepinas debido a que, al hacer el analisis,
las perlas deben hidratarse y tornarse rosadas para después detectar el compuesto activo y
tornarse turquesa.

Los métodos actuales para la deteccion de benzodiazepinas suponen una
complejidad en la deteccion debido al costo y tiempo de deteccion para métodos
sofisticados como Cromatografia Liquida de Alta Definicion (HPLC), ademas de utilizar
estdndares quimicos para cada compuesto activo que se necesite cuantificar. Sin embargo,
estos métodos son mucho mas certeros para la caracterizacion de compuestos orgénicos.

La metodologia de deteccion colorimétrica posee ventajas sobre los métodos de
deteccion actuales en donde se puede destacar el tiempo de deteccion, debido a que se
puede realizar en un ambiente social utilizando materiales simples como pipeta Pasteur y
tubo de ensayo, ademas de lograr la fécil interpretacion de los resultados por parte del
usuario. Por otro lado, la metodologia requiere 45 segundos de microondas, a diferencia
del analisis por HPLC en donde la corrida promedio dura 10 minutos y escala seglin la
complejidad de la muestra.

El costo de un analisis por la técnica HPLC es proporcional a la complejidad de la
muestra y la naturaleza del analito, por el contrario, el costo de un analisis usando el
reactivo impregnado en la silice gel puede ser hasta 200 veces menos costoso, en promedio,
por andlisis individual. Por otra parte, la fabricacion del reactivo in situ supone costo 8
veces menor respecto a comprar un frasco de reactivo de Scott de 10 g, ademas de poder
lograr una mayor concentracion del reactivo de Scott siendo 0.14M para la fabricacion in
situ y 0.06M para la solucion comercial.
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La facilidad de preparacion de muestra es mas sencilla en el caso del método
colorimétrico debido a que solamente es necesario tomar 0.15 mL de la solucién, a
diferencia del analisis HPLC que implica la purificacion de la muestra con solventes
apropiados, aunque la cantidad de muestra requerida es de aproximadamente 15 pL.

Se debe tomar en cuenta que la metodologia planteada puede presentar falsos
positivos debido que el cobalto puede formar complejos con acidos organicos, aminas,
alquinos y nitrilos, por lo que, en matrices mas complejas como vinos, puede presentar
dificultades en la deteccion.

Otro aspecto por destacar es la dificultad de deteccion en matrices con coloracion
fuerte, como bebidas con sodas de tipo cola, debido a que la fiabilidad del método radica
en el color desarrollado por el complejo benzodiazepina-Scott.

El uso de esta metodologia se propone para uso preventivo y no como concluyente
debido a la baja especificidad del tiocianato de cobalto, por lo que, entre los principales
desafios para el analisis esta en aumentar la especificidad de deteccion.

Adicionalmente, se busca que el tiempo de reaccion pueda reducirse hasta ser un
método de deteccion inmediato utilizando otros agentes adsorbentes o formas de concentrar
el analito para lograr su deteccion.

La investigacion interdisciplinaria de una metodologia para la deteccion de drogas
que faciliten el abuso sexual es esencial para continuar avanzando en este campo y para
garantizar la confiabilidad de los métodos.
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IX. CONCLUSIONES

La reaccion entre el reactivo de Scott y las benzodiazepinas Clordiazepoxido y
Alprazolam desarrolla una coloracion turquesa caracteristica que en presencia de estas que
puede ser utilizado para su deteccidon teniendo como limite de deteccion 20 mg/L para
Alprazolam y 1000 mg/L para Clordiazepoxido.

La silica gel demostr6 ser el agente adsorbente que, en comparacidon con carbonato
de calcio y tierra de diatomeas, demostré una mejor integracion del agente de deteccion
colorimétrica para la deteccion de benzodiazepinas Clordiazepoxido y Alprazolam debido
sus propiedades granulométricas.

El método de secado natural demostrd ser el mas adecuado para mantener la
integridad del reactivo de Scott adsorbido por la silica gel, en comparacion con los métodos
de secado en horno y secado por conveccion forzada, pero a su vez demostro ser el mas
lento con 12 horas de secado.

La deteccion en fase solida utilizando silica gel logro obtener un menor limite de
deteccion de Clordiazepdxido y Alprazolam en una bebida alcohdlica respecto a la
deteccion en fase liquida.
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X. RECOMENDACIONES

El andlisis del limite de deteccion es fundamental para el escalamiento comercial
de esta metodologia, por lo que es recomendable realizar las pruebas y el impacto en el
tiempo de microondas para eliminar el solvente.

La deteccion cromogénica solamente aplica en matrices que permitan apreciar el
cambio de color, sin embargo, un andlisis en matrices con distintas tonalidades puede ser
valioso para el estudio.

La formacion de un kit comercializable y la viabilidad econémica del proyecto son
factores importantes para la continuacioén del estudio y la prevencion del abuso sexual
facilitado por drogas.

La creacion de sensores especificos para detectar benzodiazepinas en bebidas
alcoholicas podria simplificar y acelerar el proceso de deteccion, lo que seria especialmente
valioso en entornos de inspeccion rapida.
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XII. ANEXOS
A. Datos originales

Cuadro 29. Prueba de deteccion de Reactivo de Scott (y reactivos alternativos) en muestra
de tableta pulverizada

Reactivo utilizado Alprazolam Clonazepam Clordiazepéxido
Reactivo de Scott in situ Y X v
(Pos.: Azul, Neg.: Magenta)
Reactivo de Marquis X
(Pos.: Naranja/Violeta, Neg.: X X
Incoloro/amarillo)
Acido nitrico conc. % X X
(Pos.: Verde olivo, Neg.: Incoloro)
Reactivo de Froehde X
(Pos.: Café/Violeta, Neg.: v X
Incoloro)

(V): Positivo

(X): Negativo

La prueba en fase solida fue realizada con cuatro distintos reactivos utilizados en
pruebas practicas para la deteccion de psicotropicos segin Monterroso (2003), detallado en
el Cuadro 5, agregando 3 gotas (~ 0.15 mL) de cada reactivo. Estas pruebas fueron
realizadas para determinar la eficacia de deteccion en muestras solidas de benzodiazepinas
para encontrar el mas consistente. Para esta prueba, como se puede observar en la Figura
15, la tableta de Clordiazepoxido posee un colorante naranja, por lo que puede dificultar la
deteccion por el reactivo de Marquis.
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Figura 15. Prueba de deteccion Reactivo de Scott (y reactivos alternativos) en muestra de
tableta pulverizada.

El orden de los reactivos se detalla en el Cuadro 29, clonazepam no logro ser
detectado por ninguno de los reactivos.

Cuadro 30. Prueba de deteccion de Reactivo de Scott en muestra de tableta en solucion.

Reactivo utilizado Alprazolam | Clonazepam | Clordiazepéxido
Reactivo de Scott
(Pos.: Turquesa, Neg.: Magenta) v X v

(V): Positivo
(X): Negativo
Las pruebas fueron realizadas segiin la metodologia detallada en el Cuadro 14 para

comprobar la eficacia de la deteccion del reactivo de Scott en fase acuosa para

benzodiazepinas. Para esta prueba, como se puede observar en la
Figura 16, el tono se realizd dentro del tubo de ensayo utilizando cloroformo y

acido, ademads de realizar la deteccion de la solucion en trozos de papel filtro, utilizando
solamente el reactivo de Scott y la solucion de benzodiazepinas.
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Figura 16. Prueba de deteccion Reactivo de Scott en muestra de tableta en solucion.
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Cuadro 31. Prueba de deteccion de Reactivo de Scott modificado en muestra de tableta en

solucion.
Reactivo utilizado Alprazolam | Clonazepam | Clordiazepéxido
Reactivo de Scott modificado Y X Y
(Pos.: Turquesa, Neg.: Magenta)

(V): Positivo

(X): Negativo

Las pruebas fueron realizadas segin la metodologia detallada en el Cuadro 14 para
comprobar la eficacia de la deteccion del reactivo de Scott modificado en fase acuosa para
benzodiazepinas. Para esta prueba, como se puede observar en la Figura 17, el tono azul se
desarroll6 dentro del tubo de ensayo utilizando cloroformo y 4cido.
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Figura 17. Prueba de deteccion Reactivo de Scott modificado en muestra de tableta en

solucion.

Cuadro 32. Prueba de deteccion de benzodiazepinas en placas de Cromatografia
de Capa Fina utilizando distintos reactivos de revelado.

Reactivo utilizado Alprazolam Clordiazepéxido
Reactivo de Scott X X
(Pos.: Azul, Neg.: Magenta)
Yodo sublimado
(Pos.: Manchas oscuras, Neg.: Sin cambio v X
aparente)
UV 366 nm (antes de revelado)
(Pos.: Manchas opacas, Neg.: Sin cambio X X
aparente)
UV 366 nm (después de revelado)
(Pos.: Manchas opacas, Neg.: Sin cambio X X

aparente)

(V): Positivo
(X): Negativo

63




Las pruebas fueron realizadas seglin la metodologia detallada en el Cuadro 18 para
comprobar la eficacia de la deteccion del reactivo de Scott y reactivos alternativos en placas
de cromatografia de capa fina (TLC). Para esta prueba, como se puede observar en la Figura
18, a pesar de que se utilizo la mezcla de solventes recomendada por la literatura, la muestra

no fue capaz de eluir. En la Figura 18 y

Figura 19 se puede observar que las manchas fluorescentes que se observan antes
del revelado fueron retiradas debido a la adicion del agente revelador, el cual lavo las
marcas de la cromatografia.

Figura 18. Placas de cromatografia TLC bajo luz UV 366 nm antes del revelado
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Figura 19. Prueba de reactivo de Scott en placa de cromatografia TLC bajo luz UV 366
nm después de revelado.

Placa de TLC - Revelado con
Reactivo de Scott. UV 366 nm

Bzd: Clordiazep6xido
Placa de TLC - Revelado con
Reactivo de Scott. UV 366 nm

Bzd: Alprazolam

Blanco
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Figura 20. Prueba de reactivo de Scott en placa de cromatografia TLC bajo luz natural
después de revelado.

Figura 21. Prueba de yodo sublimado en placa de cromatografia TLC para deteccion de
benzodiazepinas
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Placa de cromatografia — Yodo sublimado

7
Clordiazepoxido
Alprazolam Blanco P

Cuadro 33. Prueba de deteccion de Reactivo de Scott modificado en muestra de tableta en
solucion.

Reactivo de revelado utilizado Alprazolam Clordiazepéxido

Reactivo de Scott X X
(Pos.: Azul, Neg.: Magenta)
Yodo sublimado
(Pos.: Manchas oscuras, Neg.: Sin cambio v X
aparente)
UV 366 nm (antes de revelado)
(Pos.: Manchas opacas, Neg.: Sin cambio X X
aparente)
UV 366 nm (después de revelado)
(Pos.: Manchas opacas, Neg.: Sin cambio X X
aparente)
(V): Positivo
(X): Negativo
El reactivo de revelado fue colocado en la placa TLC utilizando un asperjador para

placas cromatogréficas utilizando nitrogeno como gas acarreador. La lampara UV es de
marca UVP modelo UVL-56 que provee una longitud de onda de 366 nm.
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Cuadro 34. Resultados cualitativos de la prueba colorimétrica de reactivo de Scott en
perlas de silica gel

Alprazolam Clordiazepoxido
Tequila* Gin** Tequila* Gin**
Blanco
(agua destilada) X X X X
Una tableta J V4 v v
Dos tabletas 4 v v v
Tres tabletas v v v v
Cuatro tabletas V4 V4 v v
Cinco tabletas J V4 v v

(V): Positivo

(X): Negativo

Las tabletas fueron disueltas en 25 mL de solucion y la prueba se realizo calentando
en microondas por 45 segundos obteniendo un tono azul obscuro para prueba negativa (X)

y un tono turquesa para prueba positiva (v'). Las soluciones de tequila y Gin poseen
concentraciones de 11.2% (v/v) etanol-agua y 15.0% (v/v) etanol-agua, respectivamente.

Figura 22. Prueba colorimétrica positiva de la deteccion de una tableta de Alprazolam en
solucion de Gin y Tequila utilizando el reactivo de Scott en perlas de silica gel

Alprazolam

Figura 23. Comparacion de coloracion entre prueba positiva de la deteccion de una tableta
de Alprazolam en solucidon de Gin utilizando el reactivo de Scott en perlas de silica gel
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Figura 24. Comparacion de coloracion entre prueba positiva de la deteccion de una tableta
de Alprazolam en solucion de Tequila utilizando el reactivo de Scott en perlas de silica

Figura 25. Prueba colorimétrica positiva de la deteccion de una tableta de
Clordiazepdxido en solucion de Gin y Tequila utilizando el reactivo de Scott en perlas de
silica gel
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Figura 26. Comparacion de coloracion entre prueba positiva de la deteccion de una tableta
de Clordiazepoxido en solucion de Gin utilizando el reactivo de Scott en perlas de silica

Figura 27. Comparacion de coloracion entre prueba positiva de la deteccion de una tableta
de Clordiazepoxido en solucion de Tequila utilizando el reactivo de Scott en perlas de
silica gel
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B. Calculos

Calculo 1: Solucion de tiocianato de cobalto 0.14 M

Reactivo limitante, perspectiva de Tiocianato de Amonio:

Co(SCN);] = (2.2 g NH SCN(
[Co(SCN)1 = (229 NHSCN)\ e 157 g NH,sev) \Tmot N, 5eN )\ ™2 mol sev-

= 0.01491 mol Co(SCN),

1 mol NH,SCN >( 1 mol SCN™ )(1mol Co(SCN)z)

Reactivo limitante, perspectiva de Cloruro de Cobalto Hexahidratado:

[Co(SCN),] = (3.4 g CoCl, - 6H,0) (

1 mol CoCl, - 6H,0 ) 1 mol Co?* 1 mol Co(SCN),
237.90 g CoCl, - 6H,0/ \1 mol CoCl, - 6H,0 2 mol Co?*
= 0.01446 mol Co(SCN),

Dado que 0.01491 mol Co(SCN)z > 0.01446 mol Co(SCN); - el reactivo limitante
es el Cloruro de cobalto hexahidratado.
0.01446 mol Co(SCN),

N)T = =014 M
[Co(SCN),] 50 mL Glicerina + 50 mL agua destilada 0

Calculo 2: Concentracion masa/volumen de soluciones de benzodiazepinas fabricadas
para pruebas colorimétricas

[Alprazolam] = (1 tableta Alprazol )( 0.5 mg Alprazolam )
prazolam| = ableta Alprazolam T tableta Alprazolam

_ 0.5mg Alprazolam

(25mlL) (ﬁ)

= 20 mg Alprazolam/L

Este célculo fue repetido para determinar la concentracion de la solucion de
benzodiazepina Alprazolam al disolver 2, 3, 4 y 5 tabletas en 25 mL.

[Clordiazepbxido]

— (1 tableta Clordiazepoxid )( 25 mg Clordiazepoxido )
B et LIoTAazePOYIeo)\T tableta Clordiazepoxido

_ 25mg Clordiazepoxido

(25mL) (wolﬁ)

Este calculo fue repetido para determinar la concentracion de la solucion de
benzodiazepina Clordiazepoxido al disolver 2, 3, 4 y 5 tabletas en 25 mL.

= 1000 mg Clordiazepéxido/L
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Calculo 3: Concentracion en porcentaje volumen/volumen de etanol de las
soluciones de benzodiazepinas fabricadas para pruebas colorimétricas.

28 mL Etanol )

100 mL Tequila
2.8 mL etanol

[Etanol] = (10.0 mL Tequila) (

= 11.2% Etanol

~15mL agua + 10 mL Tequila

Este célculo fue realizado tomando en cuenta el porcentaje de alcohol del
Tequila utilizado para la solucion, el cual fue de 28% (v/v).

37.5mL Etanol) _ 2.8 mL etanol
100 mL Gin /  15mL agua + 10 mL Gin
= 15.0% Etanol

[Etanol] = (10.0 mL Gin) (

Este calculo fue realizado tomando en cuenta el porcentaje de alcohol del Gin
utilizado para la solucion, el cual fue de 37.5% (v/v).
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C. Datos calculados

Cuadro 35. Concentracion de la solucion de tiocianato de cobalto a partir de Tiocianato de
Amonio y Cloruro de Cobalto Hexahidratado.

Reactivo Concentracion (M)

Reactivo de Scott in situ 0.14

Cuadro 36. Concentracion de la solucion de benzodiazepina en la muestra de alcohol

analizada.
Alprazolam Clordiazepoxido
(mg/L) (mg/L)
Una tableta 20 1,000
Dos tabletas 40 2,000
Tres tabletas 60 3,000
Cuatro tabletas 80 4,000
Cinco tabletas 100 5,000

Cuadro 37. Concentracion de etanol en la muestra de alcohol analizada de Gin y Tequila.

Tipo de bebida alcohdlica Etanol (v/v)
Tequila 11.2%
Gin 15.0%
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XIII. APENDICE

A. Metodologia de deteccion de benzodiazepinas Alprazolam Yy
Clordiazepoxido con el Reactivo de Scott utilizando perlas de silica gel
como soporte de reaccion

Cuadro 38. Reactivos utilizados para la deteccion colorimétrica de benzodiazepinas en
soporte de silica gel

Reactivo Cantidad Pureza

Silica gel impregnada con 025¢ -
tiocianato de cobalto
(Reactivo de Scott)

Solucion de benzodiazepina 10 mL agua/15 mL de 1000, 2000, 3000, 4000,

Clordiazepodxido (25 alcohol 5000 mg/L
mg/tableta) en alcohol-agua
(Bebida: Tequila) (1,2, 3,4y 5 tabletas)

Solucién de benzodiazepina 10 mL agua/15 mL de 1000, 2000, 3000, 4000,

Clordiazepdxido (25 alcohol 5000 mg/L
mg/tableta) en alcohol-agua
(Bebida: Gin) (1,2, 3,4y 5 tabletas)
Solucién de benzodiazepina 10 mL agua/15 mL de 20, 40, 60, 80, 100 mg/L
Alprazolam (0.5 mg/tableta) alcohol
en alcohol-agua (Bebida: (1,2,3,4yS5 tabletas)
Tequila)

Solucion de benzodiazepina 10 mL agua/15 mL de 20, 40, 60, 80, 100 mg/L
Alprazolam (0.5 mg/tableta) alcohol

en alcohol-agua (Bebida: Gin) (1,2,3,4y5 tabletas)
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Cuadro 39. Materiales utilizados para la deteccion colorimétrica de benzodiazepinas en
soporte de silica gel

Material Comentario

Tubo de ensayo Utilizado para la deteccion colorimétrica de
benzodiazepinas, en este se colocan las perlas de silica
gel y la muestra.

Mortero Utilizado para la molienda de las tabletas, uno distinto
por benzodiazepina para evitar la contaminacioén
cruzada.
Pipeta graduada 0.5 mL o Utilizada para agregar la muestra en el tubo de ensayo
pipeta Pasteur
Microondas de 700 W Utilizado para la catalisis de reaccion

La solucion de benzodiazepina y alcohol es preparada con las concentraciones
detalladas en el Cuadro 38, sin embargo, una bebida que esté dentro del rango establecido,
pero no esta detallado puede ser utilizada para el caso.

Se agregan aproximadamente 0.25 g de silica gel impregnada con el Reactivo de
Scott en un tubo de ensayo y, con ayuda de una pipeta, 3 gotas (~ 0.15 mL) de la bebida
alcoholica a analizar son introducidas al medio.

La mezcla es agitada manualmente durante 5 segundos y es colocada en el
microondas durante 45 segundos. El tiempo puede ser menor o mayor segun la potencia
del microondas, pero se recomienda que, para potencias mayores, s€ comience con un
tiempo de 20 segundos.

Un tono turquesa claro en las perlas de silica gel indica resultados positivos y un
tono azul oscuro es un resultado negativo.
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Figura 28. Diagrama de proceso propuesto para la produccion de silica gel a nivel

industrial.
Agua Glicerina Perlas de silica
(xi=053) (xi=0.53) gel
(xi=0.28)
Perlas con reactivo de Scott
- Tiocianato de Solucion Reactivo (0.14M) humedas (xi = 0.36,
Almacenamiento amonio de Scott (0.14M) 30% en peso de tiocianato de
( reactivos xi=002) . Reactor (xi =0.72) Meazdiado cobalto)
Silo/Bodega) > . T=25°C
T=20"C Cé%rgarﬁode (Mezclador) t = 60 min
- (74
Humedad R. = < 65% (xi = 0.03) ) }
Residuo solucion
de tiocianato de
cobalto
(xi = 0.64)
Almacenamiento Perlas con reactivo v
producto terminado de Scott (0.14M) Secado
(Silo/Bodega) e humedas (Secador de conico
T=20°C i de paletas)
Humedad R. = < 65% T=25C

Aire con bajo
porcentaje de
humedad

Para la produccion de silica gel a nivel industrial se debe tomar en cuenta ciertas
consideraciones, como que el almacenamiento de la silica gel debe ser monitoreado para
evitar que absorba humedad.

Ademas, el secado debe ser especificamente en un equipo que pueda manejar
materiales con sensibilidad a la temperatura, ya que el calor puede hacer que las perlas
pierdan su eficacia de deteccion.
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Figura 29. Ficha de seguridad de las perlas de silica gel impregnadas con tiocianato de
cobalto (II)

UNKIVERSIDAD
UVG DEL VALLE
DEGUATEMALA

FICHA DE DATOS DE SILICA GEL
CON REACTIVO DE SCOTT (0.14 M)

SECCION 1: IDENTIFICACION DE LA SUSTANCIA O

1.1. Identificador del producto
Nombre comercial SILICA GEL

1.2, Usos pertinentes identificados de la sustancia o de la mezcla y usos desaconsejados

Usos identificados Deteccion de benzodiazepinas Alprazolam y Clordiazepdxido en bebidas alcohdlicas.
Usos desaconsejados Mo se han identificado uses no aconsejados especificos.

1.3, Datos del proveedor de la ficha de datos de seguridad

Proveedor JOSE FUENTES
UNIVERSIDAD DEL VALLE DE
GUATEMALA

GUATEMALA, GUATEMALA
fue 18204 uvg.edu.gt

SECCION 2: IDENTIFICACION DE LOS PELIGROS

2.1. Clasificacion de la sustancia o de la mezcla

Clasificacién [CE 1272/2008)
Riesgos fisicos y quimicos: Mo clasificado.
Para el hombres: Mo clasificado.
Para el medic ambisnte: Mo clasificado.

2.2 Elementos de la etigueta

Etiqueta De Acuerdo Con (CE) No. 12722008

Mo =2 necesita pictograma.

2.3, Otros igros
NiA
SECCION 3: COMPOSICIONINFORMACION SOBRE LOS COMPONENTES

3.2 Mezclas

Comentarios Sobre La Compaosicicn
Los ingredientes no enumerados se cdasifican como no peligrosos o su concentracion no influye en la clasificacion del
producto.

SECCION 4: PRIMEROS AUXILIOS
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4.1. Descripcion de los primenos auxilios

Inhalacidn

Trasladar a la victma al sire fresco inmediatamente. Proporcionar reposo, calor y aire fresco.

Ingestion

Enjuagar a fondo la boca. Conseguir atencion médica.

Contacto con la piel

Lavar la piel inmediatamente con jaban y agua. Conseguir atencion medica =i la imitacian persiste después de lavarse.
Contacto con los ojos

Silleva lentes de contacto, aseglrese de quitdrselas antes de enjuagar. Lavar inmediataments los cjos con mucha agua
manteniendo los parpades abiertos. Continuar enjuagando durants al mencs 15 minutos. Conseguir atencicn médica si
continda cualquier malestar.

4.2 Principales sintomas y efectos.agudos y retardados

Contacto con la piel
Minglm sintoma especifico sefalado.

4.3, Indicacion de toda atencién médica v de los tratamientos iales gue deban nsarse inmediataments

Tratar sintomaticamente.

SECCION 5: MEDIDAS DE LUCHA CONTRA INCENDIOS

5.4. Medios de extincicn

Medios de extincicn

Este materal no es inflamable. Seleccione el medic de extincion mas apropiado, teniendo en cuenta la posible presencia
de otros productos quimicos.

5.2, Peligros especificos derivados de la sustancia o la mezcla

Productos peligrosos de combustion

Mingumas en circunstancias normales.
Riesgos Insolitos De ncendic Y De Explosion

Mingun riesge excepcional de incendio o explosion sefialado.
5.3. Recomendaciones para ¢l personal de lucha contra incendios

Medidas Especiales De Lucha Contra Incendios
Mo =2 ha especificado ningln procedimiento especifico de lucha contra incendios.

SECCION &: MEDIDAS EN CASO DE VERTIDO ACCIDENTAL

£.1. Precauciones personales, equipo de proteccion y procedimientos de emergencia

Usese indumentaria protectora de acuerdo con las instrucciones facilitadas en el epigrafe 8 de esta ficha de datos de
seguridad.

6.2, Precauciones relativas al medio ambiente
Mo werter los residuos al suelo o a las aguas naturales.

£.3. Métodos v material de contencidn y de limpieza

Absorber en vermiculita, arena o tierra seca y colocar en recipientes. Enjuagar con cantidades grandes de agua para
limgiar &l area del derame.

5.4. Referencia a ofras secciones

Usese indumentaria protectora de acusrdo con las instrucciones fadlitadas en el epigrafe 8 de esta ficha de datos de
seguridad. Para mayor informacion sobre los efecios para la salud y las sintomas, léase el apantado 11. Recoger y eliminar
el derrame de acuerdo con las instrucciones dadas en el epigrafe 13.

SECCION T: MANIPULACION ¥ ALMACENAMIENTO

7.1. Precauciones para una manipulacidén segura

Evitar demames, y el contacto con los ojos y la piel.

7.2, Condiciones de almacenamiento seguro, incluidas posibles incompatibilidades

Guardess en &l recipiente original bien cerrado y en lugar seco, frio y bien ventilado. Guardar en el recipients original.

213
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SECCION 8: PROFIEDADES FISICAS Y QUIMICAS

8.1. Informacion i fisi

Aspecto Granular

Color Rosado

Oor Clor a &cido acéfico.
Solubilidad Insoluble en agua

8.2. Informacicn adicional

Minguno.

SECCION 9: ESTABILIDAD ¥ REACTIVIDAD

9.1. Reactividad

Mo existen peligros de reactividad especificos asociados a este producio.

9.2 Estabilidad guimica
Estable a temperaturas nomales.
9.3. Posibilidad de reaccion peligrosa
Mo se conoce.
9.4. Condiciones gue deben evitarse

Evitar calor excesiva.

9.5 Materiales in ibles

Mo existen materiales especificos o grupos de materales con probabilidad de reacdonar y producir una situacion peligrosa.

9.6. Productos de descomposicion peligrosos

Ningunos productos de descomposicion pelignosos

SECCION 10: DISPOSICION ¥ DESECHO

10.1. Métodos de eliminacion

Clasificar de acuerdo con el Estandar de Comunicacion de riesgos OSHA.

10.2. Desecho

El desecho debera ser cumplido de acuerdo con las entidades regulatorias aplicables.
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Figura 30. Diagrama de procesos de la fabricacion de perlas de silica gel impregnadas con
tiocianato de cobalto (II)

Almacenamiento
reactivos
(Silo/Bodega)
T=20°C
Humedad R. = < 65%

Agua Glicerina
(xi=0.53) (xi =10.53)
Tiocianato de
amonio
xi=002) | Reactor
Cloruro de {Mezclador)
cobalto
(xi =0.03)

Solucion Reactivo
de Scott (0.14M)
®i=0.72)

Perlas de silica
gel
(xi=028)

Perlas con reactivo de Scott

Mezclado

cobalto)

(0.14M) himedas (xi = 0.36,
30% en peso de tiocianato de

T=25C
t = 60 min

Residuo solucion
de tiocianato de
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Humedad R. = < 65% T=25C
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B. GLOSARIO

- Andlisis quimico: La evaluacion de la composicion quimica de una muestra para
determinar la presencia y la cantidad de diferentes componentes.

- Benzodiazepinas: Familia de medicamentos que actGan como depresores del
sistema nervioso central y se utilizan comiinmente como tranquilizantes o sedantes.

- Blanco de reactivo: Una muestra que contiene todos los componentes excepto el
analito de interés y se utiliza como referencia en analisis.

- Colorimetria: Técnica de andlisis quimico que se basa en la medicion de la
absorbancia de la luz visible por una muestra para determinar la concentracion de
una sustancia.

- Concentracion: La cantidad de una sustancia presente en una unidad de volumen o
masa de una muestra.

- Cromatografia: Una técnica de separacion por afinidad que se utiliza para separar y
analizar componentes individuales de una mezcla.

- Cuantificacion: Determinar la cantidad precisa de una sustancia en una muestra.

- Deteccion: El proceso de identificar la presencia o cantidad de una sustancia
especifica en una muestra.

- Espectro visible: El rango de longitudes de onda de luz que son visibles para el ojo
humano, generalmente de 400 a 700 nandmetros.

- Interferencia: Cualquier influencia o sustancia que pueda afectar incorrectamente
los resultados del andlisis.

- Matriz: El entorno en el que se encuentra una sustancia de interés en una muestra,
que puede afectar a los resultados del andlisis.

- Muestra: Una porcidn representativa de una sustancia o material que se somete a
analisis.

- Reactivo cromogeno: Un compuesto quimico que cambia de color en respuesta a la
presencia de una sustancia especifica.

- Reactivo de Scott modificado: Una version especifica del reactivo de Scott que
consiste en la adicion de cloroformo y 4cido clorhidrico concentrado para la
deteccion de alcaloides y otros compuestos quimicos.

- Reactivo de Scott: Un compuesto quimico utilizado en andlisis quimicos,
especialmente en la deteccion de alcaloides, que reacciona con estas sustancias para
producir un cambio de color caracteristico apreciable en el espectro visible.
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