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I. OBJETO E INTRODUCCION




De forma paralela con el desarrollo cientifico y
técnico general, la industria quimico-farmaceutica ha -
experimentado en los dltimos afios un considerable creci
miento tanto en lo que se refiere a la creacidén de nue-
vos productos de sintesis como en la formulacidén de pre
parados de un mayor espectro de accidén. En este aspecto,
los tradicionales productos analgésicos presentan hoy -
una notable complejidad, no sélo por la presencia con--
junta de varios principios activos sino también por la
variedad de escipientes, estabilizantes o agentes de -~
conservacidn utilizados. Las diferencias existentes en-
tre diversos preparados no se basan Unicamente en que -
contengan distintos principios activos o en la forma de
su presentacidn, lo que sdélo supondria usar diferentes
escipientes o vehiculos, sino que formulaciones que "a
priori" podrian suponerse de composicidn andloga pueden
no serlo,tanto cualitativa como cuantitativamente, como
consecuencia de los diferentes objetivos que con la dro
ga sc¢ pretendan, tales como mayor o menor rapidez de ac

cidén, efectos sinergicos etc.

Todo ello obliga a una evaluacidn continua de -
productos muy diversos para asegurar calidad y uniformi

dad en el preparado comercial.



La consecuencia inmediata es que la Quimica Ana
litica, en la Industria Quimico-Farmaceutica, se ha -
visto obligada al igual que en otros campos, a superar
los tradicionales m#todos analiticos, sustituyéndolos
o complementdndolos con métodos fisico-quimicos que =~
permitan la valoracidén de varios principios activos =
presentes simultdneamente en la sustancia a analizar.
La espectrofotometria infrarroja, la ultravioleta, la
visible, la cromatografia en sus diferentes variantes,
la espectrometria de masas etc, constituyen hoy instru
mentos indispensables para el adecuado control y vigi-

lancia de este tipo de productos.

Dentro de los farmacos, los de accién analgési-
ca tienen actualmente un consumo muy cualificado, has-
ta el punto de que sdélo en el mercado nacional existen

”, . . . .
méds de doscientos preparados distintos en los que in--
tervienen como productos activos especies quimicas en
’ . .
nimero superior a cincuenta, que alcanzan desde el tra
dicional acido acetil salicilico hasta compuestos de -

uso mas reciente como pueden ser las pirazolonas.

De aquf que el objeto del presente trabajo sea
la determinacidén analitica de mezclas de sustancias -
usualmente presentes en productos analgésicos comercia

les. Ante la imposibilidad y carencia de'objetivos --



.

practicos de abordar el problema en la totalidad de
las sustancias utilizadas en la actualidad para estos
fines, el presente trabajo tiene por objeto la separa
cién y valoracidn cuantitativa de:Acide 2 acetiloxi-
benzoico (dcido acetil salicilico), 3H Pirazol 3 ona
4 Dimetilamino 1,2 dihidro 1,5 dimetil 2 fenil (amino
pirina), 3H Pirazol 3 ona 1,2 dihidro 1,5 dimetil 2 -
fenil (antipirina), 1 B Purina 2,6 diona 3,7 dihidro
1,3,7, trimetil (cafeina), Morfina 6 o ol 7,8 didehi-
dro 4,5« epoxi 3 metoxi 17 metil (codeina), Acido 2
hidroxibenzoico(4cido salicilico), p-acetofenetidina
o acetamida N 4 etoxifenil (Fenacetina), acetaminofen
4 hidroxi (paracetamol), Acetanilida 4 hidroxi-parace
tamol (o-etoxibenzamida) y 2 hidroxibenzamida (salici
lamida),por ser las mds usadas en las tradicionales -

asociaciones analgésicas.

En ningin preparado se encuentran los diez pro
ductos juntos ya que,lo mAas frecuente,son mezclas -
analgésicas de cuatro, o a lo sumo cinco, productos -
activos. Lo que se pretende pues, no es un método de
separacidén de los diez productos juntos, aunque seria
ideal encontrarlo, sino un método fdcil y versdtil -
que permita la determinacidn de un gran ndmero de po-

sibles asociaciones de tres o mds de ellos.



Conviene hacer notar que el dcido salicilico
no se usa como analgdésico, por sus efectos secundarios,
pero sin embargo aparece como consecuencia de la hidrd
lisis del &cido acetil salicilico. El inter#s de su de
terminacidn,y el motivo de haberle incluido,radica =~-

pues en esta circunstancia.

Uno de los métodos analiticos que ofrece hoy ma
yores posibilidades separativas es sin duda, el croma-
tografico, en sus diferentes variedades de cromatogra-
fia en columnas de adsorcidn, reparto, intercambio io-
nico y filtracidén molecular, asi como la cromatografia
de papel, cromatografia en capa fina y en fase gascosa.
Todos estos métodos estén en constante mejora como con
secuencia de la incorporacidén de equipos complementa-~-
rios que facilitan su aplicacidn, al mismo tiempo que
contribuyen a que la operacidn sea sencilla y répida.
Asi ocurre con los detectores de alta sensibilidad pa-
ra la cromatografia de gases, con los densitdmetros que
aplicados a la cromatografia en placa fina permiten la
determinacidén de compuestos sobre la misma placa por -
espectrofotometria o por espectrofotofluorometria, sin
necesidad de previa extraccién, o bien, en el caso de
la cromatografia en columna, con la utilizacidn de co-

lectores de fracciones y espectrofotdémetros con celulas



de flujo continuo, que permiten automatizar el andlisis

en columna.

Por otra parte los métodos cromatogrdficos no sé
lo tienen alcance separativo sino que pueden utilizarse
con fines cuantitativos basdndose en ciertos pardmetros
como son el volumen de elucidn, tiempo de retencidm, RE

etc.

Esto explica la frecuencia con que métodos croma
togrdficos se aplican en la actualidad, incluso a nivel
de procedimientos normalizados, hasta el punto de que -
organismos supranacionales,como la C.E.E.,los incluyan
entre sus métodos analiticos para productos quimicos de

aplicacién farmacéutica.

Como es légico, cada una de las variantes croma-
tograficas tiene un campo de aplicacidén, como comnsecuen
cia del tipo de productos a separar y de la concentra-=-
cién de los mismos. Asi, por ejemplo, la cromatografia
gaseosa es de reciente utilizacidn en el andlisis de --
fluidos bioldgicos, en los que en general, los produc--
tos a valorar tienen una baja concentracidén. En nuestro
caso presenta ,sin embargo,la limitacidén de que los pro
ductos no son volatiles y requieren tratamientos previos

a la inyeccidn de la muestra.



La cromatografia en placa fina, quizd la wés di-
fundida por su facil manejo, requiere soluciones croma-
tograficas concentradas por el pequefio volumen que se -

utiliza.

La cromatografia de papel, ademés de presentar
iguales dificultades que la placa fina, es mds lenta vy

proporcinna separaciones menos netas.

Finalmente la cromatografia en columna es la que
en principio ofrece mayores posibilidades para su --
aplicacidén al caso planteado. Para justificar su elec--
cidn se disponia de antccedentes bibliogrédficos. Levine
(1) ha recogido una extensa variedad de métodos cromato
graficos en columna y pone de manifiesto la importancia
de este tipo de cromatografia de particiodn en andli

sis farmacéutico.

De las diferentes clases de cromatografia de co-
mna se elegid la de cromatografia de e desarro-
lu leg la de ¢ atografia d el, de d
o relativamente reciente, utilizando mo soporte los
11 lativa t te, utili do co te 1
geles denominados Sephadex. Este soporte estd constituil
do por geles de dextranos que, por sus caracteristicas,
parecian los mds adecuados para separar los productos -

pretendidos.

Por otra parte el soporte carece prdacticamente -~



de impurezas por lo que los primeros volumenes de elui-
do de la columna no presentan absorbancia ni siquiera -
en la zona del ultravioleta, que es en la que se ha de
efectuar la determinacién cuantitativa de las diferen--
tes sustancias una vez separadas, ya que todas ellas =~
tienen grupos cromoforos con midximos de absorbancia en

ia zona 230 - 310 m (L.

El Sephadex ofrece ademds una serie de ventajas,
tal como su estabilidad quimica, lo que permite el em--
pleo de muy variados eluyentes, y no se compacta en ex-

ceso, pudiéndose utilizar flujos bastante altos.

Por dltimo el propio mecanismo de separacidn ha-
ce posible que la columna quede regenerada en el mismo

proceso separativo,

Normalmente estos geles se han usado para separa
ciones basadas en el tamafio molecular,sin embargo tam--
bién se han observado fendmenos sobre las redes debido
a la presencia de nlcleos aromdticos cuya accidén puede
incrementarse por la coexistencia de grupos fenoles, --
aminos, Acidos benzoicos y, en general, por grupos que
contienen nitrdgeno, oxigeno o ambos a la vez, circuns-
tancia que concurre en la totalidad de los productos --

elegidos.

En el presente trabajo no se pretende pues utili



zar e) Sephadex en su sentido més tradicional, en el -
que las separaciones se consiguen como consecuencia de

los tamafios moleculares, ya que esto no seria posible -
en este caso dada la cscasa diferencia exiscente entre

las masas moleculares de los diferentes compuestos. Por
el contrario,se trata de intentar la separacidén a tra--
vés de mecanismos de adsorcidén que pueden modificarse -
en diferente cuantia para las distintas sustancias al -
cambiar el tipo de disolventes, por la adicidn de elec-

trolitos, o por la variacidn de acidez.



IT1. REVISION BIBLIOGRAFICA




Dada la smplia utilizacién de los productos anal
gésicos, se han desarrollado gran variedad de métodos -
separativos y de determinacién, si bien ninguno alcanza
objetivos tan amplios como los que se pretenden en este

trabajo.

La sintesis de los dextramos se inicia en 1954 -
por Arond y Frank (2) pero las primeras aplicaciones --
analiticas se deben a Flodin e Ingelman (3) en 1959,Por
esta circunstancia los antecedentes bibliograficos con-

sultados no se remontan a fLechas anteriores.

A partir de la fecha citada se ha realizado una
revisidn bibliogrdfica muy detallada, aunque, para evi-
tar reiteraciones, sélo se recojan en este capitulo los
aspectos mds destacables de la misma, Globalmente consi
derada, se puede observar que existen trabajos relati--

. LR wdkd .« P 4 7 s L&
vos a la identificacidn, separacidém 6 valoracién de sus
tancias, tanto aisladas como en mezclas, aunque en oca-

siones se pretenden los tres objetivos conjuntamente.

Los procedimientos empleados son muy diferentes,
N, Kentzkam y col., (4) determinan 4cido acetil salicili
co en mezclas con otros compuestos por métodos alcalimé

tricos. E.Adamovd (5) propone una valoracidn complexomé



trica, por retroceso, para la determinacidn de fosfa-
to de codeina. M. Kranjelvic (6) y col. precipitan el
fosfato de codeina con Kalignost a pH 4~5 y pH 10, --
aprovechando la circunstancia de que la aminopirina -
precipita sélo a pH 4-5, separandolos, pues, por pre-
cipitacidén fraccionada, El procedimiento se puede uti
lizar, incluso, en presencia de fenacetina y cafeina.
I. Bozsal y col. (7) aplican procedimientos volumétri
cos y gravimétricos para separar y determinar mezclas
de dcido acetil salicilico, cafelna y fenacetina. Bu-
desinsky (8) determina, a escala semimicro, codeina y
brucina, por precipitacidn con complexonato de cadmio,
valorando el exceso del mismo, con cloruro cdlcico en

presencia de azul de metiltimol.

Utilizando sulfato de cerio tretravalente, V.
Laszlo (9) determina fenacetina en drogas, con indica
dor I-ferroina, en presencia de etilmorfina, cafeina,

dcido acetil salicilico y fenobarbital.

La aminopirina ha sido determinada por J. Dick
(10) mediante la formacidn de un quelato insoluble -
-’ B . ’ T
con niquel, realizando después una valoracidon comple-
xométrica, con murexida como indicador. Esta determi-
« r . . P
nacién es, sin duda, del mayor interés puesto que pue

de efectuarse en presencia de otros productos, aun --



cuando la precisidn es sélo de + 0,8%. N. Kreutzkamp
(11) determina también amincpirina por medio de oxi-
dimetrias, aplicable a muestras del orden de 30 a 40
mg., o bién por acidimetria, en el caso de muestras
de unos 200 mg; sin embargo, carece de especificidad.
Manzoni y col. (12) determinan, cualitativa y cuanti
tativamente, mezclas de aminofenazona, barbital, fe-
nacetina y codeina, mediante volumetrfas de formacién
de complejos con metavanadato, sal de plata,0(~naftol

y fosfomolibdato.

Haciendo uso del reactivo Nessler, R. Vasilico
y col. (13) identifican, entre otros compuestos, anti
pirina y amidopirina, ultimando la determinacidn cuan

titativa por gravimetria y complexometria.

Entre las valoraciones realizadas en medio no
acuoso destacan los trabajos de G, Ghielmetti y C. Me
la (14) aplicados a la morfina y codeina, que previa-
mente se han separado por cromatografia. Asimismo, en
medic no acunso, se ha determinado por volumetria ami
nopirina (15), aislada o en mezclas con cafeina y co-

deina (16).

En lineas generales, se puede observar que las

tradicionales ventajas de comodidad y rapidez de los



métodos volumétricos, se ven sensiblemente disminuidas,
en ¢l caso que nos ocupa, por el elevado nimero de in-
terferencias reciprocas, lo que obliga con frecuencia

a laboriosos procesos de separacidn, previos a la pro-
pia determinacidn, ya que rara vez excede de dos el nd

mero de sustancias determinables simultaneamente.

La separacién por extraccién con disolventes ha
sido utilizada para determinar fenacetina (17), &cido
salici{lico y paracetamol (18), pero siempre, y a pesar
de las simplificaciones incorporadas, los procedimien-
tos resultan muy laboriosos y de dudosa garantia. Por
otra parte, y aun prctcindiendo del problema de la sepa
acidén, la aplicacidén de métodos veolumétricos queda 11
mitada a una cierta concentracidén minima de la sustan-
cia a analizar, no siendo utilizables, de manera direc
ta, cuando se trata de concentraciones "micro" o "semi

micro'.

Una mejora en cuanto a la sensibilidad de los -~
métodos volumétricos la constituye la potenciometria,
de la que se encuentran numerosos ejemplos de valora--
ciones, en medio no acuoso, de varios de los productos
que nos ocupan. Asi, Mahoric (19) analiza muestras en

. 1 'd - . PR
polvo que contienen codeina en anhidrido acético y ace

tofenetidina en cloroformo; ambas sustancias se valo--



ran con &cido percldrico 0,1 M en dioxano. También -
Georgesqui (20) utiliza &cido percldérico 0,1 M para -
valorar codeina, antipirina, cafeina, fenacetina y --
aminopirina, en avnhidrido acético como disolvente. En
el mismo sistema de anhidrido acético Ya Gurevich(2l)
determina pequefias cantidades de codeina en presencia
de otras sustancias, con un margen de error comprendi
do entre + 0,96 y 2,2 %, y en un sistema anhidrido --
acético benceno (1:1), Concharova (22) y col. valoran
aminopirina, fenacetina y cafeina con disolucidn de -

acido percldrico en dioxano como reactivo valorante.

N.P. Dzyuba y col., por potenciometria y en un
medic eter etilice~benceno, (23) determinan fenaceti-
na, en presencia de fenobarbital y acido acetil sali-
cilico, con &cido clorhidrico 0,1 N disuelto en eta-=-
nol. Izmailov y col. (24) aplican también la potencio
metria a la determinacidén de mezclas binarias de ami-
nopirina, cafeina y fenacetina en éter con electrodos
de vidrio y platiﬁo. Song-Ling y Blake (25), finalmen
te, valoran por potenciometria, dcido acetil salicili

co, fenacetina y cafeina.

Las potenciometrias no sd8lo mejoran la sensibi
lidad sino que aumentan las posibilidades de los méto

dos volumétricos mds tradicionales mediante la adecua



LU,

da eleccién de electrodos; no obstante, el nimero de
mezclas de las sustancias en estudio que es posible

determinar, es relativamente limitado.

Tanbién se han realizado valoraciones conducti
métricas de Acido salicilico en disoluciones acuosas
con concentraciones del 0,05% (26). El método consis-
te en formar un complejo de coordinacidén entre el hie
rro ITI y los grupos carbonilos. El procedimiento es
muy satisfactorio, aun cuando condicionado a que no -
existan otras sustancias con grupos carbonilo o capa-
ces de dar compuestos de coordinacién con el hierro -

I1I.

A titulo indicativo merece seiflalar que también
los métodos refractométricos han permitido obtener -~
buenos resultados en la determinacidén de cafeina en -
presencia de otros compuestos (27), pero limitado --

siempre a mezclas binarias.

Desde el punto de vista cuantitativo los méto-
dos mds iddéneos, tanto por su sensibilidad como por -
su precisidén son los fotométricos, incluyendo en ---
ellos, como es légico, tanto colorimetrias como espec
trofotometrias. Su utilizacién ha sido tan extensa =--
que obliga a limitar las referencias a la simple enu-

meracidén de las sustancias objeto de este estudio.



La colorimetria se ha aplicado a la determina-
cidén de 4cido saliciliqo (28), &cido salicilico en as
pirina (29), codeina (30) a (33), codeina y fenaceti-
na (34), cafeina (35), cafeina, fenacetina y &cido --
acetilsalicilico (36) (37) y paracetamol (38) (39). -
Como se puede observar, sdlo en muy limitados casos -

es posible una determinacidn simultdnea.

Métodos fotométricos se emplean para determi--
nar aminopirina (40), fenacetina (41) y cafeina-anti-
pirina (42) (43), y la espectrofotometria en visible,
para acido acetil salicilico en tabletas (APC) (44) -

paracetamol (45) y etoxibenzamida (46), entre otros.

Dentro de este tipo de métodos los mds genera-
lizados son los de espectrofotometria U.V. Entre ---
ellos, algunos sirven para determinar una sdéla sustan
cia, por ejemplo, &cido salicilico (47), otros permi-
ten valorar dos, como Adcido acetil salicilico y &cido
salicilico (48 a 51), aunque en algunos casos las dos
sustancias de tipo analgésico que se analizan, se en-
cuentran en presencia de otras de caracteristicas di-
ferentes: antipirina y aminopirina (52) aminopirina y
cafeina 6 codefina (53) y fenacetina-codeina (54). Tam
bién se encuentran métodos para determinar tres (sali

cilico-cafeina-fenacetina), cuatro, e incluso cinco -



sustancias (55 a 58) aun cuando, como es légico, son

menos frecuentes,

El mayor problema que presentan este tipo de -
métodos es que al tratarse de sustancias de estructu-
ras relativamente parecidas las interferencias son --
muy considerables. Sin embargo, en ocasiones se obtie
nen buenos resultados, ya sea por determinacidén direc
ta de los componentes juntos (58) o utilizando diver-
sos disolventes (57). En el primer caso, el cdlculo -
que resulta es laborioso pues requiere utilizar siste
mas de ecuaciones y las simplificaciones son aproxima
das. Por otra parte, su posibilidad de aplicacién es
limitada, ya que requiere, al menos, una pequefia dife
rencia en las longitudes de onda en que presentan mi-

ximos en el espectro U.V los compuestos a determinar.

En caso de utilizar varios medios disolventes,
el problema radica en el gran ntumero de manipulacio--
nes que exige el método y, ademds, en la escasa selec
tividad de las diversas extracciones. Todo ello obli-
ga a establecer correcciones derivadas de la existen-
cia, aun en pequefia concentracidén, de los demds pro--

ductos presentes en la mezcla.



.

Junto a los métodos espactrofotométricos se
pueden incluir, por su relativa analogia, las fluoro
metrias . Su aplicacidn al andlisis de este tipo de
sustancias ha sido vealizada por Shane (59) y Soul L.
(60), especialmente cn lo que se refiere a la deter-
minacidn de pequefias cantidades de dcido salicilico
y dcido acetil salicilico en tabletas y en sangre(6l)
(62). La operacidn se realiza en una sola etapa, eli
minando previamente las interferencias, lo que supo-
ne un notable avance en relacidn con otros métodos -
de anélisis directos., Posteriormente se ha aplicado
también un método fluorométrico a la determinacidn
de codeina y cafeina en tabletas, que contienen ade-
mis dcido acetil salicilico y fenacetina, obteniéndo
se resultados del 99,7% para codeina y 98,9% para ca

feina (63).

Dentro de los métodos espectroscépicos se em-
plea también la espectroscopia de I.R. para determi-
nar pares de compuestos (64) y (65) y la R.M.N. para
alcaloides (66) y mezclas de Acido acetil salicilico,
fenacetina y cafeina (67),pero su uso no estd muy di

fundido.

Los métodos cspectroscdpicos permiten iderti-
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ficar las sustancias o al menos determinar su pureza.

Para la identificacidén se han propuesto tam--
bién otros variados procedimientos como e¢s; el de Ni-
kolies (68) que se aplica a nivel microscdpice para
écido acetil salicilico, aminopirina, antipirina, ca
feina y fenacetina, o bien el de V.G. Rubins (£9) en
el que por zdicidén de unas gotas de cloroformo consi
gue formar mezclas complejas de microcristales a tra
vés de los cuales se pueden identificar cafeina y fe
nacetine,entre otros. Asi mismo Lyndmila (70) identi
fica fenacetina, cafeina, antipirina, aminopirina, -
dcido acetil salicilico y codeina,a través de un pro
ceso muy complejo en el que se emplean microreaccio-
nes con reactivos selectivos, En el aspecto cualita-
tivo,probablemente este procedimiento es el que més
se acerca al objeto pretendido en este trabajo, aun
cuando en este caso se limita sdlo a la fase de iden

tificacidn.

Los métodos espectroscdpicos ofrecen la duali
dad de ser cualitativos y cuantitativos. El princi--
pal inconveniente, por otra parte comin a los fotomé
tricos y espectrofotométricos, es, como ya se indicd,

sus interferencias. Tor esta causa, en la mayor parte



de los casos han de ir precedidos de una obligada se
paracidn para la que,en general ,se utilizan métodos

cromatograficos.

Los métodos cromatogrdficos son, probablemen-
te, los mds indicados para separar, e incluso deter-

minar, alguncs de estos compuestos.

Mediante cromatografia sobre papel, R. Bourri
chsen y col. (71), han separado e identificado cafef
na, antipirina y fenacetina en tejidos humanos, rea-
lizando despues la valoracidn por espectrofotometria
U.V.D2 modo andlogo, Mc. Connell y col. (72) separan
dcido acetil salicilico y fenacetina utilizando diso
luciones &cidas y diversos eluyentes, dcidos,bdsicos
o neutros. J Zawack (73) consigue separar codeina de
otros alcaloides, y J. Vecerkova y col. (74) estudian
el comportamiento de aminopirina, antipirina, fenace
tina y cafeina frente a diferentes eluyentes, consi-
guiendo buenas separaciones. Seidlein (75) separa pa
racetamol de dcido acetil salicilico, fenacetina y -~

salicilamida.

Merece también destacar la aportacidn de Mi--
chelina (76) en cuanto a aplicar la electroforesis -

sobre papel en la separacidén de dcido acetil salici-



lico, cafeina y fenacetina. La identificacidn de los
distintos compucstos se realiza después por medio de
reveladores tales como vapor de yodo, acido fosfomo-
libdico y vapor de yodo en medio nitrico,respectiva-

mente.

Andlogamente, sobre capa fina con silice, --
Gdnshirt y Malzacher (77) separan cafeina, fenaceti-
na y acido acetil salicilico,logrando bucnas separa-
ciones cuando se eluye con mezcla ciclohexano-aceto-
na (78). La separacién se pone de manifiesto con luz
ultravioleta, micntras que la determinacidn cuantita

tiva se realiza por espectrofotometria.

Combinando distintos métodos, Soeterboc H.M.
y Van Thiel (79) analizan, cualitativa y cuantitati-
vamente, cafeina, fenacetina y salicilamida; los com
puestos se separan por cromatografia en capa fina so
bre gel de silice G F-254, utilizando como eluyente
etanol. Despues de la elucidén las sustancias aisladas
se extraen con eter etilico y se identifican por es-
pectrofotometria, consiguiéndose resultados con un -
error maximo de 1 a 2 %. Igualmente, sobre ldminas o
microplatos, impregnados con formamida, Radulovic y
col (80) separan cafeina, fenacetina y codeina; ‘a -

extraccidon se hace con benceno y tolueno, utilizando



como reveladores fluoresceinato de sodic, cloruro-yo
duro férrico y yoduro-nitrato mercurico,todosellos -

en disolucidn etandlica.

Por cromatografia en capa fina,Lieu van T. -~
(81) consigue separar,en medio metandlico,icido ace-
til salicilico, fenacetina y codeina, realizando la
valoracidn cuantitativa por espectroscopia ultravio-
leta. Fellein col (82), de forma parccida, separan

s [ y p
y determinan fenacetina, aminopirina, cafeina y anti
pirina. Symonds (83) propone un método de identifica
o /7 /’ . 3 » L d .

cidén para acido acetil salicilico, paracetamol y sa-
licilamida por medio de los valores de Rf obtenidos

después de una elucidn sobre capa fina.

Vukeevic y col. (84) realizan una cromatogra-
fia bidimensional, con posterior determinacidn cuan-
titativa, de mezclas que contienen dcido acetil sali
cilico, aminopirina, antipirina,cafeina, codeina y -
fenacetina. T. Bican (85) propone un procedimiento -
de separar aminopirina, fenetidina, codeina, cafeina
dcido acetil salicilico y otros,pero sélo logra sepa
rarlos en grupos. Los resultados obtenidos por G. --
Szasz y col. (86) son andlogos, aunque utilizan dis-

gos
tintos eluyentes para recalizar separaciones en peque



nos grupos.

La cromatografia en capa fina, combinada con -
los procesos posteriores de extraccidén y la espectros
copia U.V., ha constituido un notable avance en cuan-
to a las posibilidades analiticas, no sélo por el n¢
de espccies separables sino por la cantidad absoluta
de sustancia que cs posible determinar. Sin embargo,
realizar con aceptable precisidén determinaciones cuan
titativas por cromatografia en capa fina exige dispo-
ner de un deunsitdmetro, pues el desprendimiento mecéd-
nico de la sustancia scparada y la posterior extrac--
cidn de la misma no sicmpre proporcionan resultados -
absolutamente correctos. Por oltra parte, aurcue las po
sibilidades de separacién aumentan con este procedi--
miento de forma considerable, se estd muy lejos de ha
ber llegado a un método analitico que comporte un mi-
nimo grado de generalizacidn,ya que cada caso requie-
re unas condiciones operativas concretas. Todo ello -
sin olvidar que la pequefis cantidad de muestra aplica
da en las separaciones por capa fina obligan, en nu--
chos casos, a que esta sea prevismente concentrada me

diante tratamientos especificos.

La cromatografia en columna tiene cada vez ma-



yvor difusidn en todas sus variantes. El andlisis por
cromatografia gaseosa se ha utilizado, entre otros,

por J. Hoffman y H. Mitchell (87) para separar acido
acelil salicilico, fenacetina y cafeina en preparados

farmacéuticos, por R.C. Crippen y H.C. Freimuth (88)

~

para ceparar y determinar dcido acetil salicilico y
dcldo salicilico. Los resultados que se obtienen son
bucnos, pero las posibilidades de aplicacidn son limi

tadas cn cuanto al mimero de sustancias a analizar.

La cromatografia gas-liquido ha sido aplicada
con éxito por Wotson J.R. (89) para la determinacidn
cuantitativa de dcido acetil salicilico en presencia
de codeina, siendo posible, mediante previa metilacidn,
determinar simultdneamente dcido acetil salicilico y
salicilico (90). La cromatografia dc liquido, se con-
sidera en la actualidad como un procedimiento adecua-
do y dtil para analizar dcido acctil salicilico (91)
asi como para su separacidén de codeina (92). Con fi--
nes de control de calidad de drogas, Brendell (93), -
utiliza una cromatografia de liquido a bajas presio--
nes para determinar fenacetina y codeina; la fase né-
vil estd formada por cloroformo y la presidn varia en

tre 32 ~ 33at,

La cromatografia de intercambio idnico también



ha sido bastante utilizada. En efecto,mediante un do-
ble juego de resinas anfonicas y catidnicas, W. Kamp

(94) separa la cafeina de un extracto liquido de semi
l1la de cola, determinindola por gravimetria previa --
eliminacidn de¢l disolvente., De forma andloga,es decir
mediante resinas anidnicas y catidnicas,se separan --
fracciones de grupos de compuestos de cardcter neutro
acidos débiles y fuertes y bases,que después se some-
ten a posteriores sepoaraciones selectivas ultimando -
la determinacidn por espectrofotometria de U.V. :Yoshi
no (97) ha determinado los coeficientes de distribu--
cidén de varios alcaloides en resinas anidnicas, consi
guiendo separar aminopirina, antipirina y cafeina --
bien por intercambio idnico o por exclusidn idnica; -
el trabajo aporta refervencias bastante amplias de los
valores de Kd. También por cambic idénico Haberli (98)
utilizsndo la resina Dowex 50-X-2 retiene antipirina,
4cido salicilico, cafeina y fenacetina, que después -
se eluyen de forma diferencial con disoluciones de --
distintos pH. La fenacetina, cafeina y aminopirina se
han separado de manera muy eficaz, por Reisch (99) a

través de un doble proceso de cambio idnico con Ambe-

lita TR-120 y cromatografia de capa fina.

Tambidén se encuentvan métodos de cromatografia



de particién y de adsorcidén, aunque a veces no se pue
da establecer una clara diferenciacidén. Tal es el ca-
so del procedimiento propuesto por Levine (100) que, -
aun con gran complejidad, permite separar dcido acetil
salicilico, fenacetina y cafeina, que también es apli
cable a mezclas de dcido aceti] salicilico y 4cido sa
licilico (101) (102). Este procedimiento se ha modifi
cado de forma notable, con el fin de adsorber compo--
nentes dcidos (103). Fmpleando "Celita" impregnada -
con hidrdxido sdédico, se fijan grandes cantidades de
dcido acetil salicilico y de dcido salicilico, que si
bien ne se eluyen con cloroformo ni con etanol, se -
pueden determinar directamente sobre el adsorbente o
después de eliminar fenazona y aminopirina. Chmil -~
(104), también por cromatografia de particidén separa

cafeina y codeina,cluyendo la cafeina con agua y la -

codeina con un tampdén de pH 1,2.

El 4cido acetil salicilico, la cafeina y la fe
nacetina también se han determinado mediante una nue-
va modificacidén del método de Levine (105). James , --
(106) utilizando columnas de Celita impregnadas con -
acidos o bases,separa fenacetina y salicilamida,efec-
tuando despuds la valoracidén por espectrofotometria -

U.V., v de forma muy parecida Pollino (107) separa fe



1

nacetina, cafeina y dcideo acetil salicilico que des--

puds valora por espectrofotometria U.V, Una vez més =~

se pore de manifiesto que las posibilidades cromato--

graficas, en este caso las de cromatografiaz de
cidn, ofrecen mayor posibilidad separativa que

otros métodos ¢n uso; sin embargo no se llega a

parti-
los =--

proce~

dimientos sencilleos y el ntmero de sustancias separa-

das sigue siendo relativamente pequefiio,

Utilizande cromatografia de columna con
te de alumina, M. Sarsunova y V. Schwarz (108)
ran e identifican antipireticos y analgésicos.
identificacidén se hace mediante los valores de
lizando la separacidén por clucidn diferencial,
eluyentcs selectivos de las especies separadas.

ta mancra la cafeina se identifica y valora en

sopor-
scpa--
La =--
Rf rez
con -
De es~

mezclas

de 2, 3 o 4 compuestos,pero interfiere la aminopilrina.

L.G. Andreeva (109) pvopone una separacidn cuantitati

va de pares de sustancias por medic de una cromatogra

fia de adsorcidn a través de una columna rellepa con

silice, verificando las eluciones a distintos pl. En

el trabajo figuran diagramas de desorcidn en funcidn

del pH para distintos eluyentes. El error de estas de

terminaciones es de 2%.

La cromatografia en columna, o por cambic idni



co, tampoco resuelve pues, el problema de fcorma senci

Lla.

La utilizacién de los diferentes tipos de Sep-
hadex se¢ ha limitado, en relacién con los productos -
objeto de este cestudio, a la separacién de codeina, -
juntamente con otros alcaloides procedentes del opio,
empleando el tipo LH-20 y disoluciones acuosas (110),.
Para el resto de lag sustancias consideradas no se han
encontrado antecedentes,excepto pars el acido salici-
lico (111) y (112),pero nunca en presencia de las -~

otras sustancias analgésicas cuyo estudio se pretende

Las complicaciones de leos métodos propuestos, ia difi
cil generalizacidén de los mismos y el nimero relativa
mente limitado de especies que es posible separar, --
planteaban la necesidad de abordar cl estudio de un -
procedimiento que de forma sencilla permitiera recali~-
zar separaciones con la subsiguiente determinacidn de
mezclas muy variables de sustancias presentes en pre-
parados analgésicos. En este sentido,y como ya se an-
ticipaba en la Introduccidn,la cromatografia con Sep-
hadex tenia que ofrecer, necesariamente, nuevas posi-
bilidades sobre todo al haber comprobado en el mismo

el denominado Yefecto aromatico' de adsorcidn.



III. CONSIDERACIONES PREVIAS




ITI.1. CARACTERISTICAS DE LAS SUSTANCIAS EN ESTUDIO

Se recogen a continuacidén (Tablas I y II) aque-
llas propiedddes de las sustancias objeto de este estu-
dio que puedén ser de utilidad para los fines propues--

tos. Son las 'siguientes (113) (114):

a) Férmula estructural, en la que se observa la
presencia de grupos funcionales que pueden motivar ad--

sorciones.

b) Peso molecular, para justificar, dada su esca
sa diferencia, que el mecanismo separativo no es debido

a filtracidn molecular.

c) Solubilidad en diferentes disolventes, a fin

de elegir el mds adecuado.

d) Longitud de onda a que presentan la midxima ab
sorcidén, para comprobar la imposibilidad de su determi-

s 7 . rd
nacion simultanea.



TABLA I

Compuesto Férmula estructural Pm A m
coort
Acido salicilico @ o 138,12 300
Acid £il | o
cido aceti
SaliCiliCO f <300C-CH3 180, 15 275
!
J CONHz
Salicilamida @ on 137,13 300
~CH, - CHy
Etoxibenzamida @ CONH, 165,13 292
NH - €O - CHa
Paracetamol @ 151,16 2472
HO
NH- CO- CHy
Fenacetina @ 179,21 246
CHg CHy0
CHy,
e -
Antipirina — N || 188,22 242
\% ~— CH
(o]
c:{,
N ——— C —CH,
Aminopirina — ( ey 217,22 256
g — =g
6 CH,
g
, - Ne— N-Chy '
Cafeina o 194,19 272
O=C\ q‘/C\‘I{/CHL
H Cily
CH3-—,~I( —— CH,
/CRI—CH\
Codeina w2 CSemm et Son 299, 37 286
[ — —-¢<
cngo O/Cﬂ o4 "




TABLA 11

~ &

Solubilidades de: 1 gr en:

Compuesto
Agia Etanol Cloroforao Eter Otros
860 - 2592 135 benceno
Acido salicilico 15 - 1002 2,7 82 3 3 acetona
. ) 300 - 750
Ac1qo,a?et11 5 17 10-15 -
salicilico | 100 - 372
|
|
. . ] ; wo - 309
Salicilamida : Soluble Soluble Soluble -
125 - 472 '
Ng sol Sol. acetona
Etoxibenzamida Soluble Soluble 1g.
a 100 soluble
Dificil-fria n {nsol-be
Paracetamol tas Soluble - ?ﬁl fis0 =benceno
Sol - caliente soiuble Sol-acetona
o g 130 = czliente] 15~ caliente " % Solutle
enacetina 82 - 100° 2,8 - 100¢ Glicerina
Antipirina 1 1,3 1 i3 --
Aminopirina 18 1,5 1 13 12 benceno
Cafeina 5,5 = 80¢ 66 5,5 530 100 benceno
1,5 ~ 1000 22 - 602
. 120
Codeina 60 - 209 2 0,5 18 13 benceno




En primer lugar se puede apreciar que todas las
moléculas tienen un ndcleo bencenico, excepto la cafei
na que presenta un ciclo hexagonal y puede considerar-

se con una clerta aromaticidad.

Por otra parte, entre algunos compuestos existen
analogias estructurales muy grandes, de manera que se
podrian agrupar de diversas formas. Asi, el Acido sali
cilico, el Acido acetil salicilico, la salicilamida y
la etoxibenzamida son bencenos disustituidos en orto y
ademds tienen grupos comunes. El paracetamol y la fena
cetina son también bencenos disustituidos con un grupo
comin, pero la sustitucidn es en para. Finalmente, la
antipirina y aminopirina sélo se diferencian en el gru

po dimetilamino de la segunda.

Todo esto unido al hecho de que entre los gru--
pos sustituyentes hay fenoles, grupos carboxilo, ami--
nas, amidas, etc,hace suponer que estas sustancias de-
ben ser adsorbidas por el Sephadex de forma mds o menos

preferente.

Las masas moleculares son todas menores de 300,
y muy préximas entre si, lo cual indica que la separa-
cién no puede hacerse por filtros moleculares, al me--

nos con los tipos de relleno elegidos para la columna.



Las longitudes de onda a qué se han medido 1los
maximos de absorbancia, que se recogen en la tabla I,
son los correspondientes al espectro obtenido con di-
soluciones alcohdlicas y naturalmente resul.an afecta

dos al cambiar de disolvente.

De todos modos se puede observar que aunque al
gunos pares de sustancias podrian valorarse juntas, -
esto no es valido para valoraciones de grupos mds nu-
merosos, pues forzosamente los mdximos han de coinci-
dir précticamente para la mayoria, por la pequefia am-
plitud de la zona del espectro en que se encuentran -

(242 a 300 mu).

En cuanto a la solubilidad se observa que to--
dos son dificilmente solubles en agua, mientras que -
son solubles en etanol y cloroformo. En eterbenceno,
y otros disolventes orgdnicos, unos son solubles y =--

otros no.

Con estos datos previos habrd que hacer la --
eleccidén del disolvente mds adecuado, ya que la tota-
lidad de las sustancias en estudio han de estar en di
solucién para la cromatografia de gel. Por otra parte
tampoco es viable la separacidén cuantitativa utilizan
do las diferencias de solubilidad, ya que ninguno es

totalmente insoluble en los diferentes disolventes.



I11.2. TECNICAS APLICADAS

I1I.2.1. Cromatograjia de gel

La cr4matografia de gel en medio acuoso fue des-
arrollada po# Flodin y Porath. (113 en los afios 1958-60,
siendo su cafacteristica principal la de separar las --
sustancias segin su tamafio molecular. Su utilizacidn ha
sido muy amplia debido a que ofrece las ventajas de po-
der cromatografiar sustancias ldbiles sin degradacidn y
de aplicarse a muestras muy concentradas por la lineali

dad de las isotermas de particidén (116) (117).

Los geles cromatogrdficos son,en general,macromo
leculas con distinto grado de entrecruzamiento (cross-
linking), naturales o sintéticas, con gran afinidad por
determinados disolventes. Antes de ser utilizados deben
impregnarse con el mismo disolvente que se vaya a utili

zar para la elucidn.

Su uso para los fines indicados requiere que cum

plan las siguientes condiciones:

Han de ser quimicamente estables, tanto para evi

tar que se impurifiquen las fracciones de eluido como -



para su reutilizacidn sin previa regeneracidn.

No deben contener grupos idénicos o, en todo ca
soy que la concentracidén sea minima para evitar que se
produzcan retenciones totales o parciales de los solu

tos con carga.

El tamafio de particula debe estar cuidadosamen
te seleccionado y, asi mismo, los granos han de tener
una buena rigidez y resistencia mecdnica, para evitar
que se compacte el lecho y que , como consecuencia, -

se modifique la velocidad de flujo.

La aplicacidén inicial de la cromatografia de -
gel, vy la que sigue teniendo mds amplia difusidn, es
la de separar sustancias por su tamafio molecular. La
mayor o menor retencién de las sustancias en la colum
na es consecuencia del coeficiente de reparto entre -
la fase gel y la fase liquida, y este, a su vez, vie-
ne determinado por factores estericos (118). Al pasar
a través del lecho una disolucidn que contiene molécu
las de diferente tamafio, las grandes discurren entre
las esferas del gel y en el coeficiente de reparto sé
lo interviene la fraccidén de liquido que ocupa los in
tersticios. Las moléculas pequefias, por el contrario,
pasan entre la red y en el coeficiente de particién -

interviene la totalidad del liquido empleado.



- La forma de operar en cromatografia de gel es
la normal dentro de cualquier tipo de cromatogfafia en
columna; la muestra en disolucidén se incorpora por la
parte superior de la columna y se eluye con el disol--

vente elegido.

Para una interpretacidn correcta de resultados
es necesario conocer las variables correspondientes a
la columna y al flujo, asi como las que condicionan el

comportamiento del gel y del soluto o solutos.

En cromatografia de gel se han definido una se-
rie de pardmetros que utilizados en la expresidén de re
sultados dan uniformidad a los mismos. A continuacién
se indican y definen los que se usan en el presente --
trabajo, que son los que se emplean con mds frecuencia

en la bibliografia.

En relacidn con la columna interviéne su didme-
tro, la altura del lecho, el volumen total del mismo,
Vt’ y el volumen de los intersticios entre los granos,
Vo . La medida de Vi no ofrece dificultades; V, se de-
termina cromatograficamente utilizando una sustancia
que no sea retenida por el gel ni siquiera minimamente,
ya que, como consecuencia de su alto peso molecular,
obligadamente pasa entre las esferas. Como tal se sue-

le utilizar el Blue Dextran 2000 cuyo peso molecular



es del orden de 2 . 10 6 (19). vV, serd, pues, el volu-

men de elucidn de esta sustancia.

El volumen real de gel, Vy,en el lecho se obtie

ne por diferencia entre Vi y V, .

Finalmente interesa conocer también el volumen
de liquido en la fase gel, que se denomina volumen -

"inner", V; , y que viene dado por Vi =

VX mg Vg,

donde m, representa el peso del gel y V, es el volumen

g 24
parcial especifico del gel. Sin embargo,entre las ca-
racteristicas de los geles proporcionados por las ca-
sas suministradoras figuran losc.c de agua que pueden
ser absorbidos por gramno de gel seco, W, con lo que

el cdlculo de Vi es inmediato: V; = W, me .

El flujo ha de mantenerse constante por razo--
nes obvias, ya que de lo contrario, los resultados no
serian ni comparativos ni reproducibles. Las unidades
de medida son las usualesc.,c/min & cc/hora; sin embar
go, en el caso de variar el didmetro de la columna la
comparacidén de resultados puede hacerse mediante el -~
caudal masico por unidad de superficie,expresado en -
cc./hora . cm2. Para conseguir la constancia de flujo -
se utilizan cualquiera de los dispositivos conocidos
que mantienen constante la presién durante todo el --

tiempo que dura el proceso.



El control de la presidn no s8lo es necesario
para mantenerla constante, sino también porque su cuan
tia no debe exceder ciertos limites para evitar que --

los geles blandos se compacten.

El comportamiento de los solutos y sus posibili
dades de separacidén entre si, se estudian mediante las
curvas de elucidn,que, no se diferencian sustancialmen
te de las obtenidas en otros tipos de cromatografia en

columna o de cambio idnico.

La variable, pues, a determinar es el volumen
de elucidén necesario para transportar las diferentes -
sustancias fuera de la columna. En el caso ideal el vo
lumen de elucidén debiera ser independiente del flujo
aunque en la prictica no resulta asi y puede, incluso,
mane jarse este factor para conseguir separaciones més
netas. Como volumen de elucidén se toma el que corres--
ponde al punto mdximo de la curva, ya que estas presen
tan casi siempre una buena simetria. Sin embargo, este
valor no proporciona informacidn suficiente sobre las
posibles separaciones ya que las curvas de elucidén pue
den, en parte, solaparse. Por ello hay que determinar
ademds Ty (120) que es el volumen total en el que tiene
lugar la elucidn de cada sustancia. No obstante, en --

cromatografia de reparto existe una correlacion entre




el volumen de elucidén de una sustancia y su coeficien
te de reparto, que en el caso de considerar sdélo el -
volumen V. de liquido que embebe el gel viene dado -

por Vo = Vg, + Kd- Vi

Las posibilidades separativas pueden estudiar-
se mediante los Kd correspondientes, para cuyo cdlcu-
lo basta, pues, disponer de los antecedentes V5 y Vj

y del resultado experimental de la elucidén V, .

Finalmente, en lo que a los geles se refiere,
es preciso conocer el valor de W. que, como ya queda
indicado, habitualmente se facilita por la casa sumi-

nistradora.

111.2.2. Espectrofotometria de U.V. e I.R.

Se ha utilizado la técnica de espectrofotome--
tria de I.R. con fines cualitativos y la de U.V. con

fines cualitativos y cuantitativos.,

Ambos métodos araliticos son suficientemente -

conocidos, lo que releva de comentarios mds explicitos.



IITI. 3. EL SEPHADEX Y SUS PROPIEDADES SEPARATIVAS

El Sephade:r, cuyas caracteristicas se mencionan
anteriormente de forma muy breve, es uno de los produc
tos méds uti!izados en cromatografia de gel en columna,
aunque se eg

|
na e incluso en electroforesis (121). Los geles de Sep-

plea también en cromatografia en placa fi-

hadex fueron los primeros para los que se establecid -
una estrecha relacidén entre el tamafio molecular y el -
volumen de elucidén. Estos geles estdn constituidos por
redes de dextranos que se obtienen por fermentacidn de
la sacarosa y son capaces de absorber agua, u otros di
solventes, en cantidades que varian segin el tipo de -
Sephadex. Asimismo, son estables en medios &cidos y al
calinos y pueden calentarse hasta 1102C sin perder sus
propiedades; sin embargo, dada su naturaleza orgdnica

son atacados por agentes oxidantes, bacterias y hongos
(122)(123). Todos son insolubles en agua, mientras que

su solubilidad en otros disolventes varia segin la cla
se de Sephadex. Por otra parte, cumplen las condiciones
de reversibilidad que son exigidas a esta clase de so-

portes cromatogrédficos.

Ademés de los cambiadores de iones, hay dos clases



.

de Sephadex, los de la serie G y el LH-20. Los prime-
ros son hidrofilicos y su uso con disolventes orgdni-
cos es muy restringido; el nimero que sigue a la le-
tra G, varia segin intervalo de pesos moleculares pa-
ra cuya separécién pueden utilizarse y su estructura
no difiere mds que en el grado de entrecruzamiento.El
LH-20 es lipofilico e hidrofilico y su grado de hincha

miento se modifica con el disolvente empleado.

Las caracteristicas separativas de las dos cla
ses de geles son ligeramente diferentes, ya que el -
LH-20 se obtiene modificando la estructura del G-25;
concretamente, aquel es un hidroxipropil derivado de

este.

En un principio los geles de Sephadex se utili
zaron exclusivamente para separar sustancias de dife-
rentes masas moleculares, e incluso para la determina
cién de las mismas, por un mecanismo andlogo a los --
filtros moleculares. Sin embargo y como ya se antici-
pé, se ha observado la existencia de otro tipo de in-
teracciones, derivadas de la estructura molecular, --
que permiten utilizar el Sephadex en la separacidn de
sustancias que no presentan grandes diferencias en -
sus pesos moleculares, hasta el punto de que utilizan

do el G-10 se han separado diversos isdémeros cis-trans



(124). En efecto en 1960 Porat y Gelote (111)(125) ob-
servan que gran numero de sustancias se comportan de
forma diferente a la que,en virtud de su tamafio mole
cular, era de esperar. Se ha comprobado que en una -
serie homologa los términos superiores tienen mayo--
res volumenes de elucidén que los inferiores (126). Es
ta anomalia no podia justificarse solamente por una

difusién restringida, a través y en el interior del

gel, cuyo origen estuviera enimpedimentos estéricos.
Por otra parte las desviaciones de comportamiento no
sdlo suceden en el sentido de retrasar la elucidén, -
sino que existen también sustancias que aparecen en

el eluido antes de lo previsible. En este caso, que

resulta ser el menos frecuente, el fendmeno puede ex
plicarse por exclusién idnica o por la formacién de

complejos o agregados.

Si la elucidén de las sustancias se demora, pue
de deberse a fendmenos de’adsorcién o a interacciones
electrostdticas. Estas dltimas se justifican porque -
las redes de dextranos contienen algunos grupos carbo
xilicos terminales (117), circunstancia que parece con
firmarse en la separacidén de proteinas acidas con --
Sephadex G-50 (127)que no son eluidas con agua y sin

embargo se eluyen con discluciones diluidas de sales



o bien con 4cido clorhidrico. Todo ello induce a pen
sar que, si las proteinas no se retienen, ha de ser
debido a la existencia de grupos megativos en el gel
Andlogo fendmeno de repulsidén se ha observado traba-
jando en capa fina con 4cidos no proteinicos (128 .El
fendmeno es mds acusado con geles de mayor grado de
entrecruzamiento, sobre todo cuando se usa como elu-
yente agua desionizada (128 . La explicacién posible
de este fendmeno puede ser el que la retencidén tenga
lugar en proporcidn a la cantidad de dextrano en el

gel hinchado (129.

Asimismo se ha observado que las sustancias -
aromdticas, y gran parte de las heterociclicas, se -
retienen mucho mds que otras de tamafio similar pero

no aromitico.

La mayor adsorcidén en el caso de las sustan--
cias aromdticas frente a las no aromdticas es un fe-
némeno que no es exclusivo del Sephadex. Existen -~
otros antecedentes como es el caso de Alumaa y Palm
(130) quienes han encontrado que la adsorcidén es dis-
tinta en electrodos de mercurio y bismuto y que, in-
cluso, varia con los sustituyentes en el nicleo aro-

mitico. Por su parte Soporer y Trueblood (131)con co



TENJ e

lumnas de 4cido silicico-celite, observan el mismo do
ble fendmeno, tanto de la aromaticidad como de los -
sustituyentes. Andlogamente ocurre trabajando en co--
lumna con adsorbentes tales como carbdén activo, celu-
losa, silice, alimina y poliacrilamida (132) o bien -
con grafito, titanio, etc.(133. No obstante, es en el
Sephadex donde estos efectos aromdticos de adsorcién

son mds acusados, habiéndose comprobado, incluso, que
no sélo varia con los sustituyentes sino también con

su situacidén relativa en el nidcleo (134)(1359.

Para justificar la retencidn se admitidé ini- -
cialmente que, ademds de la que se produce por la ma-
sa de la sustahcia, hay otra adicional cuyo origen es
t4 en la existencia de fuerzas especiales, tipo puen-
te, entre solutos con electrones Y y la matriz del --
Sephadex, siendo el grupo eter presente en la misma -
el responsable principal(129). Posteriormente, otros
autores han justificado la retencidn, en el caso de -
diferentes fenoles monosustituidos, por la formacidn
~de puentes de hidrdgeno lo que se apoya ademds por el
hecho de que la acidez del medio ejerce una influen--
cia decisiva. Esta explicacidn se ha extendido a ani-
linas y dcidos benzoicos, tratdndose en todos los ca-

sos de derivados m- y p- sustituidos. Si tal mecanismo



es cierto segin estos autores, los valores de Kd va-

rian en funcidén de los sustituyentes, lo que en efec-
to comprueban, con excepcidén de los fenoles halogena-
dos (135). También se han separado polipeptidos segilin

su peso morecular utilizando Sephadex G-75 y como elu

yente fenol - 4cido acético - agua; este disolvente se

j
emplea para extraer proteinas de tejidos, para lo que
es necesario romper los puentes de hidrégeno (136).El
hecho apoyarfa, pues, la hipdtesis de la retencidn --

por puentes de hidrdgeno.

Cuando se comparan las retenciones obtenidas =~
en los distintos geles de la serie G, todos los auto-
res parecen estar de acuerdo en que la retencidén au--
menta con el grado de entrecruzamiento del gel. Brook
y Munday (135) han estudiado el comportamiento de una
serie de fenoles, anilinas y 4cidos benzoicos m~ y p-
sustitufdos frente a G-10 y LH-20 encontrando que las
retenciones son mayores, o al menos iguales, en el --
primero que en el'segundo, lo cual parece indicar que
‘las consecuencias establecidas para la serie G puede
generalizarse al LH-20. Sin embargo Determan (129) --
afirmaba que la afinidad del LH-20 es mayor que la de
cualquier gel de la serie G por haber en aquel mayor

[4
numero de grupos eter.



De todo lo expuesto se deduce que la retencidn
no puede justificarse aisladamente por ninguno de -
los mecanismos indicados ya que existen excepciomes,
no expligables, a la normativa que podria formularse

de cada uno de ellos.

Streuli (137) (138) (112) ha estudiado el com
portamiento de gran nimero de sustancias aromiticas
y heterociclicas frente a Sephadex LH-20, utilizando
diversos disolventes y llega a la conclusidén de que
los tres mecanismos citados, filtracidén molecular, -
puentes de hidrdgeno y puentes a través de la nube -
electrdnica, pueden tomar parte en la adsorcidén y --
que de hecho no puede excluirse totalmente ninguno -
de ellos (excepto en casos muy especiales), si bien,
en cada caso, hay uno predominante que depende en --

gran manera del disolvente utilizado.



1V. SEPARACIONES EN MEDIO ETANOLICO



Iv.1. ELECCION DEL DISOLVENTE

El agua es el disolvente en el que, de forma més

acusada, se #one de manifiesto el "efecto aromético",
i

responseble de las retenciones totales o parciales,Sin
embargo, vy sggﬁn se deduce de los datos recogidos en -
la Tabla 11 , la totalidad de las sustancias objeto -
de este estudio son muy poco solubles en agua. Resulta
ba, pues, necesario buscar otro disolvente, comin a to
das ellas, que presentara cierta analogia con el agua,
y en el que, por este motivo, fuera previsible que el
efecto aromdtico no disminuyera de manera notable. Eli
minados por esta causa los disolventes apolares, se --
centrd la atencidén en los alcoholes de bajo peso mole-
cular,y mds concretamente el etanol, no sélo por su po
laridad sino también por otras propiedades fisicas co-
mo son la constante dieléctrica, el punto de ebulli~- -
cidén, la viscosidad y la densidad. Por otra parte se -
disponia de antecedentes bibliogrdficos sobre la exis-
tencia del citado efecto aromdtico en isopropanol (138)

(139) (140) y metanol por lo que era presumible que --

ocurriera de forma andloga con el etanol.

De entre los demds disolventes comunes a las --



sustancias en estudio, el cloroformo podria cunducir

a resultados positivos, pues aunque el efecto de re--
tencidén de compuestos aromdticos no es demasiado apre
ciable (139), se lLa comprobado que la presencia de --
grupos carboxilo e hidroxilo en las especies a sepa--
rar ejercen una accidén andloga. En efecto, en disolu-
ciones de cloroformo se han separado dipalmitinas a -
través de los grupos hidroxilos primarios o secunda--
rios (116). En contrapartida el cloroformo presenta -
dificultades para su manejo (122). No obstante, antes
de descartarle, se hizo una experimentacidén explorato
ria cuyos resultados no fueron satisfactorios, pues -
al no dispoher del equipo para operar con este disol-
vente, el Sephadex flota en el mismo, siendo absoluta
mente imposible mantener las condiciones exigidas pa-

ra una correcta operacién cromatogrédfica.

Por todo ello se eligid el etanol, procediéndo
se, antes de iniciar los ensayos de separacidén, a es-
tudiar la estabilidad de las diferentes sustancias en

el medio etanolico y frente al soporte de separacidn.



Iv.2. SEPARACION CON ETANOL

Iv.2.1. Estabilidad»de las sustancias en solucidn eta-

nolica

|

A trakés de los espectros ultravioleta se pudo

comprobar que todas las sustancias objeto de estudio,

excepto el Acido acetilsalicilico son estables en disg
lucién etandlica durante 24 horas. No se continud el -
estudio de la estabilidad para tiempos superiores, por
carecer de significado préactico para los fines pretenQ

didos.

En el caso del &cido acetil salicilico se obser
va, que aparece un incremento de absorcidn, que aumen-
ta con el tiempo, en la zona correspondiente al mdximo
del acido salicilico, lo cual prueba que este se forma
por hidrélisis del primero. No es nada extrafia la hi-
drélisis del dcido acetil salicilico en medio etandli-
co pues, aunque se utiliza etanol absoluto, se tolera -
en el mismo un 0,3% de agua que es la responsable de
las pequefias cantidades de dcido salicilico que apare-

cern.

La hidrélisis del dcido acetil salicilico es un



~ .

fendmeno ampliamente conocido, siendo muchos los estu-
dios realizados en este sentido no s6lo con fines ana-
liticos sino también con objeto de definir los agentes
que pueden contribuir a su estabilizacidén. En medios -
no acuosos muy diversos, se ha comprobado que la pre--
sencia de pequefias cantidades de agua origina degrada-
ciones y fendémenos hidroliticos, sobre cuya cuantia in
fluyen un gran nimero de variables tales como el pH, -
presencia de sustancias idénicas o no idnicas, la tempe
ratura e incluso la propia concentracidén del 4cido ace
til salicflico (141) (142). Como estabilizantes se uti
lizan sustancias superficialmente activas de caricter

no iénico, habiéndose comprobado, asimismo, que disolu
ciones acuosas de citrato, ascorbato y glutamato sddi-
co, cdlcico y magnésico, si bien disminuyen la inesta-
bilidad no la inhiben totalmente (143). Es un hecho --
significativo que en presencia de citrato potdsico el
dcido acetil salicilico se hidroliza considerablemente
mientras que el 4cido citrico, en concentracidén andlo-
ga a la del citrato potdsico, practicamente inhibe 1la
hidrdélisis (1l44). E1 fendmeno se observa, igualmente,

con 4cido tartdrico (145). Los dltimos trabajos pare--
cen inclinarse por el hecho de que la estabilidad es -
consecuencia del bloqueo de los grupos hidroxilos 1i-

bres en la molécula (146).



- .

Los grdficos de la fig.l corresponden a los es
pectros U.V. de cada una de las sustancias en estudio.
Los registros, que se han realizado transcurridos los
intervalos de tiempo que se indican, coinciden en su
totalidad por lo que sdélo se ha representado el ini--

cial,

Unicamente en el caso del acetil salicilico se
han representado para diferentes tiempos, (fig. 2) pu
diendo observarse la modificacidén indicada. Los valo-
res de la absorcién, correspondientes a los mdximos -
en funcidén del tiempo, se recogen en la Tabla III, --
aunque hay que destacar que. la estabilidad debe com--
probarse a través de la totalidad del espectro U.V. y
no sdélo por la constancia del mdximo, pues esta puede
mantenerse, compensada por la absorcidén que a esa lon
gitud de onda presenta la sustancia que aparece en la
descomposicidén. Esto es precisamente lo que ocurre -
con el &cido acetil salicilico cuyo méximo de absor--
cién a 278 m 4 se mantiene practicamente constante, -
mientras el 4cido salicilico, cuyo maximo aparece a --

300 m# crece a medida que lo hace el tiempo.

En el caso de haber conseguido una separacidn
de los &cidos acetil salicilico y salicilico que per-

mitiera su valoracién directa por espectrofotometria,



ESTABILIDAD EN SOLUCION ETANGLICA

TABLA IT1I1

Valores de la abso?ﬁéén espués de un tiempo:

Compuesto (s
0 1 3 6 9 24

Acido salicilico | 0,580 {0,580 | 0,580} 0,585 | 0,590 | 0,580
A= 304 my

| Acido acetil
salicilico 0,525 | 0,525 | 0,520{ 0,515 | 0,520 | 0,525
A= 276 my
Salicilamida 0,605 | 0,605 | 0,610| 0,605 | 0,610 | 0,605
A = 303 m 4
Etoxibenzamida 0,855 | 0,855 | 0,860}{ 0,855 | 0,860 | 0,855
A= 290 my
Paracetamol 0,940 | 0,945 | 0,950| 0,845 | 0,945 | 0,940
r\:: 250 m/(,(
Fenacetina 0,910 0,910 | 0,910} 0,910 | 0,915 0,910
A= 250 m/U«

| Antipirina 0,520 | 0,520 | 0,520 0,520 | 0,520 | 0,520
A= 270 mp
Aminopirina 0,3% 1} 0,390 | 0,395| 0,395 | 0,395 | 0,3%
A= 269 mu
Cateina 0,485 0,480 | 0,485] 0,485 0,485 0,485
A= 273 m 4
Codeina . 0,225] 0,225} 0,225| 0,225 | 0,225 0,225
A= 285 w g




hubiera sido necesario determinar cuantitativamente
la descomposicidén, en funcidn del tiempo, para reali

zar la correccidén debida a la hidrdlisis.

IV.2.2. Estabilidad frente al medio separativo

Andlogamente convenia tener la seguridad de -
que las sustancias, en disolucidén etandlica, eran es
tables frente al Sephadex o, lo que es igual, duran-
te el proceso cromatrogrdfico. Para ello se prepara-
ron disoluciones de las mismas en etanol pasdndolas
a través de una columna de Sephadex LH-20. Este tipo
de Sephadex se eligié por ser el mds indicado para -

trabajar con disolventes orgdnicos.

Se recoge el eluido en un matraz de destila--
cidn al que se afiaden 500 mg de BrK. Se evapora des-
pués, a sequedad en vacio, a fin de que la temperatu
ra no supere nunca los 60°C, y con el residuo, previa
mente transformado en pastillas de la forma habitual
en I.R, se obtienen los correspondientes espectros,
que resultan ser significativamente iguales a los de
los productos puros (Fig. 3 a 22). El patrdén del &ci
do acetil salicilico, supuesto que ya se conocia su

descomposicién en medio etandlico, se preparé a par-
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tir de la disolucidén empleada para la cromatografia,
de forma tal, que se lleven paralelas dos muestras -
de la misma magnitud, con la Unica diferencia entre
ambas de que una se pasa a través del soporie croma-

togréfico y la otra no.

Por otra parte se obtuvieron los espectros --
U.V. de la disolucién del Acido acetil salicilico =~--
cromatografiada y el de otra preparada simultdneamen
te que no habia estado en contacto con el Sephadex.
Ambos espectros, procedentes de soluciones de la mis
ma concentracién (fig. 23) son andlogos, lo que prue
ba que la pequefla descomposicién observada depende -
sélo del tiempo de contacto con el disolvente pero -

no del medio separativo.

IV.2.3. Resultados de la elucidén con etanol

Se prepararon disoluciones de cada una de las
sustancias en etanol, incorporando a la columna par-
tes alicuotas de las mismas. Las concentraciones de
cada una de las soluciones asi como la fraccidn de -
las mismas incorporada a la columna se recopilan en

la Tabla IV. A continuacidn se eluyd con etanol y se
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TABLA 1V

Compuesto

Con. mg/cc.

Volumen incorpora
do en cc.

Acido salicili

co 0,25 1
Acido acetil

salicilico 1 1
Salicilamida 0,25 1
Etoxibenzamida 0,5 1
Paracetamol 0,125 1
Fenacetina 0,125 1
Antipirina 0,125 1
Aminopirina 0,125 1
Cafeina 0,125 1
Codeina 1 1




recogieron fracciones de 2,4 cc. manteniéndose en to-

tos los casos un caudal constante de 0,8 cc./min.

Se realizaron tres series de ensayos. En la --
primera se utilizé como lecho 6 g. de Sephadex LH-20
en columna;de 1,5 cm de didmetro, en la segunda.' ---
12 g. de S%phadex e igual columna y en la tercera --
6 g. de Sephadex pero en columna de 0,75 cm de didme-

tro.

Se pretendia con ello observar la influencia -
de la altura de la columna y la de la cantidad absolu
ta de Sephadex; sin embargo no se apreciaron diferen-
cias acusadas en cuanto a las posibilidades séparati-
vas. Para la determinacidén de V, se utilizdé Blue Dex-
tran 2000 disuelto en alcohol al 50% en agua y se elu
yé con alcohol del 90%. Aunque al cambiar el eluyente
se produjo un ligero incremento en el volumen del le~
cho, el error que por este motivo se introduce en la
determinacién de Kd carece de significado. Como ya se
indicé anteriormente, el cdlculo de Kd se realiza me-

diante la expresidn

Ve = Vo
Vi

Kd =

donde Vi viene dado por:



Vi = Vi -Vg -

siendo

V

la columna un cilindro regular; m

M, V

& &

t el volumen totul del lecho, calculado suponiendo

g la masa de gel en

el lecho yfvg el volumen parcial especifico de la ma-

triz del g%l, cuyo valor, facilitado por la casa sumi

;
nistradora, es de 0,6 cc/g aprox.

Los valores de Vg, y T, obtenidos en la elucién

asi como los de Kd calculados se recogen en las Ta--

blas V, VI y VII y las curvas de elucién en las figu-

ras 24 a 26.

El control de los
trofotometria U.V. a las
dientes para cada una de
servar que las curvas de

tria y que los volumenes

eluidos se realiza por espec
longitudes de onda correspon
las sustancias. Se puede ob-
elucidén presentan buena sime

de elucidén aumentan, como es

1égico, con la masa de Sephadex utilizada, préactica--

mente en la misma proporcidn. Asimismo, la altura de

la columna para una misma masa de Sephadex sdélo deter

mina que se anticipe muy discretamente la elucidn, --

sin duda por efecto de pared. En cuanto a los Ty prac

ticamente no se diferencian cuando se utilizan masas

iguales de gel y experimentan un ligero incremento al

aumentar esta.



TABLA V
ELUCION CON ETANOL

Columna: K 15/30 (didmetro interno 1,5cm y altura 30 cm)

Relleno: 6 g. de Sephadex LH-20

Vo = 8,5c.c.V¢ = 24,5 c.c.

Compuesto Ve € Ty Kd
Acido salicilico 27 16 1,49
Acido acetil
salicilico 22 11 1,09
Salicilamida 31 11 1,81
Etoxibenzamida 17 14 0,68
Paracetamol 18 15 0,77
Penacetina 19, 12 0,89
Antipirina 18 12 0,77
Aminopirina 18,5 9 0,81
Cafeina 23 10 1,17
Codeina 21 13 1,01




TABLA VI

ELUCION CON ETANOCL

Columna: (didmetro interno 0,75 cm)
Relleno: 6 g. de Sephadex LH-20

\70 = 8 cC.C. Vt = 24,5 c.C.

Compuesto Ve C.C. Ty, Kd
Acido salicilico 25 14 1,32
Aci?o’a?etii- 20 12 0,93
saticilico
Salicilamida 28 12 1,55
Etoxibenzamida B 15 15 0,54
Paracetamol 14 15 0,47
Fenacetina 17 12 0,70
Antipirina 16 14 0,62
Aminopirina 18 - 9 0,78
P;afc{na 2] 11 1,01
Codeina 18 14 0,78




TABLA VIL

ELUCION CON ETANOL

Columna: K 15/30 (didmetro interno 1,5 cm y altura 30 cm)
Relleno: 12 g. de Sephadex LH-20
V. =17 c.c. Vt = 49,5 ¢c,c,

o)

Compuesto Voc.c. Ty c.c. » Kd
Acido salicilico 51 22 1,35
Acido acetil
salicilico 40 12 0,92
Salicilamida 53 16 ' 1,43
Etoxibenzamida 42 13 0,99
Paracetamol 45 19 1,12
Fenacetina 36 ];. 0,76
Antipirina 33 17 0,64
Amincepirina 33 ° 15 0,64
Cafeina ) L8 15 1,24
Codecing Mi* 13 0,84
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De la observacién de los valores de Kd se pue-

den deducir las siguientes consecuencias:

a) El efecto aromdtico se manifiesta s8lo en par-
te de las sustancias en estudio, y en aquellas

en que lo hace no es muy importante.

b) En general, los valores de Kd de cada una de -
las sustancias se modifican muy poco al cambiar
la altura o el volumen de soporte, por lo que
estos factores tienen sdlo una influencia muy

discreta en cuanto a mejorar las posibilidades.

En los gréficos de las figs. 27, 28 y 29 se =--
han representado los intervalos en que se eluyen los
diferentes productos. De los mismos se deduce que =--
cuando se trabaja en columna de 6 g se iogran separar

los siguientes pares de compuestos:

Salicilamida -~ Aminopirina
Salicilamida - Antipirina
Salicilamida - Etoxibenzamida
Salicilamida - Paracetamol
Salicilamida ~ Fenacetina

Las separaciones obtenidas son andlogas para ambas -
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columnas de 1,5 y 0,75 cm de didmetro respectivamen

te.

Cuando se trabaja con 12 g. de Sephadex, pue
den separarse, ademds de las anteriores, excepcidn
hecha de salicilamida - paracetamol, otros dos pares

de sustancias:

Salicilamida ~ Codeina

Amidopirina - Cafeina

Por otra parte, se puede sefialar, también que la re
solucién de las separaciones aumenta, circunstancia
1égica, si se tiene en cuenta que los incrementos -
de T, son pequefios en relacidén con los experimenta-

dos por Ve.
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IV.3. SEPARACION EN PRESENCIA DE UN ELECTROLITO

Es un hecho comprobado (111) que en medio acug
so la retencidn de moléculas en el Sephadex se afecta
por la presencia de electrolitos, por su concentra---
cién (117) y por la variacidén dei pH. La influencia -
de estas variables no es andloga para todas las molé-
culas, por lo que el manejo adecuadc de las mismas --
puede permitir mayores posibilidades de separacidn. -
Aunque se carecia de antecedentes sobre si el fendme-
no tiene lugar también en medios no acuosos, supuesto
que el etanol tiene también un cierto cardcter polar,
era conveniente estudiar si se modificaba el comporta
miento cromatogrdfico de las sustancias al incorporar
al etanol pequeiias cantidades de electroiitos o bien

un agente que permitiera variar la acidez del medio.

Con tal fin y supuesto que el medio es orgdni-
co se proyectd afiadir a las disoluciones etandlicas -
de les diferentes sustancias pequeilas cantidades de -
dcidos y bases orgdnicas, puesto que de esta forma se
conseguia el doble objeto de modificar la acidez e in
corporar electrolitos. En los dos epigrafes siguien-=-
tes se recogen los resultados obtenidos al afiadir a -
las disoluciones etandlicas, dcido ldctico o tris-hi-

droximetil~amino-metano.



IV.4. SEPARACIONES CON ETANOL-LACTICO

IV.4.1. Eleccidn del 4dcido ldctico

Para la eleccidn del &dcido se comenzd por eli-
minar los arcmdticos ya que podrian ser adsorbidos --
por el Sephadex. Por otra parte, se requeria que tu--
vieran bajo peso molecular para que las moleculas pa-
sen a través de los poros del gel. Finalmente, su =~-
constante de disociacidén debia ser del mismo orden de
magnitud que las de los 4dcidos presentes entre los --
productos a separar para evitar interferencias o modi

ficaciones de su estabilidad.

Teniendo en cuenta que los pK de los Acidos --
acetil salicilico y salicilico valen respectivamente
3,56 y 3,se fijé la atencidn en el dcido ldctico cuyo
pK vale 3,1. Andlogos pK tienen el 4dcido citrico, el
férmico, el maleico y el tartdrico (113). Sin embargo
el citrico y el tartdrico son poliacidos y presentan,
ademds, varias posibilidades isoméricas del tipo cis-
trans, que dan lugar a notables modificaciones en el
valor de pKy; como consecuencia de las interacciones

entre los grupos carboxilos. El maleico se descarta -
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por andlogo motivo y ademds por presentar doble enla
ce. Por dltimo,se prescindid también del acido formi

co por la incomodidad que presenta su man. ;o.

IV.4.2. Estabilidad de las sustancias en etanol-l4c-

tico

De forma andloga a como se hizo en el caso de
etanol puro, se estudidé la estabilidad de las sustan
cias en el nuevo medio disolvente mediante los espec
tros U.V., comprobandose que todas ellas eran esta- -
bles, pues incluso las pequefias anomalias observadas
para el caso del 4cido acetil salicilico en la diso-
lucidén etandlica, desaparecen por la presencia del -

cido ldctico.

18

Teniendo en cuenta que para la elucidén se em-
plean dos concentraciones de dcido ldctico, 0,5%.y -
1%, la estabilidad se estudié en ambos éasos,obte-—
niéndose identicos resultados. En la Tabla VIII se -
recogen los valores obtenidos con la concentracidén -
1%e¢.No figuran los resultados para el caso del Aacido
lactico al 0,5%. para evitar reiteracidén. Asi mismo

se comprobd también la estabilidad de las diferentes



TABLA VIII
ESTARILIDAD EN ETANOL CON ACIDO LACTICO AL 0,1%

Valores de la absorcidén después de un tiempo:
(horas)

0 1 3 6 9 24

Compuesto

Acido salicilico| 0,575| 0,575 0,575 | 0,575 {0,580 | 0,575

Acido acetil
salicilico 0,150} 0,150} 0,150 0,155 | 0,155 0,150

Salicilamida 0,595| 0,595| 0,600 | 0,595 0,600 | 0,595

Etoxibenzamida 0,810} 0,810} 0,805 0,815} 0,815 0,810

Paracetamol

‘?;igifll p-aminol 93| .93 0,935 | 0,930 0,935 | 0,925
Fenacetina ' 0,910 0,910} 0,915 0,915 0,915 0,910
Antipirina 0,610f 0,610| 0,610 0,615| 0,620 | 0,610
Aminopirina 0,420 0,420] 0,420 | 0,425} 0,425 | 0,415
Cafeina 0,485\ 0,485| 0,485 | 0,490 0,485 | 0,485

Codeina ' 0,130f 0,130} 0,130| 0,130} 0,135 | 0,130
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sustancias en el nuevo medio disolvente frente al so-

porte de separacidn.

Aunque el estudio de estabilidades no es, en -
nuestro caso, un fin sino sélo un medio, se hace pre-
ciso destacar la favorable influencia del Acido l4cti
co en la estabilidad del &cido acetil salicilico, so-
bre el que no se disponia de antecedentes bibliografi
cos, y que viene a confirmar los resultados obtenidos,
por otros autores, con dcido citrico y dcido tartdri-

COo.

IV.4.4. Resultados de la elucidn

Se prepararon disoluciones de cada una de las
sustancias en etanol-ldctico, de concentracién igual
a la indicada en la Tabla IV, incorpordndo a la colum
na partes alicuotas de las mismas. Se realizdé la elu-
cién con etanol-ldctico y se recogieron fracciones de

2 cc.

Se efectuaron, también, tres series de ensayos:
la primera con 6 g. de Sephadex y 4cido ldctico en ~--

etanol al 0,5%0; la segunda con 12 g. y con el mismo



eluyente, y la tercera con 6 g. de Sephadex y &cido
ldctico en etanol al 1%o; todas ellas en columna de

1,5 cm de didmetro.

Se pretendia con ello observar la influencia
de la concentracidén del electrolito, y la posible -
existencia de adsorcidn, ya que, esta se pondria de
manifiesto en mayor grado al aumentar la cantidad -

de lecho adsorbente.

Los resultados obtenidos se recogen en las -

Tablas IX, X vy XI yv en las figuras 30 a 32.

La influencia del electrolito, hasta concen-
traciones de ldctico de 0,05%0, es practicamente --
despreciable, pues los volumenes de elucién son muy
andlogos a los encontrados con etanol puro. Las pe-
quefias diferencias que se observan, en unos casos -
positivas y en otros negativas, carecen de signifi-
cado practico. Lo mismo sucede con el Ty. Sin embéz
go al elevar la concentracién de 4cido l4ctico al -
1%0 los incrementos de los volumenes de elucidn son
considerables pues los V., en algunos casos, y a pe
sar de utilizar sélo 6 gramos de soporte, llegan a

ser de igual magnitud que cuando se opera con 12 g.
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TABLA IX

ELUCION CON ACIDO LACTICO EN ETANOL AL O, 5%o

Columna: K 15/30
Relleno: 6 g. de Sephadex LH-20
Vo = 8c.c. V¢ = 24 c.c.

Compuesto Vec.c. T, c.c. Kd
Acido salicilico 22 14 1,13
Acido acetil 23 14 1,21
salicilico
Salicilamida 33 15 2,02
Etoxibenzamida 20 11 0,97
Paracetamol 24 22 1,29
Fenacetina ‘18 12 0,80
Antipirina 20 12 0,97
Aminopirina 16 11 0,064
Cafeina ' 24 10 1,29
o !
' i
Codeina g 18 15 0, %0 '




TABLA X

ELUCION CON ACIDO LACTICO EN ETANOL AL 1%o

Columna: K 15/30

Relleno: 6 g. de Sephadex LH-20
Vo = 8 c.c. Vg = 24 c.c.

o=l

Compuesto Vec.c. TVCWC. Kd
Acido salicilico 32 14 1,93
Aci@o(a?etil 42 13 2,74
salicilico
Salicilamida 53 16 3,63
Etoxibenzamida 32 13 1,93
Paracetamol 37 25 2,34
Fenacetina 35 20 2,17
Antipirina 28 17 1,61
Aminopirina 25 ° 20 1,37
Cafeina 37 14 2,34
Codeina 30 19 1,77 §




TABLA X1

ELUCION CON ACIDO LACTICO EN ETANOL AL 0,5%o

Columna: K 15/30

Relleno: 12 g. de Sephadex LH-20

Vo = 18 c.c. Vi = 48,5 c.c.

: CompuestF Vo C.C TV .C. Kd
!

Acido salicilico 40 13 0,95
A01QO'a?et11 47 16 1,22
salicilico

Salicilamida 53 15 1,46
Etoxibenzémida 37 12 0,83
Paracetamol L4 25 1,11
Fenscetina 34 14 0,71
Antipirina 35 21 0,75
Aminopirina 33° 15 0,067
Cafeina 45 20 1,15
Codeina 33 21 0,67
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de LH-20 y &cido lactico al 0,5 %o. Simultdneamente

T., se modifica también como consecuencia de las ma-

v
yores adsorciones que tienen lugar.

Con respecto a las Kd, su variacién con la -
masa de gel no es muy significativa; sin embargo, -
la influencia de la concentracidén del acido ldctico
es fundamental, hasta el punto de que al duplicar -
su concentracidn se obtienen valores que, en la ma-
yor parte de los casos, superan el doble de los ob-

tenidos con la concentracién de 0,5%o.

~ A fin de observar con claridad las posibili-
dades separativas, en las figuras n® 33, 34 y 35,se
han representado los intervalos en que se eluyen -
los diferentes productos, de manera semejante a co-
mo se hizo en el apartado anterior. Los pares de --

sustancias que ahora se consigue separar son:

a) Con 6 g. de LH-20 y dcido ldctico al 0,05%o
Salicilamida - Codeina
Salicilamida - Aminopirina
Salicilamida - Antipirina
Salicilamida -~ Etoxibenzamida

Salicilamida - Fenacetina
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fo.

b) Con 6 g. de LH-20 y 4cido ldctico al 1%o0

Salicilamida - Codeina
Salicilamida - Aminopirina

f Salicilamida ~ Antipirina

/ Salicilamida - Etoxibenzamida

} Salicilamida -~ Fenacetina

| Salicilamida - Cafeina
Salicilamida - Acido Salicilico

Acido acetil
salicilico - Aminopirina

Acido acetil
salicilico -~ Antipirina

c) Con 12 g. de LH-20 y 4cido ldctico al 0,5 %o

Salicilamida - Codeina
Salicilamida - Aminopirina
Salicilamida - Antipirina
Salicilamida - Etoxibenzamida
Salicilamida - Fenacetina

Salicilamida - Acido acetil salicilico -

Es decir, con el eluyente de 4cido lactico al
0,5%0 las posibilidades separativas se incrementan -

discretamente al incrementar la cantidad de relleno,



aun cuando sin duda, la mayor ventaja que de ello se
infiere no es el numero de sustancias que se separan,
sino el que la resolucidén conseguida en las separa--
ciones es jmucho mejor. Sin embargo, al trabajar con

s . Ve

disoluciones de dcido ldctico al 1%o el nimero de se
| —
1
» | .
paraciones es mayor,ya que pueden fraccionarse hasta
12 pares de sustancias, aunque en algunos casos la -
P ’ q

resolucidén disminuya.
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Iv.5. SEPARACIONES CON TRIS EN ETANOL

IV.5.1. Eleccidn del Tris-hidroximetil aminometano

Para proporcionar un medio bdsico se eligid el
Tris-hidroximetil aminometano, denominado habitualmen
te TRIS, por tratarse de una base orgdnica. Sobre la
utilizaciodon del Tris en cromatografia de gel existen
multitud de antecedentes, aun cuando siempre en medio
acuoso y como agente tamponante (147) (148) (149) .En
este caso se utiliza sélo como base, y no como estabi
lizador de pH, con objeto de alcalinizar el medio de
forma discreta, ya que con una base mds fuerte se fa-

voreceria la hidrdlisis del dcido acetil salicilico.

IV.5.2. Estabilidad de las sustancias en Tris en eta-

nol

El estudio de la estabilidad se realizd de ma-
nera similar a los casos anteriores, obteniéndose los
resultados que se indican en la Tabla XII. Al igual -
que en etanol se observa que el dcido acetil salicili

co es la Unica sustancia inestable (fig. 36).
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TABLA XII
ESTABILIDAD EN TRIS 0,05 M EN ETANOL

Valores de la absorcidén después de un tiempo

Compuesto (horas
0] 1 3 6 9 24
Acido salicilico| 0,565 } 0,565 |0,565 | 0,570 | 0,570} 0,565
Acido acetil 0,365 | 0,365 [ 0,360 | 0,365 | 0,360 | 0,365
salicilico .
Salicilamida 0,585 (0,585 0,580 | 0,585 0,585 0,580
Etoxibenzamida 0,825 10,825 10,825 0,820 | 0,820 | 0,825
Paracetamol 0,530 0,530 {0,530 | 0,530 | 0,525 0,525
Fenacetina 0,520] 0,520 | 0,525 0,525 0,520 0,520
| Antipirina 0,540 | 0,540 | 0,545 | 0,540 | 0,540 | 0,545
Aminopirina 0,430f 0,430 | 0,425 0,425 0,425 0,435
Cafeina 0,515} 0,515} 0,510 | 0,510 | 0,515 0,510
Codefna 0,290| 0,290 | 0,290 | 0,295 | 0,290| 0,290




IV.5.3. Resultados de la elucién

Utilizando como eluyente Tris 0,05 M en etanol,
y empleando disoluciones en el mismo, de cada una de
las sustancias en estudio, iguales en concentracién y
cuantia a las que se indican en la Tabla IV, se reall
zaron dos series de ensayos que se diferencian entre
si por la cantidad de Sephadex LH-20 contenido en 1la
columna: en un caso 6 gramos y en otro 12 gramos. El
resto de las condiciones operativas se mantienen --

constantes.,

Los resultados obtenidos se recogen en las Ta-
blas XI1I y XIV. Las curvas de elucidn (fig. 37 a 39)
siguen conservando una buena simetria y los solutos
se recogen en un sélo pico, lo que indica que no exis
te descomposicidén en la columna. Como al estudiar la
influencia del &dcido léctico se observd que las posi-
bilidades separatiVas aumentan con la concentracidn -
del electrolito, se utilizdé ahora, desde el principio,
una concentracién elevada de Tris, (0,05 M). La solu-
bilidad de Tris en etanol, a la temperatura ambiente,
es de unos 10 g./1 por lo que la concentracién emplea

da fué la maxima posible.
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TABLA XIII

ELUCION CON TRIS 0,05 M, EN ETANOL

Columna: K 15/30

Relleno: 6 g. de Sephadex LH-20

Vo = 8 c.c. Vg = 24 c.c.

Compuestof Ve T, c.c. Kd
Acido salicilico 24 14 1,29
Aci@o!a?etil 20 16 0,97
salicilico
Salicilamida 27 13 1,53
Etoxibenzamida 20 12 0,97
Paracetamol 21 13 1,05
Fenacetina 20 12 0,97
Antipirina 19 14 0,89
Aminopirina 17 12 0,73
Cafeina 23 13 1,21
Codeina 19 10 0,89




TABLA X1IV.

ELUCION CON TRIS 0,05 M EN ETANOL

Columna: K 15/30
Relleno: 12 g. de Sephadex LH-20
Vo = 15,5¢c.c.Vy = 4L c.c.

Compuestﬂ V,c.c. I, c.c. Kd
Acido salicilico 40 18 0797
Aci@o'a?etil 34 99 0,73
salicilico
Salicilamida 52 13 1,44
Etoxibenzamida 40 12 0,97
Paracetamol 42 24 1,04
Fenacetina 38 16 0,89
Antipirina 37 17 0,84
Aminopirina 33’ 14 | 0,69
Cafeina 48 14 1,28
Codeina 37 13 0,84
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Las variaciones de los Vg, y de los Ty, con -
respecto a las obtenidas en etanol puro, son poco -
acusadas, tanto en la serie realizada con 6 gramos -
como en la de 12 gramos de Sephadex, aunque las posi
bilidades separativas son mayores en la segunda. Los
valores de Kd son también prdcticamente andlogos en
las dos series, y, en general, comparativamente meno
res que los hallados con etanol sin adiciones. Esto
explica, como puede deducirse de los graficos de las
figuras 41 y 42, que en la columna de 6 gramos de --
Sephadex los resultades de la separacidén sean total-
mente negativos, incluso peor que con etanol puro, -
mientras que en la de 12 gramos se pueden separar --

los siguientes pares de compuestos:

Salicilamida - Acido acetil salicilico
Salicilamida - Codeina

Salicilamida - Aminopirina
Salicilamida - Antipirina

Salicilamida - Etoxibenzamida

Salicilamida - Fenacetina

Los pares de sustancias separados son practi-
camente los mismos que cuando se utiliza dcido léacti
co como electrolito, con la desventaja de que en al-

gunos disminuye la rcsolucidn.



84,

IV.6, DETERMINACIONES CUANTITATIVAS

IV.6.1, Gridficas de calibrado

De la forma habitual, es decir, mediante la pre
paracidén de patrones, se han determinado las grificas
de calibrado de las diferentes sustancias que se sepa
ran en etanol o en etanol-ldctico, que como se vié an
teriormente, en grupos de dos, son todas las estudia-
das. Las medidas espectrofotométricas se realizan con
un aparato Beckman D-B - G-D . Todas las gréficas -
de calibrado son lineas rectas dentro de los interva-
los de concentracién que se indican en la Tabla XV, -
por lo que en ésta se incluyen las ecuaciones de pro-
porcionalidad entre la concentracidn y absorcién a --
partir de las cuales se realizan posteriormente las -
valoraciones cuantitativas. En la misma Tabla XV se =~
indica la desviacién estandar para los limites mdximo
y minimo del intervalo, calculada mediante diez deter
minaciones que comprenden el proceso completo de cro-

matografia y espectrofotometria.

Se ha prescindido del sistema etanol-Tris por

ne aportar ninguna mejora .sobre el etanol puro o el =-

etanol-lactico.



TABLA XV
ECUACIONES DE CALIBRADO EN ETANOL Y EN ETANOL-LACTICO

Intervalo de validez

teuacidn de caiiorade

Coeficiente de

Doovlautdn volaunda pata

rompueste S A o A e Bk
*x Aeldo salieflleo | 10 30 |y = 0,009+25,14 x | 1,000 0,101 0,258
=z 221?21?§i2ii=278 20 - 80 |y = 0,022+13,25 x 1,000 0,229 0,439
X SaliCilamidi=302 10 - 40 |y = 0,072+31,50 x 0,989 0,100 0,279
x Salicilamida _ | 10 - 40 |y =129 x 1,000 0,091 0, 244
Tx EtOXibenzamiiigz 5-20 |y=0,026440,50 x 1,000 0,053 0,187
T lmecetmoligs | 2020 |y nommmosx | Lo | o0 L 0,202 ..
x ParacetamolA=250 5 - 20 y = 0,085495 x 1,000 0,052 0,211
zx Fenacetina A=250 5 - 20 y = 0,040+92 x 0,999 0,049 0,195
xx Antipirina , o 5-20 |y =0,004+49,50 x 0,995 0,036 0,176
xx Aminopirinax=269 5 - 20 y = 0,003+36,50 x 1,000 0, 044 0,189
zx Cafeina \=273 5-20 |y =0,042+49 x 1,000 0,049 0,193
zx Codefna N=85 | 20 - 80 |y = 0,010+10,50 x 0,997 0,191 0,456
= etano




IV.6.2. Andlisis de mezclas sintéticas

En medio etanol se han preparado tres mezclas sin
téticas de salicilamida y paracetamol,con cantidades va-
riables de cada una de las sustancias. Seguidamente se -
indican los resultados obtenidos en la separacién y de--

terminacidén cuantitativa de los mismos,observando que el

error relativo se encuentra dentro de la desviacidén del
método determinada.
TABLA XVTI
SALICILAMIDA PARACETAMOL
Cantidzd Cantidad Error Cantidad Cantidad Error
pasta encontrada A Relativo puesta encontrada A felativo
Mg A9 A Ay Mg it
1000 994 -6 0,6 250 247 -3 1,2
1000 989 ~-11 1,1 | 1000 991 -9 0,9
250 252 +2 0,8 1000 1003 +3 0,3

De forma semejante se han preparado muestras sin-
téticas,en 4cido l4ctico en etanol al 1 %o, de Salicilami

da - Codeina ; Salicilamida - Aminopirina ; Salicilamida -



O/ .

- Antipirina ; Salicilamida - Etoxibenzamida ; Salicila
mida - Fenacetina ; Salicilamida - Cafeina ; Salicilami-
da - Acido salicilico ; Acido acetil salicilico - Amino-

pirina y Acido acetil salicilico - Antipirina.



TABLA XVII

SALICILAMIDA CODEINA
Cantidad Centidad Ervor Cantidad | Cantidad Error
puesta encontrada Relativo puesta encontrada Relativo
My Mg /4 A9 9 Z
1000 992 0,8 500 495 5 1,0
1000 997 0,3 2000 1985 15 0,75
250 247 1,2 2000 1981 19 0,95
TABLA XVIII
SALICILAMIDA AMINOPIRINA
Cantidad Cantldad Error Cantidad | Contidad Erpor
puesta encontrada Relativo | puesta | encontrada Relativo
Mg A % A9 Ay Z
1000 993 0,7 125 127 2 1,6
1000 997 0,3 500 497 3 0,6
250 248 0,8 500 499 1 0,2
TABLA XIX
SALICILAMIDA ANTIPIRINA
Cantidad Cantidad Error Cantidad | Cantidad Error
pugsta enconirada Relativo pussta | encoptrada Felativo
J A b A9 A3 %
1000 1 994 0,6 | 125 | 123,5| 1,5 | 1,2
1000 992 0,8 500 496 4 0,8
250 251 0,4 500 497 3 0,6




TABLA XX

SALICILAMIDA ETOXIBENZAMIDA
Cantidad Cantidad Error Cantidad Cantidad Error
pyesta encontrada Relativo puesta encontrada Relativo
Ha A A Ay Mg z
1000 994 0,6 125 123 ,
1000 997 0,3 500 496 4 s
250 247 1,2 500 493 ’
TABLA XXI
SALICILAMIDA FENACETINA
Cantidad Cantidad Error Gantidad Lantidad Ervor
pusta encontrada Relativo puzsta enconbreda Relativo
Ay Mg A Mg Ag
1000 992 0,8 125 124 1 0,8
1000 993 0,7 500 495 5 1
250 248 0,8 500 496 4 0,8
- TABLA XXII
SALICILAMIDA CAFEINA
Canttdad Cantidad Error Cantidad Cantidad Error
puzsta encontrada Relativo pussta encontrada Relativo
g g Z A3 Mg z
1000 998 0,2 . 125 124 1 0,8
1000 | 1001 0,1 500 497 3 0,6
250 247 1,2 500 494 6 1,2




TABLA XXIII

SALICILAMIDA ACIDO SALICILICO
Contidad Cantidad Errdr Cantidad Cantidad Error
puasia encontrada Relativo puesta encontrada Relativo
A M3 /] My M9 :
1000 996 4 0,4 250 247 3 1,2
1000 | 989/| 11 1,1 | 750 | 748 2 0,3
|
250 249; 1 0,4 750 744 6 0,9
TABLA XX1IV
ACIDO ACETIL SALICILICO AMINOPIRINA
Cantidad Cantidad Error Cantidad Cantidad Error
puasta encontrada Relativo pussta encontrada Re]itivn
Mg Ag A Mg Mg b
4000 3960 40 1 125 123 2 1,6
4000 3952 48 1,2 500 495 5 1
1000 986 14 1,4 500 . 497 -3 0,8
TABLA XXV
ACIDO ACETIL SALICILICO ANTIPIRINA
Cantidad Cantidad Errar Caniidad Cantidad Errop
puzsta encontreda Relativo puzsta | encontrada Relstivo
24 M3 % A3 M9 7
4000 3962 38 0,95 125 124 1 0,8
4000 3964 36 0,90 500 495 5 1
1000 989 11 1,1 500 498 2 0,4




V. SEPARACIONES EN MEDIO ISOPROPANOL




V.1l. ELECCION DEL DISOLVENTE

En el capitulo anterior se ha comprobado que, -
en medio etandlico, el efecto aromdtico es muy poco -
acusado y, consecuentemente, las separaciones que se
logran son muy reducidas. Por otra parte, se disponia
de antecedentes bibliogrédficos sobre la existencia del
citado efecto en el isopropanol (138), aun cuando en -
menor cuantia que en agua. Por ambas circunstancias se
estimé procedente estudiar las posibilidades separati-
vas en isopropanol, lo que a su vez permitiria poder -
comparar los resultados obtenidos en dos alcoholes cu-
yas constantes fisicas son bastantes parecidas entre -

si, y no demasiado diferentes a las del agua.

En las Tablas de constantes de manejo habitual
no figura la solubilidad en isopropanol de las sustan-
cias a separar; sin embargo, por via experimental, se
comprobd que todasberan suficientemente solubles para
poder preparar disoluciones de concentracidn idéntica

a las utilizadas en la experimentacidn con etanol.



V.2. ESTABILIDAD DE LAS SUSTANCIAS EN ISOPROPANOL PURO
Y CON ADITIVOS DE ACIDO LACTICO Y DE TRIS

Con la misma sistemdtica seguida en el caso del
etanol se realizd el estudio de la estabilidad de las
diferentes especies a separar disueltas en isopropanol,
asi como la de las disoluciones frente al soporte de -

separacidn LH-20,

Se realizaron tres series de ensayos: una con -
isopropanol puro, otra con isopropanol que contiene --
dcido ldctico en concentracién al 1%y otra tercera --
con isopropanol que contiene Tris en concentracidén --

0,05 M.

Efectuados los registros del espectro U.V. de -~
las diferentes sustancias para tiempos diferentes den-
tro de un intervalo comprendido entre cero y 24 horas,
contadas a partir del momento de la preparacidn de las
discluciones, se comprueba que todas son estables excep
to el dcido acetil salicilico que se descompone en &ci
do salicilico. Con el fin de simplificar en las Tablas
XXVI,XXV1I y XXVIIIfiguran las medidas de la absorcidn
efectuadas a los diferentes tiempos, a la longitud de

onda mds adecuada para cada una de las sustancias.Como



TABLA XXVI
ESTABILIDAD EN ISOPROPANOL

Absorcidén después de un tiempo:
(horas)

Compuesto
0 1 3 6 -9 24

Acido salicflicd 0,594 |0,594 | 0,597 {0,599 | 0,597 | 0,592

- - |
éziggiiiigll 0,652 | 0,652 | 0,659 0,659 | 0,657 | 0,650
Salicilamida 0,600 | 0,600 | 0,605| 0,603 | 0,602 | 0,603

Etoxibenzamida | 1,012 | 1,012 { 1,010/ 1,011 | 1,012 | 1,012

Paracetamol 0,875 | 0,875 | 0,880| 0,879 | 0,878 | 0,879
Fenacetina 0,852 | 0,852 | 0,852| 0,854 | 0,854} 0,855
Antipirina 0,517 | 0,517 | 0,521| 0,520 | 0,518 0,520
Aminopirina 0,420 | 0,420 | 0,422| 0,424 | 0,422| 0,420
Cafeina 0,460 | 0,460 | 0,463| 0,462 | 0,463| 0,462

W
(O8]
(@}

Codeina . | 0,538 | 0,538 0,538 o, 0,535| 0,535




TABLA XXVII

ESTABILIDAD EN ACIDO LACTICO EN ISOPROPANOL 1 %o

Absorcidn después de un tiempo:

Compuesto (horas)
0 1 3 6 9 24

Acido salicilicol 0,589} 0,589 0,589 0,592| 0,592 0,590
Acido acetil 0,612 | o,612| 0,617 0,617| 0,616| 0,614
salicilico

Salicilamida 0,605] 0,603 0,603 0,605}f 0,605| 0,605
Etoxibenzamida 0,500 0,502 0,502f 0,504 0,504{ 0,500
Paracetamol 0,892} 0,894 0,894 0,894( 0,893] 0,892
Fenacetina 0,870 0,870y 0,872 0,874 0,874 0,871
Antipirina 0,502 0,503 0,503} 0,503{ 0,502} 0,502
Aminopirina 0,435 0,431 0,433} 0,435] 0,435 0,435
Cafeina 0,451 0,451} 0,451} 0,451 0,450 0,451
Codeina 0,531} 0,531} 0,533} 0,533} 0,532, 0,532

M

0 TR N T Yoy e e
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ESTABILIDAD EN TRIS 0,05 M EN ISOPROPANOL

TABLA XXVIII

Absorcién después de un tiempo:

Compuesto (horas)
0 1 3 6 9 24
Acido salicflico| 0,598 | 0,598 | 0,598 | 0,598 | 0,560 | 0,598
Acido acetil 0,522 | 0,524 | 0,527 | 0,527 {0,532 | 0,536
salicilico .
Salicilamida 0,605 | 0,605 0,605 0,605 0,605 | 0,605
Etoxibenzamida 0,510 | 0,511§ 0,511 | 0,513} 0,512 | 0,509
Paracetamol 0,462 | 0,462| 0,464 | 0,464 0,466 | 0,465
Fenacetina 0,451 | 0,450 0,451 0,452} 0,452 | 0,450
| Antipirina 0,520 0,521| 0,521 | ©0,520| 0,521 | 0,520
Aminopirina 0,431 0,433 0,432} 0,433 0,433 0,431
Cafeina 0,473 0,474| 0,476 0,476| 0,476 | 0,472
Codeina 0,544} 0,544 00,5441 0,546] 0,548 0,545




ya se indicé en la serie del etanol esta medida,que

en general es vadlida para un estudio de estabilidad,
en el caso del acetil salicilico no es suficiente ya
que el salicilico presenta también absorcidén en la -
longitud de onda del mdximo del acetil salicilico --
por lo que este no disminuye a pesar de que se des--
componga. Por lo tanto en el caso del &cido acetil -
salicilico se incluyen los espectros totales del mis
mo, en isopropanol puro y en isopropanol tris, en --
los que se puede observar que la descomposicidn en -
isopropanol puro fig. 43 es muy pequeiia, mientras --
que en isopropanol Tris fig. 44 es tan fuerte que a
las veinticuatro horas prdcticamente ha desaparecido
la totalidad del Aacido acetil salicilico. No se han

recogido los espectros U.V. de las disoluciones de =~
Acido acetil salicilico en isopropanol con écido'lég
tico porque todos ellos son idénticos, confirméndose
asi los resultados obtenidos en etanol acerca de la

accibén estabilizante del 4cido l4ctico sobre el aci-

do acetil salicilico.

Asimismo, y por andlogo procedimiento, se com
prueba que las disoluciones son estables al pasar a
través del soporte LH-20 y que, incluso, el dcido ==
acetil salicilico no experimenta mds transformacio--

nes que las debidas al propio medio.
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V.3. SEPARACIONES EN ISOPROPANOL PURO

Se prepararon disoluciones en isopropanol de -
las diferentes especies en estudio de concentracidén -
idéntica a las de etanol. Se utiliza una columna de -
12 gramos de Sephadex LH-20, por ser el caso en el --
que mejores resultados se habian conseguido en etanol,
a la que se incorporaron,asimismo,volumenes de cada -
una de las disoluciones iguales a las utilizadas en -

la serie del etanol (véase Tabla 1IV).

En la Tabla XX1IX se recogen los valo-
res de Vg, Ty, y Kd obtenidos que, en principio, no --
son demasiado diferentes de los obtenidos en etanol.
La analogia de los valores de Kd prueba que la reten-
cidén es muy similar en los dos tipos de alcoholes.Sin
embargo, en los Ve se observan diferencias, que, aun-
que no son acusadas, resultan significativas para los
casos de etoxibenzamida, paracetamol, fenacetina, &aci
do salicilico y salicilamida. Para los tres primeros
los Vg disminuyen un poco, mientras que aumentan, tam
bién de forma muy ligera, para los dos dltimos.Bastan
estas pequefias modificaciones de los valores de V, pa

ra que se aumenten, de forma sustancial, las posibili



TABLA XXIX

ELUCION CON ISOPROPANOL

Columna: K 15/30
Relleno: 12 g. de Sephadex LH-20
Vi = 46,8c.c.V, = 15,5 c.c.

Compuesto Vg c.cC. T, c.c. Kd
Acido salicilico 68 33 2,18
Acido acetil 43 15 1,14
salicilico .
Salicilamida 63 24 1,97
Etoxibenzamida 40 15 1,02
Paracetamol 38 19 0,93
Fenacetina | 32 14 0,68
Antipirina 35 18 0,81
Aminopirina 37" 14 0,89
Cafefna 53 15 1,55
Codefné : YA‘ 47 16 1,09




ndadi gl

dades de separacidén. En efecto en la fig. 45 se puede
observar que si bien sdlo se logran separar pares de
sustancias, el conjunto de posibilidades que se ofre-

ce en medio isopropanol puro, es:

Acido salicilico - Acido acetil salicilico
Acido salicilico - Etoxibenzamida
Acido salicilico - Paracetamol

Acido salicilico - Fenacetina

Acido salicilico - Antipirina

Acido salicilico - Aminopirina

Acido salicilico - Codeina
Salicilamida - Acido acetil salicilico
Salicilamida - Etoxibenzamida
Salicilamida - Paracetamol
Salicilamida - Fenacetina

Salicilamida - Antipirina

Salicilamida - Aminopirina
Salicilamida - Codeina

Cafeina -~ Fenacetina

Cafeina - Antipirina

Cafeina - Aminopirina

Es decir, las modificaciones de V,, aun siendo peque-
flas, son suficientes para conseguir once separaciones més

que en etanol.



V.4. SEPARACIONES CON ACIDO LACTICO 17 EN TSOPROPANOL

En la Tabla XXX se recogen los valores para Vg
Ty v Kd,que son iguales o menores a los obtenidos con
isopropanol puro. En la fig. 46 se observa que los pa

res de sustancias separables son:

Salicilamida - Etoxibenzamida
Salicilamida - Fenacetina
Salicilamida - Antipirina
Salicilamida - Aminopirina
Salicilamida - Codeina

Cafeina - Antipirina
Cafeina - Aminopirina

Cafeina - Fenacetina

Son,pues,notablemente inferiores en nimero a -
los conseguidos con isopropanol puro e incluso con =~
etanol-4cido ldctico. Comparativamente con este dlti-
mo, ahora es posible separar cafeina de antipirina, -
aminopirina y fenacetina; pero estas tres posibilida-
‘des se ofrecen igualmente con isopropanol puro. En re
sumen, la incorporacidén de &cido lactico disminuye po
sibilidades, pues la ventaja de inhibir la descomposi
cién del 4cido acetil salicilico pierde todo su senti

do al ser inviable su separacidn.
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TABLA XXX
ELUCION CON ACIDO LACTICO EN ISOPROPANOL AL 1%o

Columna: K 15/30
Relleno: 12 g, de Sephadex LH-20

Ve = 46,8c.c. V) = 15,5 c.c.

Compuesto Ve C.C. Tv,c.c. Kd
Acido salicilico 48 16 1,34
Acido acetil 42 14 1,09
salicilico
Salicilamida 55 18 1,63
Etoxibenzamida 39 14 0,97
Paracetamol 39 18 0,97
Fenacetina 32,5 15 0,70
Antipirina 34 17 0,76
Aminopirina 33 14 0,72
Cafeina 50 12 1,43
Codeina. 41,5 13 1,07




V.5. SEPARACIONES CON TRIS 0,05 M EN ISOPROPANOL

Operando en idénticas condiciones que en todos
los casos anteriores, se han obtenido los valores de
Ve » Ty y Kd que se recogen en la Tabla XXXI.Puede ob

servarse que son muy parecidos a los de isopropanol
ldctico. En la fig. 47 se observa claramente que las
separaciones posibles quedan reducidas a los siguien

tes pares de sustancias.

Salicilamida - Fenacetina
Salicilamida - Antipirina
Salicilamida - Aminopirina
Salicilamida - Codeina

Cafeina - Aminopirina

Son, pues, menores en numero que en los casos
del isopropancl - lactico o del etanol Tris y, conse-
cuentemente, inferiores a los del isopropanol puro,
sin que tampoco aparezcan pares de sustancias cuya -

e /7 . . . » 0
separacién no fuera posible en isopropanol sin aditi

VvOS.



TABLA XXX1

ELUCION CON TRIS 0,05 M EN ISOPROPANOL

Columna: K 15/30

Relleno: 12 g, de Sephadex LH-20

- NS

Vi = 46,8c.c. V, = 15,5 c.c.

Compuesto Vo C.Co T, ¢.C. Kd
Acido salicilico 49 34 1,39
Acido acetil 50 27,5 1,43
salicilico
Salicilamida 59 20 1,80
Etoxibenzamida 42 18 1,09
Paracetamol 42 22 1,09
Fenacetina 37 15 0,89
Antipirina 33,5‘ 15 0,74
Aminopirina 31 13 0,64
Cafecina L4 17 1,18
Codeiné 41 23 1,05




A TR 8 SR N RS 1 RO S BT e S PR L4l s 5 o8 Y {1 T A" A AR 3£ B T Al Bt o 800 PE VAT

i o e £ ot e s o e
! . . . : .
: ; f ; :
: : : ‘ !
. : ‘ ;
i . . - . W e S - " -
i . ! i
: i : ! P i :
; i : i i i
; ' EE I3 -
: : ! [ :
i : ]
; ! : | i
i . !
‘ L ST
B R { . v
‘ ! i*.u;'-)’u;v.
: i : . ;
‘ , ; a e : ; _
e i 16 e s e e 0 - B - - 4= - e j . o
§ K1) IR A4 o BRI Y] 70
A CNTY : i : ‘ ;
! : L I3 !
; | T . - ~ |
o tea s . . i o . T2 St : i
H .
] < | ; | z i
i : D e -f
; YO RO ; i :
; i : ) i :
; Lo i }
' ; : ; MDA : ' :
; : NPT : !
; i H : ; : ; ;
‘ | : EEOMINENZ ANVIDA ; : ‘ ; : i ;
- : i v e s e e e - ; : i , E ;
. : I ! : ! :
; . ! i :
; ! i i i H
R e SR
! t ! ; :
1 i H i . i
! : : i : B . 1
: ) ; : : ; :
H H H H
|
. ; i ! : i
: ; : i : Lit- 20, 12
; : ! ' a . i tictico 1 ‘ljfﬁ()
! : { : : :
! ;
i ! '
R - £ : 1 . 4 L .
£ - 5 - phana
4] . i 1u ‘ . ; ' 50 i [ 7 z :
: , : ; | t ; ' i | ; ! :
Vo, e : ' i ; ¢ : i !
v . raomas v
: . ) : : ;
‘ t i . ; : ‘ i
i . i : Fiel 46 H i i :
i B ! H ! N N H H i v
) i i ' . ! :
: : H . i 1 ' |
; A ' ) : ! t f : : ‘ ;
. ! i § H : : t H i ‘ ;
: i ; | O SATICH IO : ) ! : } .
. ! ; ! CPHOSALICI OO : i
; ! | . : : 1
; ] - 5 : \
; i ; ' ! ;
! H : ! S TCH AMIDA ' ‘ ; !
. : C Ll temmmmamm s e s e e st < - ; ! 5 X
j : i LN ASHNA ’ ; 1
: : i g : ; ; .
! ! i Sy A i : i :
i . { L ’ .')l\’(v'k i
' ' ; e e it e B 39 ! o . - % .
‘ : ; | i :
} i * ' ; } ' !
v ; 2 - i f
; ; : i ANTIPIRIN A : i : i )
: , : TR AL, . .y ! . . : i
H H i H
: i ; : !
H N s - 5
T | ; o : 7 1H - 206 ;
| : i A ContiaNa : : . . ;
i : i - B : i : Ty 0,65 M
; : ! ;
I 1 : ;
! § s o o 1 b mrn oo e atn ramra s 2
: ST o AD . hi (B3] o
i i i . i : :
; | ;
Ve, ce , ! i . |
Lo i A A T R R SRR e 5 T3 AR 14T PN £ SN ca o ek
i i ‘ t . .
: i . | }
f X ; . Fig. A7 !
! : i ; ' : i : : ‘
-1 b i -



e NS

V.6. DETERMINACIONES CUANTITATIVAS

V.6.1. Graficas de calibrado

A la vista de los resultados obtenidos en la
separacidén, las determinaciones cuantitativas se 1li-
mitan a isopropanol sin adiciones. En la Tabla XXXII
se recogen las ecuaciones de valoracidén en este me--

dio de cada una de las sustancias en estudio.

Para el 4cido acetil salicflico también es vi
lida la ecuacidn de valoracidn propuesta, si bien el
resultado estd afectado de un error por defecto debi
do a la descomposicién que tiene lugar durante el --
tiempo que se invierte en el proceso cromatogrifico.
Para subsanar ese error se utiliza un factor de co-
rreccién obtenido del estudio cinético de la descom-
posicién. En la Fig. 48 se representa la des--
composicidn del 4cido acetil salicflico en funcién -
del tiempo durante las veinticuatro horas del estu--
dio inicial de estabilidad y en la Fig. 49 la des--
composiciédn porcentual del 4cido acetil salic{lico -
durante las tres primeras horas. De esta Gltima gra-

fica puede deducirse que el factor de correcciédn, en



TABLA XXXII

ECUACIONES DE CALIBRADO EN

ISOPROPANOL

Intervalo de validez

Ecuzcidn de calibrade

Coaticiente do

Dasviacifn estandar para

Compuesto cnprabads, pup.i. X = f:‘;'mcen?::a:’lén R/ ., cerrelzcién Uinite afnine Linte 285m0

y = Adserciln del intervalo dei intervalo

Acido Salinli§2306 10 - 30 |y = 0,072+25,286 x| 1,000 0,901 0,261
§;§§Z£i§§§il \ep75| 20 - 30 |Y = -0,035+13,25 x| 0,999 0,197 0,415
salieilamica . I 10 - 40 |y = -0,012+29,5 x 1,000 0,083 0,265
Etoxibenzamida; o, 5-20 |y = -0,03:+41,5 x 1,000 0,049 0,189
Faracetamol 12250 5-20 |y =-0,098+97 x 1,000 0,053 0,198
Fenacetina r=59 5-20 |y =-0,040+92 x 0,999 0,051 0,203
Antipirina °=274 5-20 |y =-0,117+60 x 0,995 0,047 0,192
Aminopirina 32979 5-20 |y = -0,190+36,5 x 1,000 0,039 0,178
Cafeina Ae276 5- 20 |y = -0,007+46 x 0,999 0,046 0,187
Codeina im88 20 - 80 y = -0,04+10,125x 1,000 0,188 0,411
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nuestro caso, es de 1,023 ya que el tiempo empleado

en el proceso es inferior a una hora.

V.6.2. Andlisis de mezclas sintéticas

Dado el gran nimero de pares de sustancias que
es posible separar en este medio, no se ha realizado
el andlisis de todos ellos, sino que se ha prescindi-
do de las mezclas separables en etanol, ya que como,
en general, las sustancias son m4ds solubles en cste -
disolvente, su empleo resultaria mds adecuado.También
se ha prescindido de aquellos pares en que interviene
el 4cido salicflico con otra sustancia, puesto que el
salicflico, por sf mismo, no debe encontrarse en las

mezclas analgésicas.

De los pares de sustancias restantes se han =--
preparado tres mezclas de cada uno y los resultados =

obtenidos se recogen en las tablas XXXIII a XXXVII.



TABLA XXXIIIT

ANTIPIRINA CAFEINA
zntidad Cantidad Error Cantidad 1idad Error
mesta encontrada Relativo pussta |encontrada Relativo
My My A Mg A %
250 252 2 0,8 5000 1989 -11 0,55
1000 995 -5 0,5 2000 2000 0 0
1000 992 -8 0,38 500 502 2 0,4
TABLA XXXIV
AMINOPIRINA CAFEINA
Cantidad Cantidad Error Cantidad Cantidad Error
puasta enconirada felativo puasta enconirada Relalivo
M7 Mg % Ao A %
250 248 -2 0,8 2000 1983 -17 0,85
1000 1007 7 0,7 2000 1996 -4 0,02
1000 998 2 0,02 500 494 -6 1,2
- TABLA XXXV
FENACETINA CAFEINA
Cantidad Cantidad Error Cantidad Cantidad Error
pesta encoptrada Relativo pussta | encontrada Relativo
A3 A4 4 /4 A Z
250 247 -3 1,2 2000 1983 ~-17 0,85
1000 996 -4 0,4 2000 1998 -2 0,01
1000 992 -8 0,8 500 496 4 0,8




TABLA XXXVI

ACIDO ACETIL

SALICILICO SALICILAMIDA
Cantided Contidad Error Cantidad Cantidad Error
puesta encontreda Pelativo pussta encontrada Relatiw
Ay Ay z M3 A9 Z
4000 3882 -118 2,95 500 519 19 3,8
4000 3876 -124 3,1 2000 2058 58 2,9
1000 977 ~23 2,3 2000 2034 34 1,7
TABLA XXXVII

ACIDO ACETIL SALICILICO ACIDO SALICILICO
Canlidad Cantidad Error Ceanlidad | Cantidad Error
puzsta encontrada Relativo puzsta | encontrads Relativo
Mg M3 yA Ha A z
4000 3888 -112 2,8 1000 969 31 3,1
4000 3894 -106 2,65 | 3000 2925 75 2,5
1000 976 -24 2,4 3000 2934 66 2,2
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VI.l. SOLUBILIZACION EN MEDIO ACUOSO

VIi.l.1l. Solubilizaclidn en medio Acido

!

Tanto‘en etanol como en isopropanol los Kd obte-
nidos para pérte de las sustancias son superiores a la
unidad, debiao, en unos casos, a su naturaleza aromdti-
ca y, en otros, a la existencia de heterociclos. Era, -
pues, muy probable que la retencidn y las posibilidades
separativas se favorecieran en medio acuoso; sin embar-
go, este medio se habfa soslayado inicialmente por la -
escasa solubilidad en el mismo de las sustancias objeto
de este estudio, No obstante, es sabido que la disolu--
cifn en agua de sustancias orgdnicas, habitualmente in-
solubles en este medio, puede favorecerse por dos proce

dimientos:

a) por la adicién de otras sustancias orgédnicas,

solubles en agua

b) por la previa disolucién de las mismas en =~
otros disolventes, que a su vez sean miscibles

con el agua.

El dcido l&ctico reune la doble condicidn de ser

Fa - - - - - .
soluble en agua y ser disolvente de antipirina, amincpi



A R

rina, cafeina y codeina. Por ello, para obtener diso-
luciones acuosas de estas sustancias se toman de 50 a
100 mg de las mismas, se disuelven en 1 c.c. de &cido
ldctice y se diluyen con agua hasta el volumen desea-
do. Por otra parte, etoxibenzamida, paracetamol, fena
cetina, saﬁicilamida, dcido acetil salicilico y &cido
salicilicofse pueden disolver en etanoldcido ldctico,
1:1. A tal fin se toman, igualmente, de 50 a 100 mg -
de sustancia, se disuelven en 2 c.c. de la mezcla ==~
etanol-ldctico y sc¢ diluyen con agua. Se ha comproba-
do que, después de diluir con agua, basta una concen-
tracidén de léctico del 0,5 %o para que las sustancias

se mantengan en disolucién.

De esta manera se ha conseguido poner en diso-
lucién, en un medio précticamente acuoso, la totali--
dad de las sustancias objeto de estudio, con la venta
. ” . - 4 ~ -
ja de que, ademas, se encuentra en la disolucidn aci-
do l4actico, compuesto que, en etanol, se ha comproba-
do que ejerce una accién favorable para los fines pre

tendidos, aun cuando en isopropanol mno se mantiene.

VI.1l.2. Solubilizacidn en medio bdsico

El Tris hidroximetil amino metano, que por ser

&

sélido no puede emplearse como disolvente, es soluble
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en agua y permite, ademds, mantener las sustancias en
solucidén. El procedimiento seguido para ello consiste
en disolver de 50 a 100 mg de cada una de las sustan-
cias en 2 c.c. de etanol, diluyendo posteriormente --
con una disolucidn de Tris hasta el volumen deseado.
Se han utilizado disoluciones de Tris de concentracidn
0,01 M, 0,02 M, 0,1 My 0,12 M, Las disoluciones se -~

tamponan con &dcido clorhidrico, a pH = 7,5,



VI.2. ESTABILIDAD DE LAS SUSTANCIAS EN DISOLUCION
ACUOSA

VI.2.1l. Estabilidad en lactico al 0,5 %

De forma similar a como se realizd con los otros
medios disolventes, se ha estudiado la estabilidéd de
las sustancias tanto en el nuevo medioc como durahte.su
paso, en disolucidn, a través del soporte separativo.
En todos los casos, excepto en el del acetil salicili-
co, se ha comprobado que son estables. El dcido acetil
salicflico es también bastante estable, pues su hidré-
lisis comienza a apreciarse a las tres horas, lo que -
viene a confirmar la accién inhibidora del 4cido lécti
co, tal como habfa sido observado en los dos medios al

cohdlicos (Tabla XXXVIII)

VIi.2.2. Hidrélisis del dcido acetil salicilico en fun-

cién del pH

Ante la fécil hidrélisis del Acido acetil sali-
cilico, en especial en medio bisico, se realizd un es-
tudio de la estabilidad a distintos pH con objeto de -

definir el iIntervalo en el que la hidrélisis sca menos



ESTABILIDAD EN ACIDO LACTICO EN AGUA AL 0,5 %o

TABLA XXXVIII

Valores de la absorcién después de un tiempo:

Compuesto (horas)
0 1 3 6 -9 24

Acido salicflicd 0,520 0,520 | 0,520 0,520] 0,525 | 0,520
Acido acetil | 53410 530 | 0,530 0,535 0,535 | 0,530
salicilico f

Salicilamida 0,548 | 0,548 | 0,548 | 0,548 0,550 | 0,545
Etoxibenzamida 0,720} 0,725 | 0,720 0,725| 0,731 0,725
Paracetamol 0,690 0,695 | 0,700 O,700{| 0,700 | 0,690
Fenacetina 0,660| 0,665 | 0,665| 0,665 0,670 | 0,655
Antipirina 0,525| 0,530 | 0,530{ 0,530] 0,535 | 0,525
Aminopirina 0,420| 0,425 | 0,430 0,430] 0,430 | 0,425
Cafeina 0,540 0,540 | 0,545 0,548 0,545 | 0,540
Codeina "1 0,455 0,450 | 0,455] 0,460 0,460 | 0,455
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elevada, dentro del cual deberd operarse, posteriormen

te, en los ensayos de separacidn.

Para ello se prepararon disoluciones 0,05 M de
Tris de pH 4; 5,536,537 37,538 v 9 con dos concen-
traciones de &cido acetil salicflico: 25 y 50 ppm. El
pH se modificé mediante la adicidén de dcido clorhidri
co, antes de llevar la disolucidén a volumen requeri-

do en cada caso.

La descomposicidén se estudia espectrofotométri
camente y los resultados obtenidos aparecen en las =--
figs. 50 y 51 no existiendo diferencia entre las
muestras de 25 y 50 p.p.m. Como puede observarse en -
todos los casos se produce una descomposicién, crecien
te con el pH. Fsta descomposicidén a partir de una ho-
ra es lineal en funcidn del tiempo, mientras que en -
funcién del pH las curvas son de forma sigmoidea.Como
después se verd, el tiempo que se tarda en realizar -
el proceso cromatografico para el &cido acetilsalic{-
lico es de una hora, lo cual quiere decir que la des-
composicidén del &dcido acetil salicilico no resulta de
masiado elevada. Ahora bicen el estudio del comporta--
miento separativo de las sustancias en medio bdsico -
requiere efectuarse en el de menor basicidad posible,

es decir a pH 7-7,5, a fin de que la fraccidén hidro-
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lizada sea la menor posible. En la figura 52 se re
coge con mayor detalle la descomposicidén del &cido --
acetil salicilico a pH 7,5 con cbjeto de poder reali-
zar la correccidn cie proceda, debida a la hidrdlisis,
segin el tiempo invertido en la separacidén cromatogrd
fica. Se ob%erva que con una duracidén de hora a hora

y media el kactor de correccidén oscila entre 1,074 y

1,101. |

ApH 4y pH 5,5 existe también hidrdélisis, pe-
ro ahora cualitativamente mds acusada que cuando se -
opera con 4dcido lActico a estos mismos valores de pH.
Cabla pues pensar que el Acido ldctico manticne en me
dio acuoso una cierta accidén estabilizante o, por el
contrario,que el Tris favorcce la hidrélisis. Para -~
aclarar estos aspectos se realizd un nuevo estudio de
estabilidad a pH 3 utilizando los tres medios siguien
tes: TRIS ~ Ac, clorhfdrico, &cido clorhfdrico y &ci-
do ldctico. Los resultados se recogen en la fig. 53
observando que en la hidrélisis es pricticamente idén
tica con 4cido clorhidrico y 4cido l&ctico, y que por
tanto, para un mismo pH, el TRIS favorece la descompo

sicidn,

-3
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VI.3. SEPARACIONES EN MEDIO ACUOSO CON LACTICO 0, 5%o

La concentv~cidén de las soluciones, asi como
las partesfalicuotas empleadas de cada una para los
ensayos crdmatogréficos, son las mismas que en los -
casos anteriores (Tabla IV) excepto para los &4cidos
Salicilicovy acetil salicilico y la salicilamida, en
los que, debido al incremento de Ty, se emplean solu
ciones de concentracidn triple a la indicada en la -
citada tabla. Asimismo, y a fin de que las condicio-
nes operativas secan idénticas para poder comparar =-
los resultados, se utiliza la columna K 15/30 que --
pérmite el uso de 12 g. de Sephadex LH-20, Conviene
hacer notar que el Wy de este gel en agua es algo ma
yor que en alcohol, por lo que el volumen del gel mno
es exactamente igual, aunque si la masa. Operando --
con el flujo de 1,0 ec/min., el lecho de 12 g. de --
Sephadex no se compacta, y la cromatografia de la to
talidad de los productos se realiza en 5,5 horas, =--
tiempo que permite efectuar el andlisis en una jorna
da. Como ecluyente se utiliza una disolucidén acuosa -
de acido lactico al 0,5 %o ya que, como gueda indica

P
do, en este medio y a esa concentracidn las sustan--
cias a separar se mantienen disueltas.Los resultados

obtenidos se encuentran en la Tabla XXXIX.las curvas de



TABLA XXXTIX

ELUCION CON ACIDO LACTICO AL 0,5 %c¢EN AGUA

Columna: K 15/30
Relleno: 12 g. de Sephadex LH-20
Vo = 17 c.c. Vo = 44,2 c.c.

Compuesto Vg C.C. T, C.C. Kd
Acido salicilico 168 : 42 7,55
Acido acelil 195 60 8,90
salicilico
Salicilamida 185 50 8,40
Etoxibenzamida 114 32 4,35
Paracetamol 106 32 4,45
Fenacetina 115 31 4,90
Antipirina 54 20 1,85
Aminopirina 35 . 18 0,90
Cafgfna 54 20 1,85
Codeina 35 10 0,90
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elucidn presentan una buena simetrfa, no habiénsose

inclufdo por ser andlogas a las obtenidas en etanol e
isopropanol y no aportar ninglin dato complementario -
de interés, excep“c el citado. Los valores de V_ ofre
cen una notable dispersidén, sobre todo comparativamen
te con los|obtenidos en los medios alcohdélicos en pre

|

sencia de 4cido ldctico, lo que ya es Indice de una -
posible mayor eficacia en la separacidn. En cuanto a
los valores de T,, algunos se mantienen muy andlogos -
-cafeina, aminopirina, antipirina, paracetamol-, otros
se modifican discretamente =-codeina, fenacetina, eto-
xibenzamida-, existiendo un tercer grupo -&cido sali-
cilico, acetil salicflico y salicilamida- que se in--
crementan de manera muy considerable. Este mayor in--
tervalo de elucidn presupone, pues, que se ponen de -
manifiesto fuerzas de retencidn que no se aprecian en
los medios alcohdlicos. Pero aln son mds significati-
vos los valores de Kd: En efecto, mientras en etanol-
léctico oscilaban entre 0,67 -para codeina y aminopi-
rina- y 1,46 para salicilamida, ahora estdn comprendi
dos entre 0,9 para codeina y aminopirina y 8,9 para -
el dcido acetil salicflico, pudiendose distinguir los
cuatro grupos siguientes, en los que el efecto aromé~-

tico se incrementa de forma sucesiva:



Primer grupo

Segundo grupo:

Tercer grupo

Cuarto grupo

e

aminopirina y codeina, en los que pric

ticamente no existe efecto aromAtico.

integrado por antipirina y c~feina, en
los que el efecto aromdtico se aprecia
muy discretamente, ya que el valor de

Kd, en el caso de la antipirina pasa -~
de 0,75 en etanol-lictico a 1,85 en --
agua~-ldctico. Para la cafeina el incre
mento es un poco menor puesto que pasa

de 1,15 a 1,85 respectivamente.

formado por etoxibenzamida, paraceta--
mol y fenacetina, cuyos Kd en etancl -
lictico eran del orden de la uuidad, o
inferiores, y ahora adquieren valores

comprendidos entre 4,45 y 4,94 y

formado por Acido acetil salicflico, -
dcido salicflico y salicilamida, cuyos
Kd en etanol-lictico eran respectiva--
mente 1,22; 0,95 y 1,46, mientras que

ahora son 8,9; 7,55 y 8,4,

En la fig. 54 se¢ cbscrvan claremente los cua--

tro grupos, separables entre si. Dentro de cada grupo

las sustancias no son separables.
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Las posibilidades separativas aumentan en agua-
ldctico de manera considerable, pues mientras en eta=-
. (g
nol e isopropanol sdlo se conseguian separar pares de
sustancias, ahora se logran separar cuatro series. De
esta forma, y segin se deduce del esquema de la figu-
ra 55 el método es vdlido para separar hasta trein-

ta y seis grupos distintos de sustancias.,

Este notable incremento de las posibilidades se
parativas pone de manifiesto el escaso significado =~
del efecto aromdtico en los alcoholes frente al que -
se produce en agua, adn con baja concentracidn de -~

electrolito,

A pesar de todo, bhay que destacar que el tiem-
po invertido para la elucidn total del &cido acetil -
salic{lico es de 225 minutos (flujo de 1 cc/min), ini
cidndose la elucidén a los 165 minutos, tiempo durante

el cual se hidroliza en una proporcidén de 2,2 % .

Aungue los resultados obtenidos son aceptables,
se pensd en estudiar la influencia de una variable, -
todavia sin modificar a lo largo de todo el trabajo,

como es el relleno de la columna.

En las series del etarnol e isopropancl el em=-~

pleo del LH-20, como Unico soporte, cstaba plenamente
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justificado por su especificidad para medios organi-
cos, También estaba justificado el empleo de este mis
mo soporte en medio acuoso, supuesto que tiene un do-
ble cardcter 1ipo e hidréfilico. Ahora bien en medio
acuoso tambidn era posible, e incluso vecomendable, -
utilizar cowo soporte geles del tipo G que son tipicg

mente hidvrofilicos.

Inicialmente sc eligid el tipo G-15 porque su
Wy es el mds préximo al We del LH-20 en etanol. Se --
pretendfa con ello adquirir un mayor conocimiento so-
bre las sustancias cuyo mecanicmno separativo se deba
preferentemcnte a filtracidn molecular, que serdn --
aquellas cuyo V., sc momtenga constante a pesar de ha-

ber modificado el tipo de eluyente y de soporte,

Por otra parte se puede hacer un examen compa-
rativo de la influencia en la separacidén derivada del
distinto tipo de estructura de ambos geles LH-20 y --
G~15 cuando se opera en las mismas condiciones, Se --
realizd, pues, un ensayo utilizando como relleno 14 g
de Sephadex G-15, cuyo volumen cs andlogo al de 12 g
de L¥E-20, v sc eluyd con dcido ldctico al 0,5 %o en -
agua, como e¢n el caso anterior. lLos resultados obteni

dos se encuentran en la Tabla XL y en la fig. 56,
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TABLA XL
ELUCION CON ACIDO LACTICO AL 0,5 %.EN AGUA

Columna: K 15/30
Relleno: 14 g{ de Sephadex G-15
Vo = 17 c.c. Vo = 49,3 c.c,

Compuesto g Ve coco T,c.c. . Kd
Acido salicili;o 136 40 4,98
Acido acetil
salic{lico 71 22 2,26
Salicilamida 153 34 5,66
Etoxibenzamida 89 42 2,99
Paracetamol 88 40 2,95
Fenacetina 84 31 2,79
Antipirina 42 16 1,04
Aminopirina 27 . 9 : 0,41
Cafeina b4 20 1,12
Codeina | 34 11 0,70




Como caracteristica general, se observa que -
los valores V, y Ty, disminuyen y, consiguientemente,
también disminuye Kd, cuyos valores oscilan ahora en-
tre 0,41 para la aminopirina y 5,66 para la salicila-

mida,

De los cuatvo grupos de sustancias que se sepa
ran al emplear el LH-20 (Fig. 54 ), con el G-15 se =--
agrupan los dos primecros manteniéndose de forma sensi
ble en una posicidén intewmnedia, aunque similar al ca-
so anterior, No obstante, la aminopirina tiene un Ty
suficientemente pequeio pava que siga sicndo posgible
su separacidn de antipirina y cafcina. El tercer gru-
po, integrado en el caso del LHU-20 por ctoxibenzamida
paracetamol y fenacetina, se ve ahora incrementado ~-
por el dcido acetil salicflico, reduciéndose, en con-
secuencia, el tltime al dcido salicilico y la salici-
lamida. Las posibilidades separativas variamn, pues, -
con el nuevo tipce de Sephadex, y aunque disminuyen 1i
geramente, como purede observarse en el esquema de la
fig., 5/ , resulta especialmente destacable, que se
consiga scparar el &cide acetil salicilico del &cido
salicilico, dentro de unos tiempos de elucidu para el
primero, muy infcriores a les que se obtenian en el -

caso del LH-20. hasta el puntc de que agui el porcen-
5 I
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taje hidrolizado es sdélo del 1,3 % . Este valor permi
te realizar la determinacidén con un margen de error -
aceptable. Tal separacidén y determinacidn, como ya se
ha indicado es del mayer interés, pues la presencia -
del &dcido sgalicflico puede proceder de una descomposi

cidén no de%eada del acetil salicilico.
!

Ante los anteriores resultados, era obligado -
ensayar también el comportamiento del Sephadex G-10,
ya que por ser el de mayor grado de entrecruzamicnto
ticne mayor ndmero de grupos activos, aptos pars la -

adsorcidn, por unidad de volumen de lecho.

Se realizé, por ello, un nuevo ensayo con 20 g.
de Sephadex G-10, con la misma columna cromatogrdfica
que en los casos anteriores y con el mismo eluyente.
Los resultados obtenidos se encuentran en la Tabla --
XLt y Fig. 58 en donde se puede observar que hay
un grupo dc sustancias constitufdo por aminopirina, -
antipirina, cafeina y codeina cuyos Ve y Ty no varian
apreciablemente con respecto al Sephadex G-15, siendo
s6lo posible separar aminopirina y cafeina, En el res
to de las sustancias, Vg y T, experimentan un conside
rable aumento, especialmente acusado en los casos de
la salicilamida y del &cido salicflico. No obstante,

esto no supone ninguna mejora en cuanto a las posibi-



TABLA XLI

ELUCION CON ACIDO LACTICO AL 0,5 %oEN AGUA

Columna: K 15/30
Relleno: 20 g. de Sephadex G-10

V. = 18 c.c. Vi = 48,5 c.c.

0
Compuesto Ve c.cC. Ty c.c. Kd

Acido salicilico 312 50 15,89
Acido acetil 132 74 6,16
salicilico

Salicilamida 312 66 15,89
Etoxibenzamida 132 48 6,16
Paracetamol 112 50 5,08
Fenacetina 122 30 5,60
Antipirina 47 34 1,56
Aminopirina 27 . 10 0,46
Cafeina 46 22 1,54
Codefna | \ . 30 11 0,62




lidades separativas, como puede observarse en la Fig.
59 , ¥ sin embargc lleva implicito el que la dura
cidn del proceso cromatogrdfico es casi el doble que

con el Sephadex G-L15.

|
|
|
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VI.4. SEPARACTION CON DISOLUCIONES ACUOSAS DE TRIS

Para compl-*ar el estudio separativo se reali-
zaron ensayos en medio basico, utilizando el tampon

Tris y pH % 7,5, por las razones indicadas en VI.2.2,

aun, cuandd eran previsibles limitaciones para el &dci
I

do acetil salicilico. Para las demds sustancias se -

comprobd la cstabilidad de forma andloga a como se =--

realiza en todos los casos. Tabla XLII.

I'n medios alcohdlicos se observd que la concen
tracidén 0,05 M de Tris no eumentaba el fendmeno de re
3
tencidn, y lo mismo ocurria con concentraciones de -~
3
léctico al 0,5 %. Sin embargo, en medios acuosos, se
ha comprobado que, con esta concentracién de &cido -
ldctico se producen retenciones muy clevadas., Por --
otra parte, el Tris es muy soluble en agua, lo que -
permite utilizarle en un intervalo mds amplio de con-

centraciones,

Por todo ello se hicieron dos ensayos, con di-
soluciones acuosas de Tris de concentracidn superior
e inferior, respectivamente, a la utilizada con etanol

¢ isopropancl.

Se eligieron asi comcentraciones de Tris 0,1 M



ESTABRYLIDAD EN TRIS 0,05 M EN AGUA

TABLA XLIT

RO A

Absorcidn después de un tiempo:

Compuesto (horas)

B 0 1 3 6 S 24
Acido salicilicol 0,140 | 0,145] 0,145 | 0,150} 0,150} 0,145
Acido acetil 0,270 | 0,275] 0,280 | 0,270| 0,270| 0,270
salicilico
Salicilamida é1480 0,480 0,490 | 0,485} 0,490 0,485
Etoxibenzamida 0,710w 0,715 0,715} 0,720 0,720 0,71;‘J
Paracetamol 0,685 0,690} 0,700 | 0,690} 0,695{ 0,690

...... - k.
Fenacetina 0,680 { 0,690| 0,685 0,685 0,690( 0,680
Antipirine 0,530 00,5351 0,535 | 0,540 0,540} 0,535
Aminopirina ;:380 0,380 0,390 G, 400 0,390} 0,390

Cafefn;‘ 0,520 0,520} 0,525} 0,530} 0,530} 0,525
Codeina | - OA450 MO,&SO 0,460 0,455} 0,460 O,&S;m
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y 0,02 M. La concentracidn de las diferentes sustan--
cias en estas disoluciones y las cantidades utilizadas
de las mismas, son iguales a las de la Tabla IV, ex--
cepto para el Adcico salicilico cuya concentracidn se
duplica y la salicilamida en que se multiplica por --

cinco, por las razones indicadas en VI.3.

|
Los resultados obtenidos se recogen en las Ta-
blas XLIII y XLIV y en las figs. 60 y 6l. Los Ty, -
P . - - .’ v
practicamente, no varian con la concentracién de Tris,
e igual sucede con los V, del dcido acetil salicilico,
antipirina, aminopirina, cafeina, etoxibenzamida, pa-

racetamol y fenacetina.

Se observa, sin embargo, un fendmeno especial-
mente significativo: el &cido acetil salicilico es la
sustancia que se eluye en primer lugar con Ve y Ty --
muy bajos, lo cual quieve decir que, a pesar de que a
este pH la hidrdlisis es muy elevada, al ser el tiem-
po de elucién muy bajo resulta, no obstante, pequefia.
De este modo en los graficos de las figs. 62 y 63 se
indican las posibles separaciones en grupos de tres y
cuatro sustancias, para Tris 0,1 M, que permite esta-
biecer hasta diez y seis combinaciones. Con Tris 0,02
M se consiguen separar tres grupos de cinco y ademds

seis grupos de cuatro y tres de tres con lo que el nd



TABLA XI.II1
ELUCION CON TRIS 0,1 M EN AGUA

Columna: K 15/30
Relleno: 20 g. de Sephadex G-10
Vo, = 18c.c. Vi = 48,5 c.c.

o
Compuesto Vg c.cC. T, ¢-¢. Kd

Acido salicilico 107 A 4,81
Acido acetil 30 ”1]. 0,65
salicilico

Salicilamida 241 72 12,05
Etoxibenzamida 128 45 5,94
Paracetamol 131 37 3,85
Fenacetina 132 53 6,11
Antipirina 41 20 1,24
Aminoplrina 38 28 1,08
Cafeina 46 20 1,51
Codeina 53 30 1,89




TABLA XLIV
ELUCION CON TRIS 0,0 2 M EN AGUA

Columna: K 15/30
Relleno: 20 g. de Sephadex G-10

Vo = 18 c.c. Vi = 48,5 c.c.

A S S »

Compuesto Ve Cc.cC. T,c.c. Kd-
Acido salicflico 90 33 3,89
Aciéo a?etil 98 ‘ 9 0, 54
salicflico
Salicilamida - 279 77 14,11
Etoxibenzamida 130 40 6,05
Paracetamol 127 53 5,89
Fenacetina 129 52 6,06
Antipirina -38 18 1,08
Aminopirina 34 - 25 0,86

é
Cafelna 43,5 16 1,38
Codelna | ) 72 30 2,32 |
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mero de combinaciones disminuye pero se aumenta el nd
mero de sustancias determinables simultdneamente. Por

otra parte, sc¢ observa también que para la codeina y

la salicilemida lcc Vg, disminuyen para la concentra=--
![n_

cidn de méas elevada, sucediendo al contrario con

ris
I
el 4cido salicflico.
i

4 ()

vista de estas variaciones convenia com=--

Q-

Al
probar si se puede establecer alguna relacidn entre -
los valoxres de V, y la concentracién de Tris en el -~
eluyente. Para ello se realizaron otros dos ensayos -
con disoluciones de Tris de concentracién 0,01 My --
0,12 M, es decix un poco mis alta y mds baja, respec-

tivamente, que las empleadas en los ensayos anteriores.

‘Los resultados, recopilados en la Fig. 69 -
permiten comprobar que, al menos en el intervalo de -
concentraciones experimentado, existe una relacidn 1i
neal enive Ve y la concentracién de Tris, con coefi--
ciente angular positivo en el caso del 4cido salicfli
co v negativo para las otras dos sustancias, codeina

y salicilamida.

El hecho de que sea el dcido salicilico la uni
ca de las tres sustancias cuyo V, crece con la concen

tracidén de Tris, puede estar vinculado con la mayor -
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disociacidn del mismo, como consecuencia del aumento
de la reserva bdsica. El fendmeno estd en concordan-
cia con la hipdtesis de Janson (117), que estima que
los dAcidos se eluyen antes de la cclumna comc conse-
cuencia de las repulsiones provocadas por los grupos
carboxilos del soporte. Es evidente que en el 4cido
acetil salicilico esto mo ocurre,pero puede ser debi
do a razones de tipo estdérico. En todo caso, y aunque
la hipdtesis anterior esté lejos de poder considerar
se como absolutamente vAlida, se estima que mercce -
la pena sefialar la existencia del fendmeno, por cuan
to puede contribuir a la interpretacidn del mecanismno
de reteucidn, hoy todavia tan difuso. El comportamicn
to de salicilamida y codeina estd de acuerdc con lo
que, en general, ocurre al aumentar la concentracidn
de electrolitos en el caso de especies con efecto aro

matico (128).

IEn las Tablas XLV y XLV1L y Figs.65y 66se reco
gen los resultados obtenidos para la totalidad de las

. s e . .
sustancias, observandose que, exceptusdos acido sali-

~

cf{lico, codeina y salicilamida, el restc de las sus--
tancias mantienen pricticamente inalterados los pard-
metros de clucidn que sc vienen utilizando. En el es-

quema de la Fig. 67 se observa que el ntimero de po



TABLA XLV

ELUCION CON TRIS 0,12 M EN AGUA

Columna: K 15/30

Relleno: 20 g. de Sephadex G-10

Vo = 18c.c. V.

4s,5 c.c.

Compuesto! Vo c.c. Ty c.c. Kd
Acido salicil%co 111 40 5,03
Aci?o!a?etil 29 10 0,59
salicilico
Salicilamida 231 69 11,51
Etoxibenzamida 128 43 5,9
Paracetamol 134 46 6,27
Fenacetina 129 52 6,00>
Antipirina L4 18 1,40
Aminopirina 36 21 0,597
Cafeina b4iry 5 17 1,43
Codeina | 48 17 1,62




TABLA XLVI

ELUCION CON TRIS 0,01 M EN AGUA

Columna: K 15/30
Relleno: 20 g. de Sephadex G-10
Vo = 18c.c. V. = 48,5 c.c.

Compuesto Ve c.c. Tv,c.c. Kd
Acido salicilico 86 33 3,67
Acido acetil
salicilico .29 10 0,59
Salicilamida 285 74 14,40
Etoxibenzamida 129 40 6,00
Paracetamol 134 50 6,30
Fenacetina 130 52 6,10
Antipirina 39 20 1,13
Aminopirina 35 ¢ 27 0,91
Cafeina L4 15 1,40
Codefna 74 29 3,02
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sibilidades es igual al de la Fig. 66 pero aumenta
el nduecro de grupos de cuatro sustancias separables.
Al disminuir la concentracién de Tris a 0,01 M, se
hace posible la separacidén de grupos de cinco sustan
cias como ocurria con el 0,02 M, siendo seis el nime
ro de combinaciones posibles con ese nimero ademds -
de otras doce con grupos de cuatro como se deduce -~

del esqguema de la figura68.

Puede observarse, pues, que modificar la con-
centracidon de Tris proporciona mayor flexibilidad a
las posibles separaciones. bEn cfecto, para una con--
centracidn de Tris 0,1 M son separables la codeina y
el dcido salicflico, no siendolo este Ultimo de eto-
xibenzamida, paracetamol y fenacetina. Sin embargo,
la scparacidn de estos del dcido salicilico podria -
consegulirse con sdlo disminuir la concentracidén de -

Tris a 0,01 M,
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VI.5. DETERMINACIONES CUANTITATIVAS

VI.5.1. Grificas de calibrado

Al igual que en los casos anteriores se han ob
tenido las gréificas de calibrado de cada una de las -
sustancias en las dos variantes de medios acuosos em-
pleados. En la TablaXLVII se indican los resultados -
obtenidos en disolucién acuosa de &4cido léctico al --
0,5 %0 y en la Tabla XLVl los correspondientes a las
disoluciones de Tris 0,01 M. La desviacién estandar -
se ha calculado siempre mediante diez determinaciones
realizadas en los limites minimo y méximo del interva

lo vdlido de concentraciones.

VI.5.2. Andlisis de mezclas sintéticas en agua-dcido

ldctico

Ante el elevado nimero de grupos diferentes de
sustancias que pueden separarse, se ha limitado la -=~
preparacién y andlisis de mezclas sintéticas a aque--
llos casos mas significativos, tanto por su viabili--
dad de separacién como por su interés prdctico. En es

te sentido, y utilizando como soporte LH-20 se hizo -



ECUACIONES DE CALIERsDO EN AGUA - LACTICO

i
. . asvizeidn estandar pori

, 5 validoz teuaci 92 ealitrade ISVIACIOR E53ndar U i
5- Compuesto C o T ! ;
£.0.7 RN : R T B Cetin o _
. JoB O T - j
. s i ] . . |
i Acido salleilico 10 - 30 |y = 0,001+425,3% x 1,00 0,089 0,255 ;
! A== c9 ! : ! ‘
) ' :
¢ e !
PACIGO algeieiL - ;
' oo - 20 - 80 vy = 0,16+24,63 x 1,C00 0,198 C,402 !
 salicilico 1=275 - ? 1
§ i {
! 1 j 1
; c:; T~ ~yt A | o~ ~N o 2 [ ‘
posllodlanea 269 10 - 40 jy = 0,003+25,823 x | 1,000 0,093 0,257 ;
i LT ! ; g
i i
Froxibenzamids ~ : . *
Proxibenzamica, 5-20 |y =0,02+38,20 x | 1,000 0,063 0,219 |
LT L ]

w—'r - ~ o
Faracetamol

Fenacetina \—o4s | 5 - 20 v = 0,079+52,26 x 0,999 0,051 0,199
Antipirina , 5 - 20 |y = 0,012+48,40 x 1,000 0,044 0,187

Aminopirina

(W}
}

20 |y = 0,008+39,90 x 1,000 0,038 0,189

na 5-20 |y =0,001+51,36 x 1,000 0,046 0,186

Cedeina \oa, 20 - 80 |y = 0,004+20,415 x 1,000 0,197 0,433




TABLA XLVIIT
ECUACIONES DE CALIBRADO EN AGUA - TRIS

c Intervalo de valicez Eouacidn de calibrads Coeficiente de Desviecién estandar para
ompuesto comprobado, p.p.m. y = Absarcidn correlacifn e r ot o i
i x = Concentracign, .ng;_’c,c ﬁé?";"ﬁt‘ég‘?fa?g é:ajx%fg?)\;;?g
Acido salicfligo o 10 - 30 |y = -0,022+6,71 x 1,000 | 0,997 0,247
Acido acetil

calicflico ~ X=268] 20 - 80 |y = -0,01+6,425 x 1,000 0,236 0,465
Salicilamida 1=299 10 - 40 y = 0,003+23,34 x 1,000 0,099 0,285
EtoxibenzamidaA=292 5 - 20 y = 0,02+37,5 x 0,999 0,049 0,196
Paracetamol Aeoua 5-20 |y =0,037+62,3 x 1,000 0,051 0,226
Fenacetina =245 5 -~ 20 |y =-0,01+66 x 1,000 0,039 0,187
Antipirina Y=242 5 - 20 |y = 0,022+48,2 x 1,000 0,047 0,199
Aminopirina o6 5 - 20 y = 0,105+28,4 x 0,991 0,051 . 0,210
Cafeina J=n73 5 - 20 |}y = 0,01+52,60 x 0,999 0,042 0,198
Codeina J=084 20 - 80 |y = 0,015+20,925 x 1,000 0,203 0,398
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TABLA

L
£
N
.

MEZCLA 1

Compuesto

Cantidad
puesta

Cantidad
cnconlrada

Ervor
relativa
(o)

— B Mz, 4
Acido acelll s o -
P 1000 10067 / 0,7
salicilico
Fenacetina 250 248 -2 0,8
Aminopirina 125 L2725 0 0
Codeina 500 497 3 0,6
MEZCLA 7
Cantidad Cantidad Error
Compuesto encontrada relativo
PN %

Acido acetil
N B & I
salicilico

1000

Fenacctbina

1000

- 11

0,9

s

1,1

Aminopirina 1000 997 3 0,3
Codeina 10GO 9%1 9 c,9




TABLA L

I\IE rJ

CLA 1

Comipuesto

Cantidad
pucsia

Cantidad
ericontrada

/e
0T
LG

i

Error

relativo
o/
o

Salicilsmida

476

(O8]

0,6

Salicilemida

1000

w92

Ftoxihenzamida 250 251 1 0,4
T - - e
Aminoririna 125 126 1 0,8
Antipirina 125 124 -1 0,8
MitZCLA 2
. Cantidad Error
ompuesto . T
Hpes encontrada relativo
ye C
/"L;:Z o £

B S - NG S
Etoxibenzamida

1000

Aminopirina

1000

Antipirina




LG

el andlisis de dos mezclas sintéticas de acido acetil
salicilico, fenacetina, aminopirina y codeina, de con
centraciones difc.:ntes. Los resultados se recogen en
la Tabla XL1X . Observese que los valores obtenidos -
para el éc%do acetil salicflico son, incluso, superio
res a los ﬁeéricos, como consecuencia de que el dcido
salicflicojque se forma en su hidrdlisis presenta una
clerta absorcién a la longitud de onda & que se mide

el acetil salicflico. Es evidente, pues, que para evi
tar este error sicmpre que hays acetil salicilico con
vendrd operar cn condiciones tales que sea pogible la

scparacidén de ambos,.

Con el soporte Sephadex G-~15 se han separado y
analizado dos mezclas sintdticas de salicilamida, eto
xibenzamida, antipirina y eminopirina de diferentes =
concentraciones. Los resultados obtenidos se indican

en la Tabla L.

Los errores relativos estdn comprendides den--

tro de la desviacidn del método.

VI.5.3. Andlisis de mezclaz sintéticas en Tris 0,01 M

También en este caso el ntmero de grupos distin



tos de especies a separar es muy elevado, siendo cin
co las sustancias separables en un sdlo proceso cro-
matografico. Por ello se ha tomado un sol. gzrupo se-
parable, cntre los mds representativos, preparandose
dos mezclas sintéticas del mismo, sobre las que se -
ha realizado la separacidén y determinacidn, como en
les cazos anteriores. Los resultados obtenidos para
las mezclas de dcido acetil salicilico, cafeina, Aci
do salicilico, paracetamol y salicilamida se expresan
en la Tabla LT, en la que se puede observar que los
errores cstdan comprendidos dentro de la desviacidn -

determinade.



TABLA 1.1

47TV e

MEZCLA 1

) Cantidad | Cantidad Ervor
Compuesto puesta |encontrada relativo
Ha_ Az A
Acido acetil 250 246 -4 1,6
salicilico |
Acido salicflico 1000 1005 5 0,5
Cafeina 125 126 1 0,8
Paracctamol 500 499 -1 0,2
Salicileamida 1000 988 12 1,2
MEZCLA 2
_ Cantidad Cantidad Error
Compuesto puesta | encontrada relativo

- e Az %
Acido aceti _

cido acetil 1000 985 -15 1,5
saticilico
Acido salicflico 1000 1009 9 0,9
Cafeina 1000 1005 5 0,5
Paracetamol 10006 996 4 0,4
Salicilamida 1000 991 9 0,9

e
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CONCLUSTIONES

Mediante el cstudio del comportamiento en cromato-
grafia de gel de las sustanciss dcido salicilico,

dcido acetil salicilico, salicilamida, etcxibenza-
mida, paracctamol, fenacetine, antipirina, aminopi
rina, cafeina y codcina, todas ellas utilizadas en
la preparacidn de aualgdsicos, se propone un méto-
do enalitico sencillco, do fécil zenevalizacidn y -
miltiples poszibilidades, para separar ~unitariamen
te o por grupos- las sustancias citadas, determi--
ndndose posteriovmente por espectrofotemetria U,.V.
De las diez especies cstudiados se logran separar

y valorar unitariamcnle distiules combinaciones de
cinco, asi como grupos de dos, tves y cuatro susg--

tancias.

Las separaciones se bauorn on comdinar el comporta-
miento de filtxo molecular doi roporte com la exis

tencia de cicrtas fue: do wenoneidn, denmomina«-

das en la bibliografis “efoct. nrowdtice', que en

L

sustancias de ti

-

general se ponen de nmuiiics

po avomdtico y hetercciclico. Vara enjuiciar la --

hE

existencia del "efeoto arcoition’ se utiliza el va
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lor del coeficiente de reparto Kd.

"efecto aromdtico" practicamen

32) En medio etanol el
te no se maniiiesta. S6lo aparece de forma discre
ta para la salicilamida y, en menor cuantia ain,
para ei dcido salicilico. Las posibilidades de se
paraci6n en este medio se reducen a la salicilami

da de otras seis sustancias, y a la aminopirina =~

de la cafeina.

42) Al incorporar al etanol un electrolito 4cido, co-
mo es el dcido léclLico, el "efecto aromatico" cre
ce notablemente, aumentando a medida que lo hace
la concentracidn de ldactico. De este modo el nime
ro de posibilidades se incrementa de forma consi-
derable, aln cuando se mantienen reducidas a la -

. .
separacion de dos sustancias.

58) Al incorporar al etanol un electrolito de tipo b4
sico, como e¢s el Tris, los valores de Kd, en rela
cidén con los obtenidos en etanol, prdcticamente -
no se alteran. Esto indica que tal electrolito, -
en este medio, mo ejerce ninguna influencia sobre

el "efecto aromdtico'.

62) En isopropanol el "efecto aromidtico" se exalta, -
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)
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en relacién con el etanol puro, poniéndose de ma-

nifiesto en mayor ndmero de sustancias, en espe--

cial para el 4cido salicilico, salicilerida y ca-

feina, Esto 1lleva implicito que se aumente el ni-
0 » 7

mero de separaciones posibles, ain cuando estas -

siguen concretadas a dos sustancias.

En general, los valores de Kd no se alteran por -
la adicién de electrolitos al isopropanol, tanto

de acido léactico como de Tvis, si bien en algunos
casos cxperimentan una ligera disminucidn, lo que,

implica que el mimero de separaciones disminuya,

En medio acuoso, con dcido lactice al 0,5 %o, se
exalta de forma considerable el "efecto aromdtico
de todas las sustancias estudiadas, excepto para
la aminopirina y la codeina, obteniéndose valores
de Kd dentro de un amplic intexrvalo lo que hace
posible separar cuatro grupos de sustancias. La -
salicilamida y el Acido acetil salicilico son las
especies donde el "efecto aromdtico’ queda méis --

exaltado.

Como consecuencia de la distinta esltructura de =--

P

los geles, se modifican las posibilidades de sepa

¢ & -, . L » 3 ki
racidn en agua-lactico. Asi, y a diferencia de lo
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que ocurre con el Sephadex LH-20, con los tipos -
G-10 y G~15 se puede separar el 4cido acetil sali
cilico de la =salicilamida y del Acido salicilico.
Resulta destacable que, aunque en Sephadex G-10 -
el efe&to aromatico se exalta respecto al G-15, -
no porgello se incrementan las posibilidades sepa
rativaé, ya que la relacidén entre los valores de

Kd es andloga en ambos.

Con disoluciones acuosas de Tris se disminuye no=

tablemente el "efecto aromdtico'

del dcido salici
lico y del dcido acetil salicilico, manteniéndose
practicamente constante para el resto de las sus-
tancias. Tal disminucidén permite separar cinco --
grupos de sustancias, tres de ellos integrados --

por una Unica especie.

Los voldmenes de clucidn de la salicilamida, &ci-
do salicflico y codeina tienen una dependencia 1i
neal con la concentracidén de Tris en el medio --
acuoso, Esta dependencia es creclente para el 4ci
do salicilico y decreciente para la codeina y sa-
licilamida. La dependencia creciente es probable

que sea debida a rcpulsiones con los grupos carbo

xilos del gel, al encontrarse el acido salicilico
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mis disociado a medida que aumenta la concentra-

cidén de base en el medio.

Antipirina, aminopirina y cafeina tienen siempre
f . .

un comportamiento similar. En el proceso cromato

grafico el mecanismo dominante para estas sustan

cias parece ser el de filtracidn molecular. La -

analogia de comportamiento de las dosg primeras -

era previsible dada su analogia estructural,

Igualmente se comportan siempre de forma andloga
etoxibenzamida, paracetamol y fenacetina,lo que
tambidén es ldégico, ya que no existen entrc ecllas

grandes diferencias estructurales.

El &cido lactico inhibe la descomposicidn del -~
dcido acetil salicilico en disoluciones de etanol
e isopropanol, mientras que el Tris, en medio -~

acuoso la exalta, incluso sin modificar el pH.

2l e

2
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