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I. OBJETO E INTRODUCCION 



De forma paralela con el desarrollo cient{fico y 

t~cnico general, la ~~dustria quimico-farmaceutica ha -

experimentado en los ~ltimos afios un considerable creci 

miento tanto en lo que se refiere a la creacion de nue­

vas productos de s{ntesis como en la formulacion de pr~ 

parados de un mayor espectro de acci6n. En este aspecto, 

los tradicionales productos analg~sicos presentan hoy -

una notable complejidad, no solo por la presencia con-­

junta de varies principios actives sino tambi~n por la 

variedad de escipientes, estabilizantes o agentes de 

conservacion utilizados. Las diferencias existentes en­

tre diversos preparados no se basan ~nicamcnte en que -

contengan distintos principios actives o en la forma de 

su presentacion, lo que s61o supondr{a usar diferentes 

escipientes o veh:lculos, sino que forrnulaciones que "a 

priori" podr{an suponerse de composicion analoga pueden 

no serlo,tanto cualitativa como cuantitativamente, como 

consecuencia de los diferentes objetivos que con la dr2 

ga se pretendan, tales como mayor o menor rapidez de ac 

cion, efectos sinergicos etc. 

Todo ello obliga a una evaluaci6n continua de 

productos muy diversos para asegurar calidad y uniforrni 

dad en el preparado comercial. 



La consecuencia inrnediata es que la Qu:lrnica An~ 

l:Ltica, en la Industria Quimico-Farrnaceutica, se ha 

vista obligada al igual que en otros campos, a superar 

los tradicionales 77'c~todos anal:Lti.cos, sustituyendolos 

o complement~ndolos con m~todos fisico-qu:lmicos que 

permitan la valoraci6n de varies principios actives 

presentes sirnultanearnente en la sustancia a analizar. 

La espectrofotometria infrarroja, la ultravioleta, la 

visible, la cromatograffa en sus diferentes variantes, 

la espectrometria de masas etc, constituyen hoy instr~ 

mentos indispensables para el adecuado control y vigi­

lancia de este tipo de productos. 

Dentro de los f&rmacos, los de acci6n analg&si­

ca tienen actualmente un consumo muy cualificado, has­

ta el punta de que solo en el mercado nacional existen 

mas de doscientos preparados distintos en los que in-­

tervienen como productos actives especies quimicas en 

numero superior a cincuenta, que alcanzan desde el tra 

dicional ~cido acetil salic:llico hasta compuestos de -

uso mas reciente como pueden ser las pirazolonas. 

De aqu! que el objeto del presente trabajo sea 

la deterrninaci6n analitica de mezclas de sustancias 

usualmente presentes en productos analg~sicos cornercia 

les. Ante la imposibilidad y carencia de objetivos 
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pr~cticos de abordar cl problema en la totalidad de 

las sustancias utilizadas en 1a actualidad para estos 

fines, el presente trabajo tiene por objcto la separ~ 

ci6n y valoraci6n cuantitativa de:Acido 2 acetiloxi­

benzoico (~cido acetil salicilico), 3H Pirazol 3 ana 

4 Dimeti1amino 1,2 dihidro 1,5 dimetil 2 feni1 (amin.2_ 

pirina), 3H Pirazo1 3 ona 1,2 dihidro 1,5 dimet:i1 2 -

fenil (antipirina), 1 H Purina 2,6 diana 3,7 dihidro 

1,3,7, trimetil (cafeina), Morfina 6 J ol 7,8 didehi-
' dro 4,5 ~ epoxi 3 metoxi 17 metil (codeina), Acido 2 

hidroxibcnzoico(~cido salicilico), p-acetofcnetidina 

o acetamida N LJ. etoxifenil (Fenacetina), acetaminofen 

4 hidroxi (paracetamol), Acetan1.lida 4 hidroxi-parace 

tamol (o-etoxibenzamida) y 2 hidroxibenzarnid::1 (salici 

lamida),por ser las mas usadas en las tradicionales -

asociaciones analg~sicas. 

En ningdn preparado se encu2ntran los diez pro 

ductos juntos ya que,lo m~s frecuente,son mezc1as 

analgesicas de cuatro, o a lo sumo cinco, productos -

actives. Lo que se pretende pues, no es un metoda de 

separaci6n de los diez productos juntos, aunque seria 

ideal encontrarlo, sino un metoda f~cil y vers~til 

que permita la determinaci6n de un gran n6mero de po­

sibles asociaciones de tres 0 mas de ellos. 
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Conviene hacer notar que el ~cido salic{lico 

no se usa comD analg~sico, por sus efectos secundarios, 

pero sin embargo aparece como consecuencia de la hidr6 

lisis del ~cido acetil salic{lico. El inter~s de su de 

terminaci6n,y el motivo de haberle incluido,radica 

pues en esta circunstancia. 

Uno de los metodos anal:lticos que ofrece hoy m~ 

yores posibilidades separativas es sin duda, el croma­

tografico, en sus difercntes variedades de cromatogra­

ffa en columnas de adsorcion, reparto, intercambio io­

nico y filtra.cion molecular, as:L como la cromatografia 

de papel, cromatograffa en capa fina y en fase gaseosa. 

Todos estos m~todos esttn en constante mejora como cog 

secuencia de la incorporaci6n de equipos complementa-­

rios que facilitan su aplicacicSn, al mismo tiempo que 

contribuyen a que la operaci6n sea sencilla y r~pida. 

As{ ocurre con los detectores de alta sensibilidad pa­

ra la cromatografia de gases, con los densit6metros que 

aplicados a la cromatograf{a en placa £ina permiten la 

determinacion de compuestos sabre la misma placa por -

espectrofotometria o por espectrofotofluorometria, sin 

necesidad de previa extracci6n, o bien, en el caso de 

la cromatografia en columna, con la utilizaci6n de co­

lectores de fracciones y espectrofot6metros con celulas 



de flujo continuo, que permiten automatizar el analisis 

en columna. 

Por otra part~ los m~todos cromatogr&ficos no s6 

lo tienen alcance separative sino que pueden utilizarse 

con fines cuantitativos basandose en ciertos parametres 

como son el volumen de elucion, tiempo de retencion, Rf 

etc. 

Esto explica la frecuencia con que m~todos croma 

tograficos se aplican en la actualidad, incluso a nivel 

de procedimientos normalizados, hasta el punta de que -

organismos supranacionales,como la C.E.E. ,los incluyan 

entre sus m~todos analiticos para productos quimicos de 

aplicacion farmac~utica. 

Como es logico, cada una de las variantes croma­

tograficas tiene un campo de aplicaci6n, como consecuen 

cia del tipo de productos a separar y de la concentra-­

ci6n de los mismos. Asi, por ejemplo, la cromatografia 

gaseosa es de reciente utilizaci6n en el analisis de -­

fluidos biol6gicos, en los que en general, los produc-­

tos a valorar tienen una baja concentraci6n. En nuestro 

caso presenta ,sin embargo,la limitacion de que los pro 

ductos no son vol~tiles y requieren tratamientos previos 

a la inyeccion de la muestra. 
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La cromatografia en placa £ina, quiz~ la m~s di­

fundida por su f&cil manejo, requiere soluciones croma­

tograficas concentradas por el pequefio volurnen que se -

utiliza. 

La crornatograf:f.a de papel, adem~s de presentar 

iguales dificultades que la placa fina, es m~s lenta y 

proporciona separaciones menos netas. 

Finalme.nte la cromatografia en columna es la que 

en principia ofrece rnayores posibilidades para su 

aplicacion al caso planteado. Para justificar su elcc-­

ci6n se disponfa de antecedentes bibliogr~ficos. Levine 

(1) ha recogido una extensa variedad de m~todos crornato 

graficos en columna y pone de mani.fiesto la importancia 

de este tipo de cromatograf!a de partici6n 

sis farrnaceutico. 

en anali 

De las diferentes clases de cromatografia de co­

lumna se elegi6 la de cromatograf:La de gel, de desarro­

llo relativamente reciente, utilizando como soporte los 

geles denominados Sephadex. Este soporte esta constitui 

do por geles de dextranos que, por sus caracteristicas, 

parecian los mas adecuados para separar los productos -

pretendidos. 

Por otra parte el soporte carece practicamente -
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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 determinaci6n cuantitativa de las diferen-­

tes sustancias una vez separadas, ya que todas ellas 

tienen grupos cromoforos con maximos de absorbancia en 

la zona 230 - 310 m _,li., • 

El Sephadex ofrece adem~s una serie de ventajas, 

tal como su estabil:Ldad qu:Lmica, lo que permite el em-­

plea de muy variados eluyentes, y no se compacta en ex­

ceso, pudiendose util:Lzar flujos bastante altos. 

Por ultimo el propio mecanisme de separacion ha­

ce posible que la columna quecle regenerada en el mismo 

proceso separative. 

Normalm£nte estos geles se han usado para separ~ 

ciones basadas en el tarnafio molecular,sin embargo tam-­

bi~n se han observado fen6menos sobre las redes debido 

a la presencia de nucleos aromaticos cuya acci6n puede 

incrementarse por la coexistencia de grupos fenoles, -­

aminos, acidos benzoicos y, en general, por grupos que 

contienen nitr6geno, oxfgeno 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 



'J. 

zar el Sephadex en su sentido I' mas tradicional, en el 

que las separaciones se consiguen como consecuencia de 

los tamafios moleculares, ya que esto no seria posible -

en estc caso dada la escasa diferencia exis~2nte entre 

las masas moleculares de los diferentes compuestos. Por 

el contrario,se trata de intentar la separaci6n a tra-­

v~s de mecanismos de adsorci6n que puedcn modificarsc -

en diferente cuantia para las distintas sustancias al -

cambiar el t:Lpo de disolventes, por la adicion de elec­

trolitos, o por la variaci6n de acidez. 



II. REVISION BIBLIOGRAFICA 



Dada la amplia utilizacion de los productos anal 

gesicos, se han dcsarrollado gran variedad de metodos -

separativos y de determinaci6n, si bien ninguno alcanza 

objet1.vos tan amplios como los que se pretenden en este 

trabajo" 

La sfntesis de los dextramos se inicia en 1954 -

por Arond y Frank (2) pero las primeras aplicaciones -­

analfticas se deben a Flodin e Ingelman (3) en 1959.Por 

esta circunstancia los antecedentes bibliogr~ficos con­

sultados no se remontan a fechas anteriores. 

A partir de la fecha citada se ha realizado una 

revision bibliografica muy detallada, aunqu.e, para evi~ 

tar reiteraciones, s6lo se recojan en este cap{tulo los 

aspectos mas destacables de la misma. Globalmente consi 

derada, se puede observar que existen trabajos relati-­

vos a la identificaci6n, separaci6n 6 valoraci6n de sus 

tancias, tanto aisladas como en mezclas, aunque en oca­

siones se pretenden los tres objeti.vos conjuntamente. 

Los procedimientos empleados son muy diferentes, 

No Kentzkam y col. (4) determina.n acido acetil salic:lli 

co en mezclas con otros compuestos por metodos alcalime 

trices. E.Adamova (5) propane una valoracion complexome 
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trica, por retroceso, para la determinaci6n de fosfa­

to de codefna. M. Kranjelvic (6) y col. precipitan el 

fosfato de codefna con Kalignost a pH 4-5 y pH 10, 

aprovechando la circunstancia de que la aminopirina -

precipita s6lo a pH 4-5, separ~ndolos, pues, por pre­

cipitaci6n fraccionadao El procedimiento se puede uti 

lizar, incluso, en presencia de fenacetina y cafefnao 

I. Bozsai y col" (7) aplican procedimientos volumetri 

cos y gravimetricos para separar y determinar mezclas 

de &cido acetil salicilico, cafe!na y fenacetina. Bu­

desinsky (8) deterrnina, a escala semimicro, code!na y 

brucina, por precipitaci6n con complexonato de cadmio, 

valorando el exceso del mismo, con cloruro c~lcico en 

presencia de azul de metiltimol. 

Utilizando sulfato de ceria tretravalente, V. 

Laszlo (9) determina fenacetina en drogas, con indica 

dor I-ferroina., en presencia de etilmorfina, cafeina, 

acido acetil salic!lico y fenobarbital. 

La aminopirina ha sido determinada por J. Dick 

(10) mediante la formaci6n de un quelato insoluble 

con niquel, realizando despues una valoraci6n comple­

xometrica, con murexida como indicador. Esta determi­

nacion es) sin duda, del mayor interes puesto que pu~ 

de efectuarse en presencia de otros productos, aun 
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cnando la precision es solo de + 0,8%. N. Kreutzkamp 

(11) determina tambicn aminopirina por medio de oxi­

dimetr_·:Las, aplicable a muestras del orden de 30 a 40 

mg .. , o bien por act.dimetr:La, en el caso de muestras 

de ur1os 2oo mg; sin embargo, carece de especificidad. 

Manzoni y col. (12) determinan, cualitativa y cuanti 

tativamente, mezclas de aminofenazona, barbital, fe­

nacetina y codefna, mediante volumetr:Las de formaci6n 

de complejos con metavanadato, sal de plata,o( -·naftol 

y fosfomolibdato. 

Hacienda uso del reactivo Nessler, R. Vasilico 

y c:ol. (13) identifi.can, ent1:e otros contpuestos, anti 

pirina y a.midopirina, ultimando la determ.inacion cuan 

titativa por gravimetr:La y complexometr:La. 

Entre las val.oraciones realizadas en media no 

acuoso destacan los trabajos de G. Ghielmetti y C. Me 

la (14) aplicados a la morfina y code:Lna, que previa­

mente se han separado por cromatograf:La. Asimisrno, en 

medio no acuoso, se ha deterrninado por volumetria ami 

nopirina (15), aislada o en mezclas con cafe:Lna y co­

deina (16). 

En lineas generales, se puede ob~ervar que las 

tradicionales ventajas de comodidad y rapidez de los 
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mctodos volumetricos, se ven sc.nsiblemente disminuidas, 

en el caso que nos ocupa, por el elevado numero de in­

terferencias rec:Lproc.as, lo que obliga con frecuencia 

a laboriosos procesos de separaci6n, previos a la pro­

pia determinacion, ya que rara vez excede de dos el nu 

mero de sustancias determinables simultanearnente. 

La separaci6n par extracci6n con disolventes ha 

sido utilizada para determinar fenacetina (17), ~cida 

salicflica y paracetamal (18), pera siempre, y a pesar 

de las simplificacianes incarporadas, los procedimien­

tos resultan muy laboriosas y de dudosa garant:La. Par 

otra parte, y aun prclt.indiendo del problema de la sepa 

raci6n, la aplicaci6n de m~todas volwn&triccs queda li 

mitada a una cierta cancentracion rn:Lnima de la sustan­

cia a analizar, no siendo utilizables, de wanera direc 

ta, cuando se trata de concentraciones "micro" o "semi 

micro". 

Una mejora en cuanto a la sensibilidad de los -

metodos volumetri.cos la constituye la potenciometr:la, 

de la que se encuentran numerosos ejemplos de valora-­

ciones, en media no acuoso, de varios de los productos 

que nos ocupan. As:L, l''lahoric (19) analiza muestras en 

polvo que contienen code:Lna en anhidrido acetico y ace 

tofenrtidina en cloroforrno; ambas sustancias se valo--
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ran con tcido percl6rico 0,1 Men dioxano. Tambi~n 

Georgesqui (20) utiliza acido perclorico 0,1 N para -

valorar code{na, antipirina, cafeina, fenacetina y 

aminopirina~ en anhidrido acetico como disolvente. En 

el mismo sistema de anhidrido acetico Ya Gurevich(21) 

determina pequeflas cantidades de codeina en presencia 

de otras sustancia~;, con un margen de error comprendJ.:. 

do entre+ 0,96 y 2,2 %, yen un sistema anhidrido -­

acetico benceno (1:1), Concharova (22) y col. valoran 

arninopirina, fenacetina y cafeina con disoluci6n de -

c-1c.ido percl6rico en clioxano como reactive valor ante. 

N.P. Dzyuba y col., par potenciometr{a yen un 

media eter et11ico-benccno, (23) determinan fenaceti­

na, en presencia de fenobarbital y ~cido acetil sali­

cilico, con &cido clorhidrico 0,1 N disuelto en eta-­

nol. Izmailov y col. (24) aplican tambi~n la potencio 

metrfa a la determinacion de mezclas binarias de arni­

nopirina, cafeina y fenacetina en &ter con electrodes 

de vidrio y platina. Song-Ling y Blake (25), finalmen 

te, valoran por potenciometria, 6cido acetil salic{li 

co, fcnacetina y cafefna. 

Las potenciometrias no s6lo mejoran la sensibi 

l5.dad sino que aumentan las posibilidades de los m~t£ 

dos volumetricos mas tradicionales mediante la adecua 



J..U. 

da eleccion de electrodes; no obstante, el numero de 

mezclas de las sustancias en estudio que es posible 

determinar, es relativamente limitado. 

Tambi~n se han realizado valoraciones conducti 

m&tricas de ~cido salicilico en disoluciones acuosas 

con concentraciones del 0,05% (26). El m~todo consis­

te en formar un complejo de coordinaci6n entre el hie 

rro III y los grupos carbonilos. El procedimiento es 

muy satisfactorio, aun cuando condicionado a que no -

existan otras sustancias con grupos carbouilo o capa­

ces de dar compuestos de coordinaci6n con el hierro -

III. 

A t{tulo indicativa merece sefialar que tambi&n 

los metodos refrac.tometri.cos han permitido obtener -­

buenos resultados en la determinacion de cafe:Lna en -

presencia de otros compuestos (27), pero limitado 

siempre a mezclas binarias. 

Desde el punta de vista cuantitativo los m~to­

dos m~s id6neos, tanto por su sensibilidad como par -

su precisi6n son los fotom~tricos, incluyendo en 

ellos, como es l6gico, tanto colorimetr{as como espec 

trofotometrfas. Su utilizaci6n ha sido tan extensa -­

que obliga a limitar las referencias a la simple enu­

meraci6n de las sustancias objeto de este estudio. 



La colorimetr:la se ha aplicado a la determina­

cion de acido salic:llico (28), acido salic:llico en as 
. -

pirina (29), code:lna (30) a (33), code:lna y fenaceti-

na (34), cafe:lna (35), cafe:lna, fenacetina y acido -­

acetilsalic:llico (36) (37) y paracetarnol (38) (39). -

Como se puede observa.r, solo en muy limitados casos -

es posible una determinacion simultanea. 

Metodos fotometricos se emplean para determi-­

nar aminopirina (40), fenacetina (41) y cafe:lna-anti­

pirina (42) (43), y la espectrofotometr:la en visible, 

para acido acetil salic{lico en tabletas (APC) (44) -

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

Dentro de este tipo de metodos los mas genera­

lizados son los de espectrofotometria U.V. Entre 

ellos, algunos sirven para determinar una sola sustan 

cia, por ejemplo, acido salic:llico (47), otros permi­

ten valorar dos, como acido acetil salicilico y acido 

salic:llico (48 a 51), aunque en algunos casos las dos 

sustancias de tipo analgesico que se analizan, se en­

cuentran en presencia de otras de caracter!sticas di­

ferentes: antipirina y aminopirina (52) aminopirina y 

cafe:lna 6 code:lna (53) y fenacetina-code:lna (54). Tarn 

bien se encuentran metodos para determinar tres (sali 

c:llico-cafe:lna-fenacetina), cuatro, e incluso cinco -



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

menos frecuentes. 

El mayor problema que presentan este tipo de -

m~todos 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 determinacion direc 

ta de los componentes juntos (58) o utilizando diver­

sos disolventes (57). En el primer caso, el calculo -

que resulta es laborioso pues requiere utilizar siste 

mas de ecuaciones y las simplificaciones son aproxima 

das. Par otra parte, su posibilidad de aplicacion es 

limitada, ya que requiere, al menos, una peq~efia dife 

rencia en las longitudes de onda en que presentan ma­

xi.mos en el espectro U.V los compuestos a determinar. 

En caso de utilizar varios medias disolventes, 

el problema radica en el gran numero de manipulacio-­

nes que exige el metoda y, ademas, en la escasa selec 

tividad de las diversas extracciones. Todo ella obli­

ga a establecer correcciones derivadas de la existen­

cia, aun en pequefia concentraci6n, de los dernas pro-­

ductos presentes en la mezcla. 
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Junto a los m&todos espectrofotom~tricos se 

pueden incluir, por su relativa analogfa, las fluoro 

. , s J. . ., 1 '1' . d t t• metr1as .. u ap .. lC<JCJ_on a ana ~s~s e. es e J.po de 

sustancias ba sido J~E:alizada por Shane (59) y Soul L. 

(60), especialmente en lo que se refiere a la deter­

minoci6n de pequefias cantidades de ~cido salicflico 

y acido acetll salic:[lico en tabletas y en sangre(Gl) 

(62). La opcraci6n se realiza en una sola etapa, eli 

minando previamente las interferencias, lo que supo­

nc u.n notable avancc en relacicSn con otros metodos -

de an.:1lisis dircctos. Postcriormente se ha aplicado 

tambi~n un m~todo fluorom6trico a la determinaci6n 

de codeina y cafeina en tabletas, que contienen ade­

m3.s acido acetil saJicilico y fenacetina, obten:Lendo 

se resultados del 99,7% para codefna y 98,9% para ca 

fe fna ( 63). 

Dentro de los m~todos espectrosc6picos se em­

plea tambie.n la espectroscopia de I.R. para determi­

nar pares de compuestos (64) y (65) y la R.M.N. para 

alcaloides (66) y rnczclas de ~cido acetil salicilico, 

fenacetina y cafefna (67),pero su uso no est~ muy di 

fundido. 

Los m~todos espectrosc6picos per~iten identi-



ficar las sustanc:.ias o al monos determinar su. pureza. 

Para la identificaci6n se han propuesto tarn-­

bi(~-n otros variados procedimientos como e..::; el de Ni­

kolies (68) que se aplica a nivel microsc6pico para 

~cido acetil salicilico, aminopirina, antipirina, ca 

fe{na y fenD.cetina, o bien el de V.G. Rubins (69) en 

el que por adici6n de unas gotas de cloroformo consi 

gue formar me zclas complej as de-; mi.crocFis tales a tra 

v~s de los cuales se pueden identificar cafeina y f£ 

nocetina,cntre otro~_;. Asi mismo Lyndmil8 (70) identJ:. 

fica fenacetina, cafe{na, antipirina, a.minopirir1a, -

&cido acetil salic1lico y codeina,a trav6s de un pr£ 

ct~so muy complejo en el que se emplcan microreaccio­

nes con reactivos sclectivos. En el aspecto cual:Lta­

tivo,probablemente estc procedimiento es el que m~s 

se acerca al objeto pretendido en este trabajo, aun 

cuando en este caso se limita s6lo a la fase de iden 

tificacion. 

Los metodos espectroscopicos ofrecen la duali 

dad de ser cualitativos y cuantitativos. El princi-­

pal inconveniente, por otra parte comun a los fotome 

tricos y espectrofotorn~tricos, es, como ya se indic6, 

sus intcrferencias~ Por esta causa, en la mayor parte 



de los casos han de ir precedidos de una obligada S!:_ 

parac.ion para la que,en general,se utilizan metodos 

cromatog:raficos~ 

Los m~todos cromatogr~ficos son, probablemen­

te, los m~s indicados para separar, e incluso deter-

minar~ algunos de estos compuestos. 

Mediante cromatogrofia sobre papel, R. Bourr! 

chsen y col. (71), han separado e idcntificado cafei 

na, nnt.Lpirina y fenace.tina en tejidos humanos, rea­

lizanclo despues la valoraci6n por espectrofotometr1a 

U.V.De modo an~logo, Me. Connelly col. (72) separan 

§cido acetil salicilico y fenacetina utilizando dis£ 

luciones ~cidas y diversos eluyentes, ~cidos,b~sicos 

o neutros. J Zamack (73) consigue separar code:Lna de 

otros alcaloides, y J. Vecerkova y col. (74) estudian 

el comportamiento de aminopirina, antipirina, fenace 

tina y cafefna £rente a diferentes eluyentes, consi­

guiendo buenas separaciones. Seidlein (75) separa pa 

racetamol de ~cido acetil salicilico, fenacetina y -

salicilamida. 

Merece tarnbi~n destacar la aportaci6n de Mi-­

chelina (76) en cuanto a aplicar la eleGtroforesis -

sobre papel en la separaci6n de ~cido acetil salici-



lico, cafcfna y fenacetina. La identificaci6n de los 

distintos compuestos se realiza despu~s por media de 

reveladores tales como vapor de yodo, ~cido fosfomo­

libdico y vapor de yodo en media nftrico,respectiva­

mente .. 

Analogamcnte, sobre capa fina con silice, 

Gtinshirt y Malzachcr (77) separan cafeina, fenaceti­

na y ~cido acetil salicilico,logrando buenas separa­

ciones cuando se eluye con mezcla ciclohexano-aceto­

na (78). La separaci6n se pone de manifiesto con luz 

ultravioleta, micntras que la determinaci6n cuantita 

tiva se realiza por espect::.rofotometria. 

Combinanclo distintos metodos, Soeterboc H.M. 

y Van Thiel (79) analizan, cualitativa y cuantitati­

vamcnte, cafeina, fenacetina y salicilamida; los com 

puestos ~::;e separan por cromatograf:la en capa fina so 

b·.r.e gel de silice G F·-254, utilizando como eluyente 

etanol. Despues de la eluci6n las sustancias aisladas 

se extraen con eter etilico y se identifican por es­

pectrofotometrfa, consiguiendose resultados con un -

error m£ximo de 1 a 2 %. Igualmente, sabre l~minas o 

microplates, impregnados con formamida, Radulovic y 

col (80) separan cafeina, fenacetina y codeina; ~a -

extracci6n se hace con benceno y tolueno, utilizando 
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como reveladores fluoresceinato de sodio, cloruro-yo 

duro f~rrico y yoduro-nitrato merc~rjco,todosellos -

en disoluci6n etan6lica. 

Por cromatografia en capa fina,Lieu van T. -­

(81) consigue separar,en media rnetanolico,acido ace­

til salicilico, fcnacetina y codeina, realizando la 

valoraci6n cuantitativa por cspectrosco0ia ultravio­

leLa. Fellein y col (82), de forma parecida, separan 

y cletcrminan fenacetina, aminopi.rina, cafe:lna y anti 

pirina. Symonds (83) propane un metoda de identific.§-_ 

. , , .d •. ] l ... 1. t 1 c1on para ac1 o ace~1- sa 1c1 1co, parace amn y sa-

licilarnida por medio de los valores de Rf obtenidos 

despu~s de una eluci6n sabre capa fina. 

Vukeevic y col. (84) realizan una cromatogra-

f .,. b. -l· • 1 t . d t . . , J_a lClJ.menf3J_ona . , con pos erJ_or e errn1_r;.ac1on cuan-

titativa, de mezclas que contienen ~cido acetil sali 

cilico, aminopirina, antipirina,cafeina, codeina y -

fenacetina. T. Bican (85) propane un procedimiento -

d . . . f . 1. 1 " f , e separar amlnoplrlna, enetlGlna, coce1na, ca e1na, 

~cido acetil salicflico y otros,pero s6lo logra sep.§-_ 

rarlos en grupos. Los resultados obtenidos por G. -­

Szasz y col. (86) son analogos~ aunque utilizan dis­

tintos eluyentes para realizar separaciones en peque 



nos grupos. 

La cromatografia en capa fina, combinada con -

los procesos posteriores de extraccicSn y la espectros 

copia U.V., ha constituido un notable avance en cuan­

to a las posibilidades analiticas, no solo por el n2 

de espccies separables sino por la canti.dad absoluta 

de sustancia que cs posible determinai. Sin embargo, 

realizc:~r con accptablc precision detE~rminaciones cua~ 

titativas por cromatografia en capn fina exige dispo­

ner de UTI clensj tornctro, pues el desprendimiento ITlCCa­

nico de~ la sus tan cia. scparada y la posterior ext rae-­

cion de la misma no s iernp:re proporcionan resultados -

absolutamente correctos. Por otra parte, aur:.c:Lle las PQ. 

sibilidades de separacion aumentan con este procedi-~ 

mi.ento de forma considerable, se esta muy lejos de h.§:_ 

ber llegado a un m~todo anal{tico que comporte un mi­

nima grado de gcncralizaci6n,ya que cada caso requie­

re unas condiciones operativas concretas. Todo ella -

sin ol vidar que la peqt.lefia cantidad de muestra aplic~ 

da en las separaciones por capa fina obligan, en mu-­

chos cnsos, a que esta sea previamente concentrada me 

diante tratamientos espec:lficos. 

La cromatograf:fa en columna tiene cada vez rna-
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~. f . ' d . t El 'l" . yor cl:L~us J.on en to as sus var1an c:.s. · ana lS lS por 

I f' crcnna cogra ~ J.a gas eo sa se ha utilizado, entre otros, 

por J .. Hoffman y tL Nl tchell (8 7) para separar acido 

acct5.l salicilico, fenacetina y cafeina en preparados 

por R.C~ Crippen y H.C. Freimuth (88) 

para sPparar y determinar ~cido acetil salicilico y 

' . , 1 . '1. I 1 t d . bt. ac:Loo sa :Lcl 1.co. ..os resu . a os que se o - Lenen son 

bucno::~, pero las posibj_lidades de: apl icaci6n son limi 

tadas en cu.:Jnto al numc"J~o de sus tancias a. analizar o 

La cromatograf:La gas-liquido ha sido aplicacla 

con exito poJ:· Wotson J .. R. (89) para la determinacion 

cuantitativa de ~cido acetil salic{lico en presencia 

de codc{na, sienclo posible, mediante previa rnetilacion~ 

determinar sinrultaneamente acido acetil salicilico y 

salic.:[lico (90). Lt3. crolT!..:'ltografi:a de l:lquido, se con-

sidcra en la actualidad como un procedimiento adecun­

do y util para analizar 3cido acctil salic:flico (91) 

asi como para su separaci6n de codeinu (92). Con fi-­

nes de control de calidnd de drogas, Brendell (93), -

utiliza una cromatograf:la de l:lquido a bajas pre~~io-­

nes para determinar fenacetina y codcina; la fase m6-

vil esta formada por cloroformo y la presion var:La en 

tre 32. - 33at. 

La cromatograffa de intercambio i6nico tambien 
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ha sido bastante utilizada. En efecto,mediante undo­

ble juego de resinas anfonicas y cati6nicas, W. Kaffip 

(94) separa la cafe:Lna de un extracto liquido de semi 

lla de cola, determin4ndola por gravimetria previa --

e]jmjnaci6n del disolvente. De forma an~loga,es decir 

mediante resinas anionicas y cationicas,se separan --

fracciones de gru.pos de compuestos de caracter neutro, 

acidos dcbilcl.s y fuertes y bases ,que dE~spues Se some­

ten a posteriores separaciones selectivas ultimando -

la determinacion- por e.spcctrofotomctria de U. V. ;Yosh_L 

no (97) ha dcterminado los cocficientes de distribu--

ci6n de varios alcaloides en resinas an£6nicas, cons! 

guiendo separc-1r aminopirina, antipirina y cafe:Lna 

bien por intcrcambio i6nico o por exclusion ionica; -

el trabajo aporta referencias bastante amplias de los 

valores de Kd. Tambicn por cambia ionico Haberli (98) 

utilizando la resina Dowex 50-X-2 retiene antipirina, 

acido salicilico, cafe:Lna y fenacetina, que despues .. 

sc 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 

traves de un cloble proceso de cambia ionico con Ambe­

lita IR-120 y cromatograf{a de capa fina. 

Tambien se encuent:t..·an rnetodos de cromatograf:La 



de: particion y de adsorci6n, aunque a veces no se pue 

da establecer una clara diferenciaci6n. Tal es el ca-

so del procedimiento propuesto par Levine (100) que,­

aun con gran compJej:Ldad,permite separar acido acetil 

salicilico, fenacetina y cafetna, que tambien cs apli 

cable a mezclas de. acido acetiJ salic:Llico y acido s~ 

licilico (101) (102). Este procedimi8nto se ha modifi 

cado de forma notable, con el. fin de adsorber compo-­

nentcs acidos (103). Ernp1eando "Celita" impregnada 

con hidroxido s6dico, so fijan grande::·> cantidades de 

acid 0 cl c e t i 1 sa 1 i c :( l i c 0 y c1 c acid 0 sa 1 i c :[ 1 i c 0 ' q ll e s i 

bien no sc eluyen con c1oroformo n:L con etano1, se 

pueden detcrrninar directamente sabre el adsorbente o 

dc.spues de:.~ e1imina·.c fcnazona y aminopirina. Chmi1 

( 104-), tau:tbien por cromatograf :La de partici6n separa 

cafe:Lna y code:Lna,cluyendo 1a cafe{na con agua y 1a -

codeina con un tampon de pH 1,2. 

E1 acido aceti1 salicflico, la cafe{na y la fe 

nacetina t8mbi6n se han determinado mediante una nue-

va modificaci6n del m~todo de Levine (105). James) -­

(106) utilizando columnas de Celita impregnadas con -

~cidos o bases~separa fenacetina y sa1ici1amida,efec­

tuando despu~s 1a valoraci6n por espectrofotometr{a -

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



nacetina, cafe1no y ~cido acetil salicflico que des--

pu(?s veJlo1~a por c~spectrofotometr:La U. V. Una vez 
, 

mas -

se pone de man:Lficsto que las posibilidades cromato--

de parti-

ci6n, ofrecen mayor posibilidad separativa que los -­

otros metodos en uso; s:Ln embaJ~go nose llega a proce­

dimienlos sencillo.s y cl numero de~ sustancias scpara-

das s igu.e s iendo r(=~ lativam0nte pequcf}o. 

Utilizando croma.tografia de columna con sopor­

te de a lurnina, N. SDrsu11ova y V. Schwarz ( 103) sepa-·­

ran e iclE:ntificnn antipircticos y analgesicos. La 

identificaci6n se haec mediante los valorcs de Rf rea 

1 . d 1 . , 1 . , :l'~ . 1 J.zan o a sF~paraclon por c uclon c l . .t:erencJ_a , con 

eluyentcs sclectivos de lm espccics separadas. De es-

ta mancra la cafcina se identifi_ca y valora en mezclas 

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

L.G. Andrecva (109) propone una separaci6n cuantitati 

va de pares de SllS tancias por medio de una cromatogra 

fia de adsorcion Ci_ tr[~lvcs de una columna rellena con 

silice, verificando las cluciones a distintos pH. En 

cl trabajo figuran di.agrarnns de desorci6n en funci6n 

del pH para distintos eluyentes. El error de estas de 

terminaciones es de 2%e 

La cromatograffa en columna, o por cambio ioni 
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co, tarnpoco re~uelve pues, el problema de forma senci 

lla. 

La utilizac.lon de los diferentes tipos de Sep-

haclex sE: ha limitado, e11 relacion con los productos -

objcto de este estudio, a la separaci6n de codeina, -

juntarnente con otros al(aloides procedentes del opio, 

ernplcando cl tipo LI-I-20 y disoluciones acuobas (110). 

Pc;ra el resto de las sustancias considcradas no se han 

encontrado antecedc11.tes, exc.epto par B. el acido salici-· 

lico (111) y (ll2),pcro nunca en presencia de las 

t . J , • o ~ras sustnnc:Lrls c1.na .. gf'SJ.cas cuyo cstudio se pretendc. 

Las complicaciones de los m~todos propuestos, la dif1 

cil generalizacion de los mismos y el numero relativa. 

mente limitado de especies que es posible separa.r, -­

planteab.::J.n la ru:;cesidad de abordar el estudio de un -

proceclimiento que de forma sencilla permitiera reali­

zar separaciones con la subsiguiente determinacion de 

mezclas muy variables de sustancias presentes en pre­

parados analg~sicos. En este sentido,y como ya se an­

ticipaba en la Introduccion,la cromatograf:la c.on Sep­

hadex tenia que ofrccer, necesariamente, nuevas posi­

bilidadcs sabre todo al haber comprobado en el mismo 

el denomi.nado "efecto aromatico" de adsorcion. 



III. CONSIDERACIONES PREVIAS 



III.l. CARACTERISTICAS DE LAS SUSTANCIAS EN ESTUDIO 

Se recogen a continuaci6n (Tablas I y II) aque-
, 

llas propiedddes de las sustancias objeto de este estu-
1 

dio que pued~n ser de utilidad para los fines propues-­
i 

tos. Son las 1siguientes (113) (114): 

a) Formula 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 filtraci6n molecular. 

c) Solubilidad en diferentes disolventes, a fin 

de elegir el mas adecuado. 

d) Longitud de onda a que presentan la maxima ab 

sorci6n, para comprobar la imposibilidad de su determi­

nacion simultanea. 

. . 



TABLA I 

Compuesto Formula estructura1 Pm ~ ffi;(l 

Acido sa1ic:Llico ,d: 138,12 300 

COOH 
Acido aceti1 Qooc-CH3 sa1ic11ico 180,15 275 

I 
0~0:~· Sa1icilamida 137,13 300 

Etoxibenzamida a~::·LCH, 165,13 292 

Paracetamo1 
OH'rl-CO-CH. 

151,16 242 

HO 

Fenacetina OHH-CO·C·· 179,21 246 

CI-I.(Ct-ll.-0 

0 
cr, 

Antipirina _ ~N- ~-c113 
188,22 242 

C- CH 
II 
0 

CH~ 
I 

Aminopirina 0-{-~-c"~cH, 217,22 256 
C-C-N 
II 'cH 0 ~ 

0 

/c, 
Cafe ina 

CH3-I't C- N-CH~ 

194,19 272 I II I 
0=C C Cl-'z. 

\( 't:t/ 
A c1

11?. 

CH~-~ -cH;~.. 

Cltz_-CH + 
Code ina ~c-c/ 'c~ CH 

299,37 286 HC~ ~C -- C~Cttl. ~CH 
• ~ 'c11-c0t 

CH~O 0/ dti 



TABLA II 

Solubilidades de: 1 gr en: 
Compuesto 

Agua Etan.:ll Cloroformo Eter Otros 

1100 - 25Q lll benceno 
Acido salic:llico 15- lOQQ 2,7 42 3 3 acetona 

Acido ace til 
300- 25Q 

5 17 10 - 15 --
salic:llico 100- 372 

! 500- 3QQ 
Salicilamida Soluble Soluble Soluble --

125- 47Q 

Hg sol So 1. acetona 
Etoxibenzamida Soluble Soluble Hg. 

a lOOQ soluble 

DHtc11-fda 
Poco lnsol-bencer.o 

Paracetamol Has Soluble -- soluble Sol - caliente Sol-acetona 

130 - cal1ente 15- cal1ente 
14 Soluble 

Fenacetina 00 
82 - lOOQ 2,8- l[)Q Glker1na 

Antipirina < 1. 1,3 1 43 --

Aminopirina 18 1,5 1 13 12 benceno 

45 
Cafe1na 5,5 .. 8QQ 66 5,5 530 1 00 benceno 

1,5 .. lOOQ 22 - 602 

120 
Code ina 60- 309. 2 0,5 18 13 ben:eno 

• 



En primer lugar se puede apreciar que todas las 

moleculas tienen un nucleo bencenico, excepto la cafei 

na que presenta un ciclo hexagonal y puede considerar­

se con una cierta 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 

ademas tienen grupos comunes. El paracetamol y la fen~ 

cetina son tambien bencenos disustituidos con un grupo 

comun, pero la sustituci6n es en para. Finalmente, la 

antipirina y aminopirina solo se diferencian en el gr~ 

po dimetilamino de la segunda. 

Todo esto unido al hecho de que erttre 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 mas o menos 

preferente. 

Las masas moleculares son todas menores de 300, 

y muy proximas entre si, lo cual indica que la separa­

ci6n no puede hacerse por filtros moleculares, al me-­

nos con los tipos de relleno elegidos para la columna. 



Las longitudes de onda a que se han medido los 

maximos de absorbancia, que se recogen en la tabla I, 

son los correspondientes al espectro obtenido con di­

soluciones alcoh6licas y naturalmente resul~a~ 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 mas nu­

merosos, pues forzosamente los rnaximos han de coinci­

dir practicamente para la mayoria, por la pequefia am­

plitud de la zona del espectro en que se encuentran -

(242 a 300 m)i). 

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 organicos, unos son solubles y -­

otros no. 

Con estes datos previos habra que hacer la 

elecci6n del disolvente mas adecuado, ya que la tota­

lidad de las sustancias en estudio han de estar en di 

soluci6n para la cromatografia de gel. Por otra parte 

tampoco es viable la separaci6n cuantitativa utilizan 

do las diferencias de solubilidad, ya que ninguno es 

totalmente insoluble en los diferentes disolventes. 



111.2. TECN1CAS APL1CADAS 

111.2.1. Cromatograf{a de gel 

La 

arrollada 

siendo su 

crJmatografia de gel en medio acuoso fue des­

pot Flodin y Porath. (11~ en los afios 1958-60, 

caracteristica principal la de separar las 

sustancias segun su tamafio molecular. Su utilizaci6n ha 

side muy amplia debido a que ofrece las ventajas de po­

der cromatografiar sustancias labiles sin degradaci6n y 

de aplicarse a muestras muy concentradas por la lineali 

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

Los geles cromatograficos son,en general,macrom£ 

leculas con distinto grado de entrecruzamiento (cross­

linking), naturales o sinteticas, con gran afinidad por 

determinados disolventes. Antes de ser utilizados deben 

impregnarse con el mismo disolvente que·se vaya a utili 

zar para la eluci6n. 

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 conto -
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para su reutilizacion sin previa regeneraci6n. 

No deben contener grupos ionicos o,en todo ca 

so,que la concentr~~i.on sea minima para evitar que se 

produzcan r~tenciones totales o parciales de los solu 

tos con carra. 

El t$mafio de particula debe estar cuidadosamen 

te seleccionado y, as£ mismo, los granos han de tener 

una buena rigidez y resistencia mecanica, para evitar 

que se compacte el lecho y que , como consecuencia, -

se rnodifique la velocidad de flujo. 

La aplicacion inicial de la crornatografia de -

gel, y la que sigue teniendo mas arnplia difusion, es 

la de separar sustancias por su tamafio molecular. La 

mayor o rnenor retencion de las sustancias en la colurn 

na es consecuencia del coeficiente de reparto entre -

la fase gel y la fase lfquida, y este, a su vez, vie­

ne determinado por factores estericos (118). Al pasar 

a traves del lecho una disolucion que contiene rnolecu 

las de diferente tamafio, las grandes discurren entre 

las esferas del gel y en el coeficiente de reparto so 

lo interviene la fraccion de liquido que ocupa los in 

tersticios. Las moleculas pequefias, por el contrario, 

pasan entre la red y en el coeficiente de particicn -

interviene la totalidad del liquido empleado. 

. . 



La forma de operar en crornatograf!a de gel es 

la normal dentro de cualquier tipo de cromatografia en 

columna; la muestra en disolucion se incorpora por la 

parte superior de la columna y· se eluye con el disol-­

vente elegido. 

Para una interpretacion 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 crornatograffa de gel se han definido una se­

rie de parametres que utilizados en la expresion de r~ 

sultados dan uniformidad a los mismos. A continuacion 

se indican y definen los que se usan en el presente -­

trabajo, que son los que se emplean con mas frecuencia 

en la bibliograf£a. 

En relacion con la columna interviene su diame-

tro, la altura del lecho, el volumen total del mismo, 

vt' y el volumen de los intersticios entre los granos, 

V0 • La medida de Vt no ofrece dificultades; V0 se de­

termina crornatograficamente utilizando una sustancia 

que no sea retenida por el gel ni siquiera m!nimamente, 

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 



6 
es del arden de 2 · 10 (lB). V0 sera, pues, el volu-

men de eluci6n de esta sustancia. 

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

ne por diferencia entre vt y Vo. 

Finalmente interesa conocer tambien el volumen 

de l:Lquido en la fase gel, que se denomina volumen 

"inner", Vi, y que viene dado por Vi = Vx - mg Vg, 

donde mg representa el peso del gel y Vg es el volurnen 

parcial especifico del gel. Sin embargo,entre las ca­

racteristicas de los geles proporcionados por las ca­

sas suministradoras figuran los c. c de agua que pueden 

ser absorbidos por grmno de gel seco, Wr, con lo que 

el calculo de Vi es inmediato; Vi = Wr mg. 

El flujo ha de mantenerse constante por razo-­

nes obvias, ya que de lo contrario, los resultados no 

ser:Lan ni comparatives ni reproducibles. Las unidades 

de medida son las usuales c. c/min 6 c.c_/hora; sin embar 

go, en el caso de.variar el diametro de la columna la 

comparaci6n de resultados puede hacerse mediante el -

caudal masico por unidad de superficie,expresado en -

c.c./hora . cm2. Para conseguir la constancia de flujo -

se utilizan cualquiera de lo~ dispositivos conocidos 

que mantienen constante la presion durante todo el -­

tiempo que dura el proceso. 



El control de la presion no solo es necesario 

para rnantenerla constante, sino tarnbien porque su cuag 

tia no debe exceder ciertos limites para evitar que -­

los geles blandos se cornpacten. 

El comportamiento de los solutos y sus posibili 

dades de separacion entre si, se estudian mediante las 

curvas de elucion,que, no se diferencian sustancialrnen 

te de las obtenidas en otros tipos de cromatografia en 

columna o de cambio ionico. 

La variable, pues, a determinar es el volumen 

de elucion necesario para transportar las diferentes 

sustancias fuera de la columna. En el caso ideal el vo 

lumen de elucion debiera ser independiente del flujo 

aunque en la practica no resulta asi y puede, incluso, 

manejarse este factor para conseguir separaciones mas 

netas. Como volumen de elucion se toma el que corres-­

ponde al punto maximo de la curva, ya que estas preseg 

tan casi siempre una buena simetria. Sin embargo, este 

valor no proporciona informacion suficiente sobre las 

posibles separaciones ya que las curvas de elucion pu~ 

den, en parte, solaparse. Por ello hay que determinar 

ademas Tv(l20) que es el volumen total en el que tiene 

lugar la elucion de cada sustancia. No obstante, en -­

cromatografia de reparto existe una correlaci6n entre 



el volurnen de eluci6n de una sustancia y su coeficien 

te de reparto, que en el caso de considerar solo el -

volumen Vi de liquido que embebe el gel viene dado 

por Ve = V 0 + Kd • Vi 

Las posibilidades separativas pueden estudiar­

se mediante los Kd correspondi€ntes, para cuyo calcu­

lo basta, pues, disponer de los antecedentes V0 y Vi 

y del resultado experimental de la eluci6n Ve • 

Finalmente, en lo que a los geles se refiere, 

es preciso conocer el valor de Wr 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 tecnica de espectrofotome-­

tria de I.R. con fines cualitativos y lade U.V. con 

fines cualitativos y cuantitativos. 

Ambos metodos analiticos son suficientemente -

conocidos, lo que releva de comentarios mas explicitos. 



III. 3. EL SEPHADEX Y SUS PROPIEDADES SEPARATIVAS 

El Sephade~, cuyas caracteristicas se mencionan 

anteriormente de forma muy breve, es uno de los produc 
i -

tos mas uti~izados en cromatografia de gel en columna, 

aunque se e1plea tambien en cromatografia en placa fi­

na e inclusd en electroforesis (12D. Los geles de Sep­

hadex fueron los primeros para los que se estableci6 -

una estrecha relacion entre el tamafio molecular y el -

volumen de eluci6n. Estos geles estan constituidos por 

redes de dextranos que se obtienen por fermentacion de 

la sacarosa y son capaces de absorber agua, u otros di 

solventes, en cantidades que varian segun el tipo de -

Sephadex. Asimismo, son estables en medios acidos y al 

calinos y pueden calentarse hasta llOQC sin perder sus 

propiedades; sin embargo, dada su naturaleza organica 

son atacados por agentes oxidantes, bacterias y hongos 

(12~(123). Todos son insolubles en agua, mientras que 

su solubilidad en otros disolventes varia segun la cl~ 

se de Sephadex. Por otra parte, cumplen las condiciones 

de reversibilidad que son exigidas a esta clase de so­

partes cromatograficos. 

Ademas de los carnbiadores de iones, hay dos clases 
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de Sephadex, los de la serie G y el LH-20. Los prime­

res son hidrof!licos y su uso con disolventes organi­

cos es muy restringido; el numero que sigue a la le­

tra G, varia segun intervale de pesos moleculares pa­

ra cuya separaci6n pueden utilizarse y su estructura 

no difiere!mas que en el grado de entrecruzamiento.El 

LH-20 es 1 pof!lico e hidrofilico y su grade de hinch~ 

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 principia los geles de Sephadex se utili 

zaron exclusivamente para separar sustancias de dife­

rentes masas moleculares, e incluso para la determin~ 

cion de las mismas, por un mecanisme analogo a los -­

filtros moleculares. Sin embargo y como ya se antici­

p6, se ha observado la existencia de otro tipo de in­

teracciones, derivadas de la estructura molecular, 

que permiten utilizar el Sephadex en la separaci6n de 

sustancias que no presentan grandes diferencias en 

sus pesos moleculares, hasta el punta de que utilizan 

do el G-10 se han separado diversos is6meros cis-trans 



(l2~. En efecto en 1960 Porat y Gelote (11U(l25) ob­

servan que gran numero de sustancias se comportan de 

forma diferente ala que,en virtud de su tamafio mole 

cular,era de esperar. Se ha comprobado que en una­

serie homologa los terminos superiores tienen mayo-­

res volumenes de elucion que los inferiores (12~. E~ 

ta anomal£a no podia justificarse solamente por una 

difusion restringida, a traves y en el interior del 

gel, cuyo origen estuviera enimpedimentos estericos. 

Por otra parte las desviaciones de comportamiento no 

solo suceden en el sentido de retrasar la eluci6n, -

sino que existen tambien sustancias que aparecen en 

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

resulta ser el menos frecuente, el fenomeno puede ex 

plicarse por exclusion ionica o por la formaci6n de 

complejos o agregados. 

Si la elucion de las sustancias se demora, pu~ 

de deberse a fenomenos de adsorcion o a interacciones 

electrostaticas. Estas ultimas se justifican porque -

las redes de dextranos contienen algunos grupos carbo 

x£licos terminales (117), circunstancia que parece con 

firmarse en la separacion de prote£nas acidas con 

Sephadex G-50 (127)que no son eluidas con agua y sin 

embargo se eluyen con disoluciones dilu£das de sales 



o bien con ~cido clorhidrico. Todo ello induce a peg 

sar que, si las proteinas no se retienen, ha de ser 

debido a la existencia de grupos negatives en el gel. 

An~logo fenomeno de repulsion se ha observado traba­

jando en capa fina con ~cidos no proteinicos (12~.El 

fen6meno es m~s acusado con geles de mayor grado de 

entrecruzamiento, sobre todo cuando se usa como elu­

yente agua desionizada (12~. La explicaci6n posible 

de este fen6meno puede ser el que la retencion tenga 

lugar en proporci6n a la cantidad de dextrano en el 

ge 1 hinchado ( 12 9) . 

Asimismo se ha observado que las sustancias -

arom~ticas, y gran parte de las heterociclicas, se -

retienen mucho m~s que otras de tamafio similar pero 

no arom~tico. 

La mayor adsorci6n en el caso de las sustan-­

cias arom~ticas frente a las no aromaticas es un fe­

n6meno que no es exclusive del Sephadex. Existen 

otros antecedentes como es el caso de Alumaa y Palm 

(130)quienes han encontrado que la adsorci6n es dis­

tinta en electrodes de mercurio y bismuto y que, in­

cluso, varia con los sustituyentes en el nucleo arc­

matico. Por su parte Soporer y Trueblood (13l)con co 
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lumnas de acido silicico-celite, observan el mismo do 

ble fenomeno, tanto de la aromaticidad como de los 

sustituyentes. Analogamente ocurre trabajando en co-­

lumna con adsorbentes tales como carbon activo, celu­

losa, s:llice, alumina y poliacrilamida (132) o bien 

con grafito, titanio, etc.(l3~. No obstante, es en el 

Sephadex donde estos efectos aromaticos de adsorcion 

son mas acusados, habiendose cornprobado, incluso, que 

no solo varia con los sustituyentes sino tarnbien con 

su situacion relativa en el nucleo (134)(13~. 

Para justificar la retencion se admiti6 ini- -

cialrnente que, adernas de la que se produce por la rna­

sa de la sustancia, hay otra adicional cuyo origen es 

ta en la existencia de fuerzas especiales, tipo puen­

te, entre solutes con electrones t'l y la matriz del -­

Sephadex, siendo el grupo eter presente en la misrna -

el responsable principal(l29). Posteriormente, otros 

autores han justificado la retenci6n, en el caso de -

diferentes fenoles monosustituidos, por la formaci6n 

.de puentes de hidrogeno lo que se apoya ademas por el 

hecho de que la acidez del medio ejerce una influen-­

cia decisiva. Esta explicacion se ha extendido a ani­

linas y acidos benzoicos, tratandose en todos los ca­

sas de derivados m- y p- sustituidos. Si tal mecanisrno 



es cierto segun estes autores, los valores de Kd va­

rian en funcion de los sustituyentes, lo que en efec­

to comprueban, con excepcion de los fenoles halogena­

dos (135). Tambien se han separado polipeptidos segun 

su peso.mot.ecular utilizando Sephadex G-75 y como 

yente feno - acido acetico - agua; este disolvente se 
I 

elu 

emplea para extraer prote!nas de tejidos, para lo que 

es necesario romper los puentes de hidrogeno (136).El 

heche apoyar!a, pues, la hipotesis de la retencion -­

por puentes de hidrogeno. 

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 retenci6n au-­

menta con el grade de entrecruzamiento del gel. Brook 

y Munday (135) han estudiado el comportamiento de una 

serie de fenoles, anilinas y acidos benzoicos m- y p­

sustitufdos £rente 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) 

afi.rmaba que la afinidad del LH-20 es mayor que la de 

cualquier gel de la serie G por haber en aquel mayor 

numero de grupos eter. 



De todo lo expuesto se deduce que la retenci6n 

no puede justificarse aisladamente por ninguno de 

los mecanismos indicados ya que existen excepciones, 

no explicables, a la normativa que podr1a formularse 

de cada uno de ellos. 

Streuli (137) (138) (112) ha estudiado el co~ 

portamiento de gran numero de sustancias aromaticas 

y heteroc1clicas frente a Sephadex LH-20, utilizando 

diversos disolventes y llega a la conclusi6n de qu~ 

los tres mecanismos citados, filtracion molecular, -

puentes de hidr6geno y puentes a traves de la nube -

electr6nica, pueden tamar parte en la adsorci6n y -­

que de hecho no puede excluirse totalmente ninguno -

de ellos (excepto en casos muy especiales), si bien, 

en cada caso, hay uno predorninante que depende en -­

gran manera del disolvente utilizado. 



IV. SEPARACIONES EN MEDIO ETANOLICO 



IV.l. ELECCION DEL DISOLVENTE 

El agua es el disolvente en el que, de forma mas 
I 

acusada, se rone de manifiesto el "efecto aromatico", 

responsable ~e las retenciones totales o parciales.Sin 

embargo, y segdn se deduce de los datos recogidos en 

la Tabla II , la totalidad de las sustancias objeto -

de este estudio son muy poco solubles en agua. Resulta 

ba, pues, necesario buscar otro disolvente, comun a tQ 

das ellas, que presentara cierta analogia con el agua, 

y en el que, por este motivo, fuera previsible que el 

efecto aromatico no disrninuyera de manera notable. Eli 

minados por esta causa los disolventes apolares, se -­

centro la atencion en los alcoholes de bajo peso mole­

cular,y mas concretamente el etanol, no solo por su po 

laridad sino tambien por otras propiedades fisicas co­

mo son la constante dielectrica, el punta de ebulli- -

cion, la viscosidad y la densidad. Por otra parte se -

disponia de antecedentes bibliograficos sabre la exis­

tencia del citado efecto aromatico en isopropanol (138) 

(139) (14~ y metanol por lo que era presumible que-­

ocurriera de forma analoga con el etanol. 

De entre los demas disolventes comunes a las --



sustancias en estudio, el cloroformo podr{a cunducir 

a resultados positives, pues aunque el efecto de re-­

tencion de compuestos aromaticos no es demasiado apr~ 

ciable (139), se La comprobado que la presencia de -­

grupos carboxilo e hidroxilo en las especies a sepa-­

rar ejerceJ una acciOn analoga. En efecto, en disolu­

ciones de dloroformo se han separado dipalmitinas a -
I 

traves de los grupos hidroxilos primaries o secunda--

rios (116). En contrapartida el cloroformo presenta -

dificultades para su manejo (122). No obstante, antes 

de descartarle, se hizo una experimentacion explorat£ 

ria cuyos resultados no fueron satisfactorios, pues -

al no disponer 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 operacion crornatografica. 

Par todo ella se eligi6 el etanol, procediend£ 

se, antes de iniciar los ensayos de separacion, a es­

tudiar la estabilidad de las diferentes sustancias en 

el media etanolico y frente al soporte de separacion. 

. . 



IV.2. SEPARACION CON ETANOL 

IV.2.1. Estabilida~ d2 las sustancias en soluci6n eta-

nolica 

A tra~~s de los espectros ultravioleta se pudo 

comprobar que todas las sustancias objeto de estudio, 

excepto el acido acetilsalicilico son estables en diso 

luci6n etan6lica durante 24 horas. No se continuo el -

estudio de la estabilidad para tiempos superiores, por 

carecer de significado practice para los fines preten­

didos. 

En el caso del acido acetil salicilico se obser 

va, que aparece un incremento de absorcion, que aumen­

ta con el tiempo, en la zona correspondiente al maximo 

del acido salicilico, lo cual prueba que este se forma 

por hidrolisis del primero. No es nada extrafia la hi­

drolisis del acido acetil salicilico en media etanoli-

co pues, aunque se utiliza etanol absolute, se tolera -

en el mismo un 0,3% de agua que es la responsable de 

las pequeftas cantidades de acido salicilico que apare-

cen. 

La hidrolisis del acido acetil salicilico es un 



fen6meno arnpliamente conocido, siendo muchos los estu­

dios realizados en este sentido no solo con fines ana­

l{ti.cos sino tambien con objeto de definir los agentes 

que pueden contribuir a su estabilizaci6n. En medics -

no acuosos muy diversos, se ha comprobado que la pre-­

sencia de pequefias cantidades de agua origina degrada­

ciones y fenornenos hidrol{ticos, sobre cuya cuant{a ig 

fluyen un gran nurnero de variables tales como el pH, -

presencia de sustancias ionicas o no i6nicas, la temp~ 

ratura e incluso la propia concentraci6n del acido ace 

til salic{lico (141) (142). Como estabilizantes se uti 

lizan sustancias superficialmente activas de caracter 

no i6nico, habiendose comprobado, asimismo, que disol~ 

ciones acuosas de citrato, ascorbate y glutamate sodi­

co, calcico y magnesico, si bien disminuyen la inesta­

bilidad no la inhiben totalmente (143). Es un hecho 

significative que en presencia de citrate potasico el 

acido acetil salic{lico se hidroliza considerablemente 

mientras que el acido c{trico, en concentraci6n analo­

ga a la del citrato potasico, practicamente inhibe la 

hidr6lisis (144). El fen6meno se observa, igualmente, 

con acido tartarico (145). Los ultimos trabajos pare-­

cen inclinarse por el hecho de que la estabilidad es -

consecuencia del bloqueo de los grupos hidroxilos li­

bres en la molecula (146). 



Los graficos de la fig.l corresponden a los e~ 

pectros U.V. de cada una de las sustancias en estudio. 

Los registros, que se han realizado transcurridos los 

intervalos de tiernpo que se indican, coincjden en su 

totalidad por lo que solo se ha representado el ini-­

cial. 

Unicamente en el caso del acetil salicilico se 

han representado para diferentes tiempos, (fig. 2) p~ 

diendo observarse la rnodificaci6n indicada. Los valo­

res de la absorcion, correspondientes a los rnaximos -

en funcion del tiernpo, se recogen en la Tabla III, -­

aunque hay que destacar que_ la estabilidad debe com-­

probarse a traves de la totalidad del espectro U.V. y 

no solo por la constancia del maximo, pues esta puede 

mantenerse, compensada por la absorci6n que a esa log 

gitud de onda presenta la sustancia que aparece en la 

descomposici6n. Esto es precisamente lo que ocurre 

con el acido acetil salicilico cuyo maximo de absor-­

cion a 278 m;U se mantiene practicamente constante, -

mientras el acido salicilico,cuyo maximo aparece a--

300 ~~ crece a medida que lo hace el tiempo. 

En el caso de haber conseguido una separacion 

de los acidos acetil salicilico y salicilico que per­

mitiera su valoracion directa por espectrofotometr{a, 



TABLA III 

ESTABILIDAD EN SOLUCION ETANOLICA 

Valores de 
Compur-;sto 

1a absorcion ~espues de un tiempo: 
'"ho-~,qs 

0 1 3 6 9 24 

Acido salicilico 0,580 0,580 0,580 0,585 o, 590 o, 58 0 

~ = 304 mr ,/'I 
i 

Acido ace til 
salicilico 0,525 0,525 0,520 0,515 o, 52o 0,525 I 

I 

A= 276 m '/ ,Jt ! 

Salicilamida 0,605 0,605 0,610 0,605 0,610 0,605 

,, = 

-· 
303 m;t 

Etoxibenzamida 0,855 0 855 
' 

o, 860 0,855 o, 860 0,855 

A= 290 ~~- -

Paracetamol 0,940 0,945 0,950 o, 845 0)945 0, 9LI-O 

\--t -- 250 m;J 
.. 

Fenacetina 0,910 0,910 0,910 0,910 0,915 0,910 

A= 250 m;c -- > 

Antipirina 0,520 0,520 0,520 0,520 0,520 0,520 

A= 270 m;~ -- / 

And.nopirina 0,390 0,390 0,395 0,395 0,395 0,390 

A= 269 m)L --. 
Cafe ina 0,485 0,480 .0,485 0,485 0,485 0,485 

;. = 27 3 m 1~ 
~--

Code ina J 0,225 0,225 0,225 0,225 0,225 2 'I- l 0' - t..) . 

)~ == 285 Inf{ 
-- .L.~.- .. --~·-· ~ ~ 



hubiera sido necesario determinar cuantitativamente 

la descomposic.ion, en funcion del tiempo, para reali 

zar la correccion debida a la hidrolisis. 

IV.2.2. Estabilidad £rente al medic separative 

Analoga.mente conven::La tener la seguridad de -

que las sustancias, en disolucion etanolica, eran e~ 

tables £rente al Sephadex o, lo que es igual, duran­

te el proceso cromatrografico. Para ello se prepara­

ron disoluciones de las rnismas en etanol pasandolas 

a traves de una columna de Sephadex LH-20. Este tipo 

de Sephadex se eligi6 por ser el mas indicado para -

trabajar con disolventes organicos. 

Se recoge el eluido en un matraz de destila-­

cion al que se afiaden 500 mg de BrK. Se evapora des­

pues, a sequedad en vacio, a fin de que la temperatu 

ra no supere n~nca los 602C, y con el residua, 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 patron del aci 

do acetil salicilico, supuesto que ya se conocia su 

descomposici6n en media etanolico, se prepare a par-
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tir de la disoluci6n empleada para la cromatograffa, 

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 traves del soporLe croma­

tografico y la otra no. 

Per otra parte se obtuvieron los espectros 

u.v. de la disoluci6n del acido acetil salicflico 

cromatografiada y el de otra preparada simultaneamen 

te que no habfa estado en contacto con el Sephadex. 

Ambos espectros, procedcntes de soluciones de la mi~ 

rna concentraci6 n (fig. 23) son ana logos, lo que pru~ 

ba que la pequena descomposici6n observada depende -

s6lo del tiempo de contacto con el disolvente perc -

no del medic separative. 

IV.2.3. Resultados de la eluci6n 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 as:1 como la fracci6n de -

las mismas incorporada a la columna se recopilan en 

la Tabla IV. A continuacion se eluy6 con etanol y se 
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TABLA IV 

Compuesto Con. mg/cc. Volumen incorpor~ 
do en cc. 

Acido salici1i -co 0,25 l 

Acido aceti1 
sa1ici1ico l l 

Sa1ici.1amida 0,25 l 

Etoxibenzamida 0,5 1 

Paracetarno1 0,125 l 

Fenacetina 0,125 l 

Antipirina 0,125 l 

Aminopirina 0,125 l 

Cafe:lna 0,125 l 

Code :ina 1 1 
• 



recogieron fracciones de 2,4 cc. manteniendose en to­

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

Se realiza:ton tres series de ensayos. En la -­

primera se rtiliz6 como lecho 6 g. de Sephadex L~-20 

en columna
1
de 1,5 em de diametro, en la segunda ---

12 g. de sJphadex e igual columna y en la tercera 
I 

6 g. de Sephadex pero en columna de 0,75 em de diame-

tro. 

Se pretendfa con ella 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 separati­

vas. Para la determinacion de V0 se utilize Blue Dex­

tran 2000 disuelto en alcohol al 50% en agua y se elu 

yo 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 

determinacion de Kd carece de significado. Como ya se 

indic6 anteriormente, el calculo de Kd se realiza me­

diante la expresi6n 

Kd 

donde Vi viene dado por: 



Vl· = V V m v t - 0 - lg g 

siendo 

Vt el volumen totc.tl del lecho, calculado suponiendo 

la columna un 
I 

el lecho y jvg 

cilindro regular; mg la masa de gel en 

el volumen parcial especifico de la rna-

triz del gdl, cuyo valor, facilitado por la casa sumi 
! 

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

Los valores de Ve y Tv obtenidos en la eluci6n 

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

blas V, VI y VII y las curvas de eluci6n en las figu­

ras 24 a 26. 

El control de los eluidos se realiza por espe£ 

trofotometria U.V. a las longitudes de onda correspog 

dientes para cada una de las sustancias. Se puede ob­

servar que las curvas de eluci6n presentan buena sime 

tria y que los volumenes de elucion aumentan, como es 

logico, con la masa de Sephadex utilizada, practica-­

mente en la misma proporcion. Asimismo, la altura de 

la columna para una misma masa de Sephadex solo deter 

mina que se anticipe muy discretamente la eluci6n, -­

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

ticamente no se diferencian cuando se utilizan masas 

iguales de gel y experirnentan un ligero incremento al 

aumentar esta. 



TABLA V 

ELUCION CON ETANOL 

Columna: K 15/30 (diametro interno 1,5 ern y altura 30 em) 

Relleno: 6 g. de Sephadex LH-20 

V0 = 8,5e.e.Vt = 24,5 e.e. 

C8mpuesto ve e. e. Tv e. e. Kd 
,..._, _____ ---

Acido salici1ico 27 16 1,49 

-- -
Acido aceti1 
sa.lic{1 :i co 22 11 1,09 

-"-------------·-·--"'····----- ... .-----.. --.. --·----

Salicilamida 31 11 1,81 

r--·---··-------1------.. ----- ... 

Etoxibenzami.da 17 14 0,68 

--r--· -1---

Paracetamo1 18 15 0,77 

Fenacetina 19,5 12 0,89 

Antipirina 18 12 0 77 
' 

Aminopirina 18 ,·s 9 0,81 

·--· 

Cnfc::l.na 23 10 1,17 

_, ____ 
-

Coc1E:fna 21 13 1,01 

1 
_I 

--

--t 
I 
I 
f 
I 
I 

I 
{ 

~ 
I 

I 
r 
l. 

! 
_,._....,.~··---...···~ ...... ... ,.,.. ____ 

···---~-____ .. .J.. 



TABLA VI 

ELUCION CON ETANOL 

Columna: (diametro interno 0, 75 em) 

Relleno: G g. de Sephadex LH-20 

V0 = 8 c.c. Vt = 24,5 c.c. 

Compuesto Ve c.c. 

Acido salic:Llico 25 

Tv c. c. Kd 

14 1,32 

--·---------------------·-+-------·-

Etoxibenzarn.ida 

20 12 0,93 

- -------~ .. --.----- ... "" _____ , ____ --+----------t 

28 12 1,55 

·----··--· .. ····-- --·-------·-+-,--·-----1 

15 1 1:'' 
J o, 54 

-----+-----------··--t---

Paracctamol 14 15 0,47 

---+ ---------··-··- --~---·-··-··------+--------~ 

17 12 o, 70 

-----+-------·---r------------1--- -----~ 

16 14 0,62 

----------- --------------------+----------1 

18 ' 9 0 78 
' 

_______ ... _____ ---------t--------'""'1 

Caf. c~ {na 21 11 1,01 



TABLA VII 

ELUCION CON ETANOL 

Columna: K 15/30 (dL3.metro interne 1, 5 em y altura 30 em) 

Relleno: 12 g. de Sephadcx LH-20 

V
0 

= 17 e.c. vt = 49,5 c.c. 

Compuesto 

Acido salicilico 

Acido acetil 
salic.lli.co 

-··-·-·--- ' ---

Salicilamida 

Etoxibenzamida 

Paracetamol 

Fenacetina 

Vee.. c. 

--

51 

-----------

L~O 
_____ .. _____ 

53 

... ., ___ ... ______ 

L+2 

-

45 

-----··-

36 

Tve. c. 

22 

4---

12 
--· _., __________ 

16 

--~------·--

13 

--~-----·~ 

19 

..._ ____ - --~--------

11 

- .. ...--.---·-·-----

Antipirina 33 17 

I 

IHTtinopirina 33 15 

1--~----------~----·------~- --· 

Cufe:fna L:.8 15 

L------------·------·------ --·-------,·--·---- ~-··--------
38 13 

Kd 

1,35 

~-

0,92 

---
1,43 

--
0,99 

- -

1,12 

o, 76 

-· 

0,64 

o, 64 

1, 24 
f 

I o, 84 I 
I t::'_~~~·: ________ --~-

~- .. _ ... ______ ._ ________ ..._ _____________ _j 
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64. 

De la observacion de los valores de Kd se pue-

deducir las siguientes consecuencias: 

a) 

b) 

El efecto aromatico se manifiesta solo en par-

te te las sustancias en estudio, y en aquellas 

en ue lo hace no es muy importante. 

En reneral, 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 solo una influencia muy 

discreta en cuanto a mejorar las posibilidades. 

En los graficos 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 logran separar 

los siguientes pares de compuestos: 

Salicilamida - Aminopirina 

Salicilamida - Antipirina 

Salicilarnida - Etoxibenzamida 

Salicilamida - Paracetamol 

Salicila.mida - Fenacetina 

Las separa.ciones obtenidas son analogas .para arnbas 
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columnas de 1,5 y 0,75 em de diametro respectivameg 

te. 

Cuando se trabaja con 12 g. de Sephadex, pue 

den separarse, ademas de las anteriores, excepcion 

hecha de salicilarnida- paracetamol, otros dos pares 

de sustancias: 

Salicilamida - Codeina 

Amidopirina - Cafeina 

Por otra parte, se puede senalar, tambien que la re 

solucion de las separaciones aumenta, circunstancia 

logica, si se tiene en cuenta que los incrementos -

de Tv son pequefios en relacion con los experimenta­

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

Es un hecho comprobado (lll) que en medio acu£ 

so la retencion de moleculas en el Sephadex se afecta 

por la presencia de electrolitos, por su concentra--­

cion (117) y por la variacion del pH. La influencia -

de estas variables no es an~loga para todas las mol~­

culas, por lo que el manejo adecua.do de las misrnas -­

puede permitir mayores posibilidades de separaci6n. -

Aunque se carec{a de antecedentes sobre si el fenome­

no tiene lugar tarnbi~n en medics no acuosos, supuesto 

que el etanol tiene tarnbien un cierto caracter polar, 

era conveniente estudiar si se rnodificaba el comport~ 

rniento crornatografico de las sustancias al incorporar 

al etanol pequenas cantidades de electrolitos o bien 

un agente que permitiera variar la acidez del medio. 

Con tal fin y supuesto que el medio es organi­

co se proyect6 afiadir a las disoluciones etanolicas 

de las diferentes sustancias pequefias cantidades de -

acidos y bases organicas, puesto que de esta forma se 

consegu{a 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 etan6licas, ~cido lactico o tris-hi­

droximetil-arni.no-rnetano . 

. ·, 
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IV.4. SEPARACIONES CON ETANOL-LACTICO 

IV.4.1. Elecci6n del ~cido l~ctico 

Para la eleccion del acido se comenzo por eli­

minar los arom~ticos ya que podrian ser adsorbidos -­

por el Sephadex. Par otra parte, se requeria que tu-­

vieran bajo peso molecular para que las moleculas pa­

sen a traves de los pores del gel. Finalmente, su 

constante de disociacion debfa ser del rnismo arden de 

rnagnitud que las de los acidos 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 fijo la atencion en el acido lactico cuyo 

pK vale 3,1. Analogos pK tienen el acido c1trico, el 

formica, el rnaleico y el tartarico (113). Sin embargo 

el citrico y el tartarico son poliacidos y presentan, 

adem~s, varias posibilidades isom~ricas del tipo cis­

trans, que dan lugar a notables modificaciones en el 

valor de pK11 como consecuencia de las interacciones 

entre los grupos carboxilos. El maleico se descarta -
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por analogo motivo y ademas por presentar doble enl~ 

ce. Por ultimo,se prescindio tambien del acido formi 

co por la incomodidad que presenta su man'-:._~o. 

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

tico 

De forma analoga a como se hizo en el caso de 

etanol puro, se estudi6 la estabilidad de las sustan 

cias en el nuevo medio disolvente mediante los espe_£ 

tros U.V. comprobandose que todas ellas eran esta- -

bles, pues incluso las pequefias anomalias observadas 

para el caso del acido acetil salicilico en la diso­

luci6n etan6lica, desaparecen por la presencia del -

acido Lie tico. 

Teniendo en cuenta que para la elucion se em­

plean dos concentraciones de acido lactico, O,S%oy -

l%0 , la estabilidad se estudi6 en ambos casos,obte-­

ni~ndose identicos resultados. En la Tabla VIII se -

recogen los valores obtenidos con la concentraci6n -

l%~.No figuran los resultados para el caso del acido 

l~ctico al O,S%u para evitar reiteraci6n. Asi mismo 

se comprob6 tambien la estabilidad de las diferentes 
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TABLA VIII 

ESTABILIDAD EN ETANOL CON ACIDO LACTICO AL 0,1% 

Va1ores de 1a abso(ci6n ~espues de un tiempo: 
Compuesto 

horas 

0 1 3 6 9 24 

Acido sa1ic:L1ico 0,575 0,575 0,575 0,575 0,580 0,575 
I 

Acido aceti1 
sa1ic:L1ico 0,150 0,150 0,150 0,155 0,155 o, 150 

Sa1ici1amida 0,595 0,595 0,600 0,595 0,600 0,595 

Etoxibenzarnida 0,810 o, 810 o, 805 0,815 0,815 0,810 

Paracetarno1 
tN-aceti1 p-arnino o, 930 o, 930 0,935 o, 930 0,935 0,925 feno11 

Fenacetina 0,910 0,910 0,915 0,915 0,915 0,910 

Antipirina 0,610 0,610 0,610 0,615 0,620 0,610 

Aminopirina 0,420 0,420 0,420 0,425 0,425 0,415 

Cafe ina 0,485 0,485 0,485 0,490 0,485 0,485 

Code ina • 0,130 0,130 0,130 0,130 0,135 o, 130 
,. 
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sustancias en el nuevo media disolvente frente al so­

porte de separaci6n. 

Aunque el estudio de estabilidades no es, en -

nuestro caso, un fin sino solo un media, se hace pre­

ciso dcstacar la favorable influencia del acido lacti 

co en la estabilidad del acido acetil salicilico, sa­

bre el que no se disponia de antecedentes bibliografi 

cos, y que viene a confirrnar los resultados obtenidos, 

por otros autores, con acido citrico y acido tartari­

co. 

IV.4.4. Resultados de la eluci6n 

Se prepararon disoluciones de cada una de las 

sustancias en etanol-lactico, de concentraci6n igual 

a la indicada en la Tabla IV, incorporando a la colu~ 

na partes alicuotas de las misrnas. Se realiz6 la elu­

ci6n con etanol-lactico y se recogieron fracciones de 

2 cc. 

Se efectuaron, tambien, tres series de ensayos: 

la primera con 6 g. de Sephadex y acido lactico en -­

etanol al O,S%o; la segunda con 12 g. y con el mismo 
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eluyente, y la tercera con 6 g. de Sephadex y ~cido 

l~ctico en etanol al l%o; todas ellas en columna de 

1,5 em de diametro. 

Se pretendia con ello observar la influencia 

de la concentracion del electrolito, y la posible -

existencia de adsorcion, 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 y XI y en las figuras 30 a 32. 

La influencia del electrolito, basta concen­

traciones de l~ctico de O,OS%o, es pr~cticamente --

.despreciable, pues los volumenes de elucion son muy 

analogos a los encontrados con etanol puro. Las pe­

quefias diferencias que se observan, en unos casas -

positivas y en otros negativas, carecen de signifi­

cado practico. Lo mismo sucede con el Tv. Sin embar 

go al elevar la concentracion de acido lactico al -

l%o los incrementos de los volumenes de eluci6n son 

considerables pues los Ve, en algunos casas, y a pe 

sar de utilizar solo 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 0,5%o 

Columna: K 15/30 

Relleno: 6 g. de Sephadex LH-20 

V0 = 8 c.c. Vt = 24 c.c. 

Compuesto 

Acido salicili co 22 

... 

Ac:ldo aceti1 
salicilico 

23 

------------
Salicilamida 33 

Etox:Lbenzamida 20 

Paracetamo1 24 

Fenacetina ·18 

Antipirina 20 

Aminopirina 16 

Kd 

14 l 13 
' 

----------~------------~ 

14 1,21 

15 2,02 

--·-

11 0,97 

--- ~--

22 1,29 

----... --

12 0,80 

12 0,97 

11 o, 64 

- --4------------- -----------~· 

Cafe:Lna 10 

---·-----

Code~rna 



TABLA X 

ELUCION CON ACIDO LACTICO EN ETANOL AL l%o 

Columna: K 15/30 

Relleno: 6 g. de Sephadex LH-20 

V0 = 8 c.c. Vt = 24 c.c. 

Compuesto ve c.c. 

-

Acido salicf.lico 32 

-
Acido ace til 

1+2 sa1icflico 

T c.c. 
v 

14 

-

13 

-- --- 1-····-----~-·" 

Salicilamida 53 16 

·---"" 

Etoxibenzamida 32 13 

. - ... ----·~· 

Paracetamol 37 25 

- ·-------

Fenacetina 35 20 

--

Antipirina 28 17 

..-.. ... -·-

Aminopirina 25 20 

---- -

Cafe :ina 37 14 

Code:Lna 30 19 

,_ ___ 

Kd 

1,93 

2, 7 LJ. 

3,63 

1,93 

2,34 

2,17 

-·-

1,61 

-

1,37 

: 

2, 3L~ 

--~ 
1,77 I 

I 
i ...__ __ -------·-- ·------------ ~-------·-- ---·---~·-·-~·~ 



TABLA XI 

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

Columna: K 15/30 

Relleno: 12 g. de Sephadex LH-20 

V0 = 18 c.c. Vt = 48,5 c.c. 

I 
t 

compuest/ ve c.c. Tv c. c. 

i 

! 

Acido sa1ic:l1ico 40 13 

Acido aceti1 
Llr 7 16 

salic:llico 
-· -· 

Salici1amida 53 15 

Etoxibenzamida 37 12 

-

Paracetamo1 44 25 

-
Fenacetina 34 14 

Antipirina 35 21 

~· ---

Aminopirina 33. 15 

- :,_.__ 

Cafe:Lna 45 20 

I --· --

Code ina 33 21 J 
'---- ------------~ ------ -

Kd 

0,95 

1,22 

1,46 

0,83 

1,11 

0,71 

0,75 

0,67 

1,15 l 
I 

------i 
i 

0 67 I 
' I 

! 

·--~-J 
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. de LH-20 y acido lactico al 0,5 %o. Simultaneamente 

Tv se modifica. tambien como consecuencia de las ma­

yores adsorciones que tienen lugar. 

Con respecto a las Kd, su variaci6n con la -

masa de gel no es muy significativa; sin embargo, 

la influencia de la concentraci6n del acido lactico 

es fundamental, hasta el punta de que al duplicar -

su concentraci6n se obtienen valores que, en la ma­

yor parte de los casos, superan el doble de los ob­

tenidos con la concentraci6n de 0,5%o. 

A fin de observar con claridad las posibili­

dades separativas, en las figuras n2 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 ahara se consigue separar son: 

a) Con 6 g. de LH-20 y acido lactico al 0,05%o 

Salicilamida - Codeina 

Salicilamida - Aminopirina 

Salicilamida - Antipirina 

Salicilamida - Etoxibenzamida 

Salicilamida - Fenacetina 
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b) Con 6 g. de LH-20 y acido lactico al l%o 

Salicilamida - Code:Lna 

Salicilamida - Aminopirina 

Salicilamida - Antipirina 

Salicilamida - Etoxibenzamida 

Salicilamida - Fenacetina 

Salicilamida - Cafe:Lna 

Salicilamida - Acido Salic:Llico 

Acido ace til 
salic:llico - Aminopirina 

Acido ace til 
salicilico - Antipirina 

c) Con 12 g. de LH-20 y acido lactico al o,s %o 

Salicilamida - Codel.na 

Salicilamida - Aminopir:Lna 

Salicilamida - Antipirina 

Salicilamida - Etoxibenzamida 

Salicilamida - Fenacetina 

Salicilamida - Acido ace til salic:llico 

Es decir, con el eluyente de acido lactico al 

O,S%o las posibilidades separativas se incrementan -

discretamente al incrementar la cantidad de relleno, 
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aun cuando sin duda, la mayor ventaja que de ella se 

infiere no es el numero de sustancias que se separan, 

sino el que la rtsolucion conseguida en las separa-­

ciones es /mucho mejor. Sin embargo, al trabajar con 

disoluciones de acido lactico al l%o el numero de se 
I -

paracione~ es mayor,ya que pueden fraccionarse hasta 

12 pares de sustancias, aunque en algunos casos la -

resoluci6n disminuya. 



IV.S. SEPARACIONES CON TRIS EN ETANOL 

IV.S.l. Eleccion del Tris-hidroxirnetil aminornetano 

I '' o. 

Para proporcionar un medic basico se eligi6 el 

Tris-hidroximetil arninometano, denorninado habitualmen 

te TRIS, por tratarse de una base organica. Sabre la 

utilizaci6n del Tris en cromatografia de gel existen 

rnultitud de antecedentes, aun cuando siempre en medic 

acuoso y como agente tamponante (147) (148) (149) .En 

este case se utiliza solo como base, y no como estabi 

lizador de pH, con objeto de alcalinizar el rnedio de 

forma discreta, ya que con una base mas fuerte se fa­

vorecerfa la hidr6lisis del acido acetil salic{lico. 

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

nol 

El estudio de la estabilidad se realize de rna-

nera similar a los cases anteriores, obteniendose los 

resultados que se indican en la Tabla XII. Al igual -

que en etanol se observa que el acido acetil salic{li 

co es la unica sustancia inestable (fig. 36). 
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TABLA XII 

ESTABILIDAD EN TRIS 0,05 M EN ETANOL 

Va1ores de 1a abso(ci6n ~espues de un tiempo 
Compuesto horas 

0 1 3 6 9 24 

Acido sa1icilico 0,565 0,565 0,565 0,570 0,570 0,565 

Acido aceti1 
0,365 0,365 0,360 0,365 0,360 0,365 

sa1icilico 

Sa1ici1amida 0,585 0,585 o, 58 0 0,585 0,585 0,580 

Etoxibenzamida 0,825 0,825 0,825 0,820 0,820 0,825 

Paracetamo1 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 o, 43 0 0,430 0' !+25 0,425 0,425 0,435 

Cafei"na 0,515 0,515 0,510 0,510 0,515 0,510 

Code ina 0,290 0,290 o, 290 0,295 0,290 0,290 

I 
i 
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IV.5.3. Resultados de la elucion 

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 concentraci6n y 

cuantia a las que se indican en la Tabla IV, se reali 

zaron dos series de ensayos que se diferencian entre 

s£ por la cantidad de Sephadex LH-20 contenido en la 

columna: en un caso 6 gramos y en otro 12 gramos. El 

resto de las condiciones 

constantes. 

operativas se mantienen --

Los resultados obtenidos se recogen en las Ta­

blas XIII y XIV. Las curvas de eluci6n (fig. 37 a 39) 

siguen conservando una buena simetr£a y los solutos 

se recogen en un solo pica, lo que indica que no exi~ 

te descomposicion en la columna. Como al estudiar la 

influencia del acido lactico se observ6 que las posi­

bilidades separativa.s aumentan con la concentraci6n -

del electrolito, se utilizo ahora, desde el principia, 

una concentraci6n 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 concentracion emplea 

da fu~ la maxima posible. 



. . 
- --·••• --- o o•• --···-· o -•·<·~-- ov• !·--· -----·-•• ·-~ ···- • -•A -··--·--··•••~ ... ~----·- ._ -~ -~-----·-·-- ---· --~- ---~----

·, 

I 
I 
f 
r 

. . .. I 

f 
I , 

l 

I 
!"'\ 

\ 

\ 
.. :. \ .. 

\ 
\ 
\ 

_ 1 AC!IJ{) 
! 
I 

[_ 

.j 

i 
' 



I ., 

... 
I 
\ 

1 
I 

I 

i. 

f. i (;;:·: \ 

-···-- __ .... ·---- ... ~-~-----···· .. ,-----··-~--- ·-·-~···-·~·------- ·-----..· __________ .... 

.,... 
f 

t . I . 
:t 
I 
€ 
t 

I 
I 
I 
I 
I 
f. 
I . 
I 
I 
} 

! 
I 

\ 

\ 
\; 
\ 
\ 
t 
\ 

' i 
\ 
'\ 
\ 
' ' \ 

\ 

l 
.. i 

~ I 

TLNAc:rTIN t\! 
i 
l 
!. 

i 
.i 

i 
. I 

i. 



-! 

l 

!_ 

-! ' . ! ; t :. 

I 
I !) . :· -~-

l 
~ 
t 
I 
l 
i 

I 
i 

t 

I 
1 

.- _; ....... -_ ...... __ ... -t; .. ~--- • .,~- ..... :.-·-·"l:'',f&.'''{"'l, ~· ....... -:· __ .. :.. 

! _·,, 

[_ ___ _ 

··- --·-·--·- _____ " ________ ------····--·-~----- ·----·-··------------·-··1 

''· ". ); I\' I 
I i -·-

-···-·-----············ ·····-·--:------.----t-.--······------~-----·-: --:--··11: 
I _I -. 

• ~ .. r:.~-:ln·r:•~:._,.,..,.....-~: ·--
I 

:. :; 

/ 

i 
I 

I' '• 
I .\ 

\ 
:-\ 

\ 
\ 
\ 
\ 
\ 
\ 

\ 

i 
~'\VrtPli~ l>:.~ 
l I 

I 

C:\FLIN :\ 

·-~·r.-,,_ .... ~~ ...... 
i 
l 

:"""~-t-..'•"z._....-.~._~- .... "U.!4.c- -'·· • ..-.. ,.-~ ··"")'ft-~"31..._.:41;•~ 
! !0 I 
I 
I 

________ .. -_.;......--- -----------··---- --... --------------·-·- .. J 



TABLA XIII 

ELUCION CON TRIS 0,05 M, EN ETANOL 

Columna: K 15/30 

Relleno: 6 g. de Sephadex LH-20 

V0 = 8 c.c. Vt = 24 c.c. 

Compuesto/ ve c.c. 

I 

Acido salic:llico 24 

Acido ace til 20 salicilico 

Salicilarnida 27 

f-· -

Etoxibenzam.ida 20 

1--· 

Paracetamol 21 

Fenacetina 20 

Antipirina 19 

--· 
. 

Aminopirina 17 

Cafe{n.a 23 

' 

Code{na j 19 

'--· ---·--------. 

Tv c. c. 

14 

16 

13 

12 

13 

12 

14 

12 

13 

10 

0 l. 

Kd 

1,29 

0,97 . 

1,53 

0,97 

1,05 

0,97 

0 89 
' 

0,73 

1,21 

0 89 I ' ! 

_j 



TABLA XIV~ --·--·--
ELUCION CON TRIS 0,05 M EN ETANOL 

Columna: K 15/30 

Relleno: 12 g. de Sephadex LH-20 

V0 = lS,Sc.c.Vt = 4l c.c. 

i ve c.c. Compuesto; 
I 
i 

' ; 

Acido salicilico 40 

-·---
Acido ace til 

3l~ 
sEJlic:fl.ico 

-· --

Sali.ci1amida 52 

----

Etoxibenzamida 40 

f--· 

Paracetamol 42 

~· 

Fenacetina 38 

--·---

Antipirina 37 

--
. 

Aminopirina. 33 

1----·- --

Cof'e:lna 48 
,__ _____ 

J---· - - ..... 

Code{na 37 

__ . ___ ... _.,._, ________ .. ________ .... __ ... ____ ~·-·-

Tv c. c. 

18 

22 

13 

12 

24 

16 

17 

14 

14 

13 

----

Kd 

0,97 

0,73 

1,44 

0,97 

1,04 

0,89 

0,84 

-
0,69 

1,28 
I 

o, 84 l 
·--·-J 
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Las variaciones de los Ve y de los Tv, 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 tambien practicamente analogos en 

las dos series, y, en general, comparativamente men£ 

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 resultados de la separacion 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 salic{lico 

Salicilamida - Code{na 

Salicilamida - Aminopirina 

Salicilamida - Antipirina 

Salicilamida - Etoxibenzamida 

Salicilamida - Fenacetina 

Los pares de sustancias separados son practi­

camente los mismos que c~ando se utiliza acido lacti 

co como electrolito, con la desventaja de que en al­

gunos disminuye la rcsoluci6n. 



IV.6o DETERMINACIONES CUANTITATIVAS 

IV66.1. Gr&ficas de calibrado 

De la forma habitual, es decir, mediante la pr~ 

paracion de patrones, se han determinado las graficas 

de calibrado de las diferentes sustancias que se sep~ 

ran en etanol o en etanol-lactico, que como se vi6 ag 

teriormente, en grupos de dos, son todas las estudia­

das. Las mcdidas espectrofotom~tricas se realizan con 

un aparato Beckman D-B - G-D • Todas las graficas -

de calibrado son l{neas rectas dentro de los interva­

los de concentraci6n que se indican en la Tabla XV, -

par lo que en ~sta se incluyen las ecuaciones de pro­

porcionalidad entre la concentraci6n y absorcion a -­

partir de las cuales se realizan posteriormente las -

valoraciones cuantitativas. En la misma Tabla XV se -

indica la desviacion estandar para los l{mites maximo 

y m!nimo del intervale, calculada mediante diez deteE 

minaciones que comprenden el proceso complete de cro­

matograf!a y espectrofotometr{a. 

Se ha prescindido del sistema etanol-Tris por 

no aportar ninguna mejora .sobre el etanol puro o el -

etanol- L~ctico. 



TABLA XV 

ECUACIONES DE CALIBRADO EN ETANOL Y EN ETANOL-LACTICO 

t~;ac16n de ca!ibr~do Coo fk 1 ente de 
JA,., ~ l(.o" l.J,, to.) l:.••Jc.U ._,-..~ a 

Intervale de val1dez 
Cornpuesto comp;obado, p.p.rn. y • Absorc 10n corre1acion 

~ilHc-l m~n)no UmU:e m~x,mo 
x • Concsr.trac16n, mg/G.c; 08 tnLC!"\'(\10 del 1nh-r·/<11o 

~I Acido salic!lico 
10 - 30 y = 0,019+25,14 X A=300 1,000 0,101 0,258 

II Acido aceti1 
20 - 80 y = 0,022+13 1 25 X 1,000 0,229 0,439 

sa1ic!1ico )_ =2 78 
i 

II Sa1ici1amida 10 - 40 y = 0,072+31,50 X 0,989 0,100 0,279 
A=302 --------------------· ------------ -~------~-~----~--- !------------- -------------- ---------------

I Sa1ici1amida 10 - 40 y = 29 X 1,000 0,091 0,244 A=302 I 

%I Etoxibenzamida 5 - 20 y = 0,026+40,50 X 1,000 0,053 0,187 
A=292 

II Paracetamo1A=250 5 - 20 y = 0,215+103 X 1,000 0,046 0,202 
--------------------· ------------ -------~-----------1------------- -------------- ---------------
I Paracetamo1 

5 - 20 y = 0,085+95 X 1,000 0,052 0,211 A=250 

II Fenacetina ,l 
=250 5 - 20 y = 0,040+92 X 0,999 0,049 0,195 

II Antipirina A 
=270 5 - 20 y = 0,004+49,50 X 0,995 0,036 0,176 

II AminopirinaA. 
/ =269 5 - 20 y = o,oo3+36,50 x 1,000 0, O!+L;. 0,189 

II Cafe:Lna 
~=273 5 - 20 y = 0,042+49 X 1,ooo 0,049 0,193 

~I Code1na 20 - 80 y = o,o1o+1o,so x 0,997 0,191 0,456 )=285 

-~ etano 



!V.6.2. Analisis de rnezclas sinteticas 

En rnedio etanol se han preparado tres rnezclas sin 

teticas de salicilarnida y paracetarnol,con cantidades va­

riables de cada una de las sustancias. Segt1idarnente se -

indican los resultados obtenidos en 1a separaci6n y de-­

terminacion cuantitativa de los misrnos,observando que e1 

error relativo se encuentra dentro de 1a desviaci6n del 

metodo deterrninada. 

TABLA XVI 

SALIC ILA1:'1IDA PARACETANOL 

Cant\d:::d CanHdad Error Cantlclad C3nt1dad 
~ 

Error 
pu·3sb encontroda A Rel atlvo puesta encontrada Helativo 

)(g )1:) "" ,.«g ).tg ~ 
/o /-> 

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 sernejante se han preparado rrruestras sin­

teticas,en acido 1actico en etanol al 1 %o, de Sa1ici1am!, 

da- Codeina ; Sa1icilamida- Aminopirina ; Sa1ici1amida -



0 I • 

- Antipirina ; Salicilamida- Etoxibenzamida ; Salicil~ 

mida - Fenacetina ; Salicilamida - Cafeina ; Salicilami­

da - Acido salicflico ; Acido acetil salic:llico - Amino­

pirina y Acido acetil salic:llico - Antipirina. 



TABLA XVII 

SALICILAMIDA CODE INA 

CanHdad C8nt1dad En"'i''- CanHdad Cantldad Error 
puesb encontrada Relatlvo puesta encontrada RelaUvo 
,Ag /{I) % ).{g )1g % 

1000 992 8 0,8 500 495 5 1,0 

1000 997 3 0,3 2000 1985 15 0,75 

250 247 3 1,2 2000 1981 19 0,95 

TABLA XVIII 

SALICILAMIDA AMINOPIRINA 

CanHdad Canttd~d Error Canttdad C;mtidrtd Error 
puesta encontrada Relatlvo puesta encontrada P~SlaHvo 
;l~g }fg "l ).rg ).{g % /0 

1000 993 7 0,7 125 127 2 1,6 

1000 997 3 0,3 500 497 3 0,6 

250. 248 2 0,8 500 499 l 0,2 

TABLA XIX 

SALICILAHIDA ANTIPIRINA 

Canttdad C3n-tldad &'ror C3nHdad Cantldad Error 
pue:;ta encontrada Rela;t,1vo puasta encq;;drada P.el~Hvo 
.A'J j.t.g 7o J!g ;4:;} /<> 

1000 994 6 0,6 125 123,5 1,5 1,2 

1000 992 6 0,8 500 496 4 0,8 

250 251 1 0,4 500 497 3 0,6 



TABLA XX 

SALICILAMIDA ETOXIBENZANIDA 

Canttdad Cantldad Error Cant\ dad ~...nttdad Error 
puesta encontrada RelaHvo puesta encontrada Relativo 
j..lg )lg % jUg Jl-'9 fo 

1000 994 6 0,6 125 123 2 1,6 

1000 997 3 0,3 500 496 4 0,8 

250 247 3 1,2 500 493 7 1,4 

TABLA XXI 

SALICILAMIDA FENACETINA 

CanHdad Can"Cldad Error Can it dad CanHdad Error 
pur;s-ta encontr'ada RelaHvo puzsta enconh•ada RelaHvo 
fig }!.g % ,Mg .Mg % 

1000 992 6 o,8 125 124 1 0,8 

1000 993 7 0,7 500 495 r 1 J 

250 248 2 0,8 500 496 4 0,8 

TABLA XXII 

SALICILAMIDA CAFE INA 

C1nHdad Cantl:lad Error Csntldad CanHdad Error 
pu3da encontrada Relat1vo puesta enconi:rc.da Relativo 
p.g /.Jg % Ag fi/.g % 

1000 998 2 0,2 125 124 1 0,8 
( 

1000 1001 1 0,1 500 497 3 0,6 

250 2~-7 3 1,2 500 494 6 1,2 



TABLA XXIII 

SALICILM1IDA ACIDO SALICILICO 

Cantldad Cant\ dad Error Cantldad Cantldad Error 
~Ja31a Ci1COnb'ad; P~lat1vo puesta encontrada Relativo 
}I~ jl/..~ % _,A{g ;«g % 

1000 996 4 0,4 250 247 3 1,2 

1000 9891 
I 

11 1,1 750 748 2 0,3 

250 2491
1 

1 0,4 750 744 6 0,9 
I 

TABLA XXIV 

ACIDO ACETIL SALICILICO AMINOPIRINA 

CBtltl~ad CanHdad Error CanHdad Cantldad Error 
puG:;ta encontrada RelaHvo puesta encontrada RelaHvo 
AiJ )j..g % .J.<g _£g % 

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 ACE TIL SALICILICO ANTIPIRINA 

C?ntido.d C:mt1dJd Error C::ni ldad C:mtldad Error 
JY..!~.;ta enconirad::.t R\}lat~vo pu.;;sta encontrada P.elativo 
/'.g fl~ % ,JI..J j{l) % 

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 

I 



V. SEPARACIONES EN MEDIO ISOPROPANOL 



V.l. ELECCION DEL DISOLVENTE 

En el capitulo anterior se ha comprobado que, -

en medio etanolico, el efecto aromatico es muy poco 

acusado y, consecuentemente, las separaciones que se 

logran son muy reducidas. Por otra parte, se disponia 

de antecedentes bibliograficos sobre la existencia del 

citado efecto en el isopropanol (138), aun cuando en -

menor cuantia que en agua. Por ambas circunstancias se 

estimo 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 

cornprob6 que todas eran suficientemente solubles para 

poder preparar disoluciones de concentraci6n id~ntica 

a las utilizadas en la experimentacion con etanol. 



V.2. ESTABILIDAD DE LAS SUSTANCIAS EN ISOPROPANOL PURO 

Y CON ADITIVOS DE ACIDO LACTICO Y DE TRIS 

Con ~a misma sistematica seguida en el caso del 

etanol se r~alizo el estudio de la estabilidad de las 

d . t t I · d. 1 · 1 1 eren es ~spec1es a separar 1sue tas en 1sopropano , 

asi como la de las disoluciones frente al soporte de -

separaci6n LH-20. 

Se realizaron tres series de ensayos: una con­

isopropanol puro, otra con isopropanol que contiene 

acido lactico en concentracion al l%py otra tercera 

con isopropanol que contiene Tris en concentracion 

0,05 M. 

Efectuados los registros del espectro U.V. de -

las diferentes sustancias para tiempos diferentes den­

tro de un intervale comprendido entre cero y 24 horas, 

contadas a partir del rnomento de la preparacion de las 

disoluciones,se comprueba que todas son estables exceE 

to el acido acetil salicilico que se descornpone en aci 

do salic:Llico. Con el fin de sirnplificar en las Tablas 

XXVI, XXVII y XXVIII figuran las rnedidas de la absorci6n 

efectuadas a los diferentes tiempos, a la longitud de 

onda mas adecuada para cada una de las sustancias.Corno 



. -

Compuesto 

Acido salicf1icc 

Acido aceti1 
sa1ic:Llico 

Sa1icilamida 

Etoxibenzamida 

Paracetamo1 

Fenacetina 

Antipirina 

Aminopirina 

Cafe{na 

Codel:na ' 

·-----~ 

TABLA XXVI 
ESTABILIDAD EN ISOPROPANOL 

Absorci6n despues de un 
(horas) 

0 1 3 6 

0,594 0,594 0,597 0,599 

0,652 0,652 0,659 0,659 

0,600 0,600 0,605 0,603 

1,012 1,012 1,010 1,011 

0,875 0,875 0,880 0,879 

0,852 0,852 0,852 0,854 

0,517 0,517 0,521 0,520 

0,420 0,420 0,422 0,424 

0,460 0,460 0,463 0,462 

0,538 0,538 0,538 0 535 
' 

_,. 

tiempo: 

.g 24 

0,597 0,592 

0,657 0,650 

0,602 0,603 

. 1' 012 1,012 

0,878 0,879 

0,854 0,855 

0,518 0,520 

0,422 0,420 

0,463 0,462 

0,535 0,535 



TABLA XXVII 

ESTABILIDAD EN ACIDO LACTICO EN ISOPROPANOL 1 %o 

Absorcion despues de un tiempo: 

Compuesto (horas) 

0 1 3 6 9 24 

Acido salic:llico 0,589 0,589 0,589 0,592 0,592 0,590 

Acido aceti1 0,612 0,612 0,617 0,617 0,616 0,614 sa1ic:llico 

Salicilamida 0,605 0,603 0,603 0,605 0,605 0,605 

Etoxibenzamida o,soo 0,502 0,502 0,504 0,504 0,500 

-· 

Paracetamol 0,892 0,894 0,894 0,894 0,893 0,892 

Fenacetina 0,870 0,870 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 

1-·-

Cafefna 0,451 0,451 0,451 0,451 0,450 0,451 

' Code:f.na 0,531 0,531 0,533 0,53.3 0,532 0,532 

l 



TABLA XXVIII 

ESTABILIDAD EN TRIS 0,05 M EN ISOPROPANOL 

Absorci6n despues de un tiernpo: 
Cornpuesto (horas) 

0 1 3 6 9 24 

Acido sa1ic!1ico 0,598 0,598 0,598 0,598 0,560 0,598 

Acido aceti1 0,522 0,524 0,527 0,527 0,532 0,536 
salic:Llico 

Salicilarnida 0,605 0,605 0,605 0,605 0,605 0,605 

Etoxibenzarnida 0,510 0,511 0,511 0,513 0,512 0,509 

Paracetamo1 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 

Cafe ina 0,473 0,474 0,476 0,476 0,476 0,472 

--

Code ina 0,544 0' 5l+4 0,544 0,546 0,548 0,545 



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

en general es valida para un estudio de estabilidad, 

en el caso del acetil salicilico no es suficiente ya 

que el salic{lico presenta tambien absorcjon en la -

longitud de onda del maximo del acetil salicilico -­

por lo que este no disminuye a pesar de que se des-­

componga. Por lo tanto en el caso del acido acetil -

salicilico se incluyen los espectros totales del mi~ 

mo, en isopropanol puro y en isopropanol tris, en -­

los que se puede observar que la descomposici6n en -

isopropanol puro fig. 43 es muy pequena, mientras 

que en isopropanol Tris fig. 44 es tan fuerte que a 

las veinticuatro horas practicarnente ha desaparecido 

la totalidad del acido acetil salicilico. No se han 

recogido los espectros U.V. de las disoluciones de -

acido acetil salicflico en isopropanol con acido ·lac 

tico porque todos ellos son identicos, confirmandose 

asi los resultados obtenidos en etanol acerca de la 

acci6n estabilizante del acido lactico sobre el aci­

do acetil salicilico. 

Asimismo, y por analogo procedimiento, se com 

prueba que las disoluciones son estables al pasar a 

traves del soporte LH-20 y que, incluso, el acido 

acetil salic{lico no experimenta mas 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 concentracion -

identica 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 (vease Tabla IV). 

En la Tabla XXIX se recogen los vale-

res de Ve , Tv y Kd obtenidos que, en principia, no -­

son demasiado diferentes de los obtenidos en etanol. 

La analogia de los valores de Kd prueba qu~ la reten­

cion 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 Ve disminuyen un poco, mientras que aumentan, ta~ 

bien de forma muy ligera, para los dos ultimos.Bastan 

estas pequefias modificaciones de los valores de Ve p~ 

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 

Vt = 46,8c.c.V
0 

= 15,5 c.c. 

Compuesto ve c.c. 

Acido salic:llico 68 
. 

Acido ace til 
43 salic:Llico 

Sali.ci1a.rnida 63 

Etoxibenzamida 40 

"-· 

Paracetamol 38 

1--· 

Fenacetina 32 

I 

I 
Antipirina 35 

Aminopirina 37 . 

Cafe!na 53 

~·-· -... --u -

Code ina 42 

----· ---·-~· 

Tv c. c. 

.33 

15 

1-----····-· 

2L~ 

-

15 

19 

14 

18 

14 

15 

16 

Kd 

2,18 

1,14 

1,97 

1,02 

0,93 

0,68 

0,81 

0,89 

1,.55 I 
--1 

1,09 
j --:--



dades de separacion. En efecto en la fig. 45 se puede 

observar que si bien solo se logran separar pares de 

sustancias, el conjunto de posibilidades que se ofre­

ce en media isopro~anol puro, es: 

Aci~o 
Aci~o 

. I 
Acldo 

salicilico - Acido acetil salicilico 

salicilico - Etoxibenzamida 

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 Ve, aun siendo peque­

fias, son suficientes para conseguir once.separaciones mas 

que en etanol. 



V.4. SEPARACIONES CON ACIDO LACTICO 1% EN ISOPROPANOL 

En la Tabla XXX se recogen los valores para Ve 

Tv y Kd,que son iguales o menores a los obtenidos con 

isopropanol puro. En la fig. 4G se observa que los p~ 

res de sustancias separables son: 

Salicilamida - Etoxibenzamida 

Salicilamida - Fenacetina 

Salicilamida Antipirina 

Salicilamida - Aminopirina 

Salicilamida - Codeina 

Cafefna - Antipirina 

Cafeina - Aminopirina 

Cafeina - Fenacetina 

Son,pues,notablemente inferiores en nurnero a -

los conseguidos con isopropanol puro e incluso con -­

etanol-acido lactico. Comparativamente con este ulti­

mo, ahara es posible separar cafeina de antipirina, -

aminopirina y fenacetina; pero estas tres posibilida­

des se ofrecen igualmente con isopropanol puro. En re 

sumen, la incorporaci6n de acido lactico_ disminuye po 

sibilidades, pues la vent&ja de inhibir la descompos! 

cion del acido acetil salicilico pierde todo su senti 

do al ser inviable su separacion. 



J..V'-• 

TABLA XXX 

ELUCION CON ACIDO LACTICO EN ISOPROP~WOL AL l%o 

Columna: K 15/30 

Re11eno: 12 g. de Sephadex LH-20 

Vt = 46,8c.c. V
0 

= 15,5 c.c. 

Compuesto ve c.c. 

Acido sa1ic:11ico 48 

Acido ace til 
4-2 salic:11ico 

-

Sa1icilamida 55 

Etoxibenzamida 39 

Paracetamo1 39 

--

Fenacetina 32 5 
' 

Antipirina 34 

Aminopirina 33. 

Cafe:Lna so 

-· 

I Code:lna 41 5 
' 

""'-·~--~· 

T v c.c. Kd 

16 1,34 

-· --
14 1,09 

~ -

18 1,63 

1.1+ 0,97 

---

18 0,97 

-

15 0,70 

17 0,76 

14 0,72 I 
12 1,4.3 

I 13 1,07 
t 

-~---J 



V.S. SEPARACIONES CON TRIS 0,05 MEN ISOPROPANOL 

Operando en id~nticas condiciones que en todos 

los casas anteriores, se han obtenido los valores de 

Ve , Tv y Kd que se recogen en la Tabla XXXI .Puede ob 

servarse que son muy parecidos a los de isopropanol 

l~ctico. En la fig. 47 se observa claramente que las 

separaciones posibles quedan reducidas a los siguieg 

tes pares de sustancias. 

Salicilamida - Fenacetina 

Salicilamida - Antipirina 

Salicilamida - Aminopirina 

Salicilamida - Codeina 

Cafe:Lna - Aminopirina 

Son, pues, menores en numero que en los casos 

del isopropanol - lactico o del etanol Tris y, conse­

cuentemente, inferiores a los del isopropanol puro, 

sin que tampoco aparezcan pares de sustancias cuya -

separacion no fuera posible en isopropanol sin aditi 

vos. 



TABLA XXXI 

ELUCION CON TRIS 0,05 M EN ISOPROPANOL 

Columna: K 15/30 

Relleno: 12 go de Sephadex LH-20 

Vt = 46,8c.c. V0 = 15,5 c.c. 

Compuesto ve c.c. 
-

Acido salic:Llico 49 

Acido aceti1 so 
salic.:Llico 

- .. 

Sa1icilamida 59 

Etoxibenzamida l+2 

Paracetamol 42 

-

Fenac.etina 37 

Antipirina 33,5 

Aminopirina 31 . 

Cafe ina L~4 

-·------- - --

Code:Lna 41 

-~ 

Tv c. c. 

3Lt 

-

27,5 

20 

18 

22 

-· 

15 

- -

15 

-

13 

17 

23 _j--

.L v-r • 

Kd 
co 

1,39 

1,43 

. 1, 80 

1 09 
' 

1,09 

0,89 

0,74 

- --
0,64 

1,18 

1,05 
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V.6. DETERMINACIONES CUANTITATIVAS 

V.6.1. Graficas de calibrado 

A la vista de los resultados obtenidos en la 

separaci6n, las determinacione~ cuantitativas se li­

mitan a isopropanol sin adiciones. En la Tabla XXXII 

se recogen las ecuaciones de valoraci6n en este me-­

dio de cada una de las sustancias en estudio. 

Para el acido acetil sali.c!lico tambien es va 
lida la ecuacion de valoraci6n propuesta, si bien el 

resultado esta afectado de un error por defecto debi 

do a la descomposicion que tiene lugar durante el -­

tiempo que se invierte en el proceso cromatografico. 

Para subsanar ese error se utiliza un factor de co­

rrecci6n obtenido del estudio cinetico de la descom­

posici6n. En la Fig. 48 se representa la des-­

composici6n del acido acetil salic!lico en funci6n -

del tiempo durante las veinticuatro horas del estu-­

dio inicial de estabilidad y en la Fig. 49 la des-­

composici6n porcentual del acido acetil salicflico -

durante las tres primeras horas. De esta ultima gra­

fica puede deducirse que el factor de correc.cion, en 



TABLA XXXII 

ECUACIONES DE CALIBRADO EN ISOPROPANOL 

I lldcrva!o de valldez Ecu~c16n de C3l~brado Dosv1::c16n esh;nc}3r p;ra I Cor. f1 c, snto do 
Compuesto r . . " ;/ ccrrehc10n I I C0 "'"0"do p p < x " v.mcemra~wn r::c. c.c. Ur.JHC i.lfrtli!1C Urdte ;;;1xbo ...-dt.l( :..r.l ,-•1 .. ~e t• 

y "' AJ·:;orc ion ce1 lntcn'alo dn1 1derva1o 
r 

I Acido sa1icflico 10 - 30 y = 0,072+25,286 X 1,000 0,901 0,261 X-306 I 

I I 

~o acetil 
I 

20 - 30 Y = -0,035+13,25 xl 0,999 0,197 0,415 lc:llico A-278 
! 

1 
SalicilamiC.a. 10 - 40 y = -0,012+29,5 X I 1,000 0,083 0,265 A=305' 
~ . , . d I 

5 - 20 y = -0,034+41,5 X 1,ooo 0,049 0,189 .tJtoxlDenzaml a\ j 
r\-292 I 

Faracetamo1 
/,-zso I 5 - 20 y = -0,.098+97 X 1,000 0,053 0,198 

Fenacetina 5 - 20 y = -0,040+92 X 0,999 0,051 0,203 A 252 

Antipirina 
1---274 5 - 20 y = -0,117+60 X 0,995 0,047 0,192 

1.\.rninopirina 
)=272 5 - 20 y = -0,190+36,5 X 1,000 0, (YJ9 0,178 

Cafe ina 
).-276 5 - 20 y = -0,007+46 X 0,999 0,046 0,187 

j Codeina 
/-=288 

20 - 80 y = -o, 04+1o, 12s x 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. Analisis de mezclas sinteticas 

Dado el gran nllinero de pares de sustancias que 

es posible separar en este m£dio, no se ha realizado 

el analisis de todos ellos, sino que se ha prescindi­

do de las mezclas separables en etanol, ya que como, 

en general' las sustancias son mas solubles en este .. 

disolvente, su empleo resultar!a mas adecuado.Tambien 

se ha prescindido de aquellos par~s en que intervicne 

el acido salic!lico con otr.a sustancia, puesto que el 

salic{lico, por s! mismo, no debe encontrarse en las 

mezclas analgesicas. 

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 XXXIII' 

ANTIPIRINA CAFE INA 

Cantldad C?.ntldad &ror Cant1dad Canttdad Error 
fi\h=?da enco:~trada Re1at1vo puesta enconlrada RelaHvo 
,Hg f{J % ;«g fig % 

250 252 2 0,8 5000 1989 -11 0,55 

1000 995 -5 0,5 2000 2000 0 0 

1000 992 -8 0,8 500 502 2 0,4 

TABLA XXXIV 

AMINOPIRINA CAFE INA 

C3nt\d3d C~ntldad Error Cant~dad CanHdad Error 
pu2s1a enconl.rad3 Relatho pues·ta ensonir.::da Relallvo 
;«g /~ig fo )tg )lg % 

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 CAFE INA 

Cant \:.lad C~t\d~d Error Cant1dad C30Hdd Error 
pu·~sh encontrada RelaHvo pw~sta encontrada RolaHvo 
/.!g )!-] z /lg ,l(g fo 

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 L~96 4 0,8 



TABLA XXXVI 

ACIDO ACETIL SALICILICO SALICILAMIDA 

c~nt1dd O.mHdad Error c~nttdJ.d C2r1Hd3.d Error 
ptn::.h enGontra.da Helattvo pu·3da encontrada ~lath'O 

/.!.9 A~tJ % /-(g ~g % 

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 ACE TIL SALICILICO ACIDO SALI.CILICO 
~·-· -

C:;;.rrl1dad Cjntidad Error Crill ,dad C::rrttd(ld F.rror 
ptnsf:a encon1r3da R91atlvo pu:.sb cncontr::Jd'i Relatlvo 
;t!q A~ % A~ j..lg <1 

/0 

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 2931+ 66 2,2 
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VI.l. SOLUBILIZACION EN MEDIO ACUOSO 

VI.l.l. Solubilizaclun en medio acido 

Tantolen etanol como en isopropanol los Kd obte­

nidos para pb.rte de las sustancias son superiores a la 
I 

unidad, debi.ao, en unos casos, a su naturaleza aromati-

ca y, en otros, a la existencia de heterociclos. Era, -

pues, muy probable que la retenci6n 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-­

ci6n en agua de sustancias org§nicas, habitualmente in­

solublcs en este medio, puede favorecerse por dos proc~ 

dimientos: 

a) par la adicion de otras sustancias organicas, 

solubles en agua 

b) por la previa disoluci6n de las mismas en 

otros disolventes, que a su vez sean rniscibles 

con el agua. 

El acido l&ctico reune la doble condici6n de ser 
-$~ 

soluble en agua y ser disolvente de antipirina, amii·1opi 
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rina, cafefna y codeina. Por ello, para obtener diso­

luciones acuosas de estas sustancias se taman de 50 a 

100 mg de las mismas, se disuelven en 1 c.c. de acido 

1~1ctico y se dilu) t:.~ con agua hasta el volumen desea­

doo Por otra parte, etoxibenzarnida, paracetarnol, fen~ 
I 

cetina, salicilamida, acido acetil salic:Llico y acido 

salic:L1ico /se pueden disolver en etanol.acido L:ictico, 
I 

!:1. A tal 'fin se taman, igualmente, de 50 a 100 mg -

de sustancia, se disuelven en 2 c.c. de la mezcla 

etanol-l~ctico y se diluyen con agua. Se ha comproba­

do que., despues de diluir con agua, basta una concen­

traci6n de l&ctico del 0,5 %o para que las sustancias 

se mantengan en disoluci6n. 

De esta manera se ha conseguido poner en diso­

luci6n, en un media practicamente acuoso, la totali-­

dad de las sustancias objeto de estudio, con la venta 

ja de que, ademas, se encuentra en la disolucion aci­

do l&ctico, compuesto que, en etanol, se ha comproba­

do que ejerce una acci6n favorable para los fines pr£ 

tendidos, aun cuando en isopropanol no se mantiene. 

VI.l.2. Solubilizaci6n en media b~sico 

El Tris hidroxirnetil amino metana, que por ser 
~ .... 

solido no puede emplearse como disolvente' es solttble 
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en agua y permite, ademas, mantener las sustancias en 

solucion. 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 disolucion de Tris hasta el volumen deseado. 

Se han utilizado disoluciones de Tris de concentracion 

0,01 M, 0,02 M, 0,1 My 0,12 M. Las disoluciones se -

tamponan con acido clorhl:drico, a pH= 7,5. 



VI.2. ESTABILIDAD DE LAS SUSTANCIAS EN DISOLUCION 

ACUOSA 

VI.2.1. Estabilidad en l~ctico al 0,5 %o 

, 1 I 
l -~-'-+. 

De forma similar a como se realize con los otros 

medias disolventes, se ha estudiado la estabilidad de 

las sustancias tanto en el nuevo media como durante su 

paso, en disoluci6n, a traves- del soporte separativo .. 

En todos los casas, excepto en el del acetil salicfli­

co, se ha comprobado que son estables. El acido acetil 

salic:Llico es tambien bastante estable, pues su hidro­

lisis comienza a apreciarse a las tres horas, lo que -

viene a confirmar la acci6n inhibidora del acido lacti 

co, tal como hab!a sido observado en los dos medias al 

coh6licos (Tabla XXXVIII) 

VI .. 2.2. Hidr6lisis del ~cido acetil salic{lico en fun­

cion deL.E.t! 

Ante la facil hidrolisis del acido acetil sali­

c{lico, en especial en media b~sico, se realiz6 un es­

tudio de la estabilidad a distintos pH con objeto de -

definir el fntervalo en el que la hidr6lisis sea menos 



TABLA XXXVIII 

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

--

I 
Valores de la absorci6n despues de un tiempo: 

Compuesto (horas) 

0 1 3 6 9 24 

Acido salicflicc 0,520 0,520 0,520 0,520 0,525 0,520 

Acido ace til 
0,530 0,530 0,530 0,535 0,535 o,S3o 

salic:llico 

Salicilamida 0,548 0,548 0,548 0,548 o,55o 0,545 

.Etoxibenzamida 0,720 0,725 0,720 0,725 0,731 0,725 

r--· 

o, 690 l Paracetamol 0,690 0,695 0,700 0,700 o, 700 

1-· 

Fcnacctina 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 I 

I 

Aminopirina o, L{.2Q 0,425 0,430 0,430 0,430 0,425 

·--·--- -

Cafc:lna o, 51~0 o, 540 I 0,545 0, 5L~8 0,545 0,540 

l 
··----~-·------------- ~-t 

• 
CodcJ.na 

I 
0,455 o 1 L~.so o, q.5s 0,460 0, L~60 0,455 

r ________ ,.J. _________________ t ___ -J --- __, .J 
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elevada~ dentro del cual debera operarse, posteriormeg 

te, en los ensayos de separaci6n. 

Para ella se prepararon disoluciones 0,05 M de 

Tris de pH 4 ; 5, 5 ; 6, 5 ; 7 ; 7, 5 ; 8 y 9 con dos concen­

traciones de ~cido acetil salic!lico: 25 y 50 ppmo El 

pH se modific6 mediante la adici6n de &cido clorh!dri 

co, antes de llcvar la di.solucion a volumen requeri­

do en cada caso. 

La descomposicion se estudia espectrofotometri 

camente y los resultados obtenidos aparecen en las --

f . 50 y _r::)l J_gs .. no existiendo diferencia entre las 

rrmestras de 25 y 50 p.p.m. Como puede observarse en -

todos los casas se produce una descomposici6n, crecien 

te con el pH. Esta descomposicion a partir de una ho­

ra es lineal en funci6n del tiempo, rnientras que en -

funcion del pH las curvas son de fonna sigmoidea.Como 

despues se ver6, el tiempo que se tarda en realizar -

el proceso cromatogr~fico para el ~cido acetilsalic{­

lico es de una hora, lo cual quiere decir que la des­

composicion del acido acetil salicflico no resulta de 

masiado elevada. Ahara bien el estudio del comporta-­

miento separative de las sustancias en rnedio b&sico -

requierc ef<:;;ctuarse en el de menor basicidad posible, 

es decir a pH 7 - 7, 5, a fin de que la fraccion hidro-
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lizada sea la menor posible. En la figura 52 se· re 

coge con mayor detalle la descomposici6n del &cido 

acetil salic!lico a pH 7,5 con objeto de poder reali­

zar la correccion c;'ie proceda, debida a la hidrolisis, 

segun el tiempo invertido en la separacion cromatogr~ 
I 

fica. Se observa que con una duracion de hora a hora 

cl ~actor de correcci6n oscila entre 1,074 y 
I 

y media 
I 

1,101. 

A pH 4 y pH 5,5 existe tambien hidr6lisis, pe-

ro ahara cualitativamente 
,. 

mas acusada que cuando se -

opera con ~cido l~ctico a estos mismos valores de pH. 

Cab!a pues pensar que el ac:Ldo lactico mantiene en me 

dio acuoso una cierta accion estabilizante o, por el 

contrario,qu.e el Tris favorcce la hidrolis'is. Para 

aclarar estos aspectos se realize un nuevo estudio de 

estabilidad a pH 3 utilizando los tres medios 

tes: TRIS - Ac. clorh:Ldrico, acido clorhl:drico 

sio-uien 
b -

,. . 
y ac1.-

do l&ctico. Los resultados se recogen en la fig. 53 

observando que en la hidrolisis es practicamente iden 

tica con ~cido clorhidrico y &cido lactico, y que par 

tanto, para un mi.srno pH, el TRIS favorece la descomp_£ 

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

La concent:,·:=>.cion de las soluciones, as:L como 

las partE;s :alicuotas empleadas de cada una para los 

ensayos crdmatogr~ficos, son las mismas que en los -
I. casas antc~1ores (Tabla IV) excepto para los ~cidos 

salicflico y acetil salicflico y la salicilamida, en 

los que, debido al incremento de Tv, se emplean solu 

ciones de concentraci6n triple a la indicada en la -

citada tabla. Asimismo, y a fin de que las condicio·· 

nes operativas sean id6nticas para podcr comparar 

los resultados, se utiliza la columna K 15/30 que 

permite el uso de 12 g. de Sephadex LH-20. Conviene 

hacer notar que el Wr de este gel en agua es algo rna 

yor que en alcohol, por lo que el volumen del gel no 

es exactamente igual, aunque s:L la masa. Operando 

con el flujo de 1,0 ~.,./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 analisis en una jorna 

da. Como eluyente se utiliza una disolucion ac-uosa -

de ~cido l~ctico al 0,5 %o ya que, como queda indica 
'J; 

do, en este media y a esa concentraci6n las sustan-­

cias a separar se mantienen disueltas.L6s resultaJos 

o bteniclos se encuentran en la Tabla XXXIX. Las curvas de 



TABLA XXXIX 

ELUCION CON ACIDO LACTICO AL 0,5 %cEN AGUA 

Columna: K 15/30 

Re1leno: 12 ga de Sephadex LH-20 

V0 = 17 c.c. Vt = 44,2 c.c. 
------ ------.---------,-------~ 

Compuesto Kd Ve c. c. Tv c.c 
t-------··~----·-··-t---------l'·-------+--------1 

Acido salic:Llico 168 42 

,.._. _____ • __ M _____ ------~----"------· 

Acido acetil 
salic:llico 

19S 60 

7,55 

8,90 

--·~---·-----~--~--·-- --~---·~---+-----------·-+-·------· 

Salicilamicla 185 50 8,40 

~-·----·---~-------+----····---···---+-·---·--·--

Etoxibenzamida 114 32 4,35 

t--~-----·-------+---- .. -~----·--+------------

Paracetamol lOG 32 

1--·-~-----------c-------------t-----··-·-,---

_0] 
' 

Fenacetina 11.5 31 

.---------------+------·---- -----·--

Anti p ir ina·-·----+----5-4 ____ -----2-0----+----1-,_s_s __ ~ 
Aminopirina 35 18 0,90 ' 

t----------~--~------4---~-----~--~-----------~------~----------· 

Cafefna 20 1 85 
' 

·~··~~-.--~--~-·- ··-·~--··-·-'-----·· ---~·---··-·-~··~--~-r---·-----i-----·-......-· -~-==--·--i 

Code{na 3 r· ~ J 10 j o, 90 1 

--~-·--·----~-·--- ·------------·---~--- ------~-~~~~ 
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elucion presentan una buena sirnetr!a, no habiensose 

inclu!do por ser analogas a las obtenidas en etanol e 

isopropanol y no aportar ningun dato cornplernentario -

de interes, excep~o el citado. Los valores de Ve ofre 

cen una notable dispersion, sobre todo comparativameg 

te con los/obtenidos en los rnedios alcoh6licos en pr~ 
I 

sencia de acido lactico, lo que ya es :lndice de una -

posible mayor eficacia en la separaci6n. En cuanto a 

los valores de Tv algunos se mantienen muy analogos -

-cafeina, aminopirina, antipirina, paracetamol-, otros 

se modifican discretamente -codei.na, fenacetina, eto­

xibenzamida-, existiendo un tercer grupo -~cido sali­

c:Llico, acetil salicl.lico y salicilamida- que se in-­

crementan de manera muy considerable. Este mayor in-­

tervale de eluci6n presupone, pues, que se ponen de -

manifiesto fu.erzas de retenci6n que no se aprecian en 

los medios alcoholicos. Pero aun son mas significati­

vos los valores de Kd: En efecto, mientras en etanol­

lactico oscilaban entre 0,67 -para codeina y aminopi­

rina- y 1,46 para salicilamida, ahora estan comprendi 

dos entre 0,9 para codeina y aminopi.rina y 8,9 para -

el c-1cido acetil salic:llico, pudiendose distinguir los 
' ..... 

cuatro grupos siguientes, en los que el efecto aroma-

tico se incrementa de forma sucesiva: 



Primer grupo 
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aminopirina y codeina, en los que pr&~ 

ticamente no existe efecto aromaticoa 

Segundo grupo: integrado por antipirina y c.~feina, en 

los que el efecto aromatico se aprecia 

muy discretamente, ya. que el valor de 

Kd, en el caso de la antipirina pasa -

de 0,75 en etanol-1£ctico a 1,85 en -­

agua-lactico. Para la cafeina el incre 

menta es un poco menor puesto que pasa 

de 1,15 a 1,85 respectivrunente. 

Te·rcer grupo 

Cuarto grupo 

for.-mado por etoxibenzamida, paraceta-­

mol y fcnacetina, cuyos Kd en etanol -

L:1ctico eran del orden de la uuidad, o 

inferiores, y ahor~ adquieren valores 

comprendidos entre 4,45 y 4,9, y 

formado por £cido acetil salic!lico, -

acido salic.J.lico y SL-tlicilamida, cuyos 

Kd en etanol-lac.tico eran respectiva-­

mente 1,22; 0,95 y 1,46, mientras que 

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

En la figo 54 se obscrvnn claramente los cua-­

tro grupos, scparables entre s!. Dentro de cada grupo 

las sustancias no son separables. 
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Las posibilidades separativas aumentan en agua­

lactico de manera considerable, pues mientras en eta­

nol e isopropanol s6lo se consegu{an separar pares de 

sustancias, ahara se logran separar cuatro series. De 

esta forma, y seg6n se deduce del esquema de la figu­

ra 55 el m~todo es v~lido 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 aromJtico en los alcoholes frente al que -

se produce en agua, uun con baja concentra.cion ue 
electro lito. 

A pcsa.r de todo, hay que destacar que el tiem­

po inverticlo para la elucion total del acido acetil ~ 

salic{lico es de 225 minutos (flujo de 1 cc/min), ini. 

ciandose Ja elucion a los 165 minutos, tiempo durante 

el cual se hidroliza en una proporci6n de 2,2 % . 

Aun.que los resultados obtenidof} son acer·tables, 

se pens6 en estudiar la influencia de una variable, -

toda~{a sin modificar a lo largo de todo el trabajo, 

como es el relleno de la colwm1a. 

En las series del etanol e isopropanol el em-­

pleo del LH-20, como u.nico soporte~ c:st.aba plenam.ente 
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. t• f. 1 . f .. 1 d d. ... . JUS-l lcnco por su cspecl-lClGa para me 10s organl-

cos. Tan~bi{n estabo justificado el ernpleo de este mis 

mo soportc en medio acuoso, supuesto que tiene un do­

blc caracte·.c lipo e hidr6fl:lico .. Ahora bien en medio 

acuoso tnmbi/n era posible, e incluso recom.endable, -

uti.lizar cou1o soport:.c; ge le s del tipo G que son t:Lpic.§!. 

mente hidrofflicoso 

Inic.ialmente sc eligio el tipo G-15 porque su. 

Wr es el m8:s pr6xinto c-Jl Wr del LH-20 en etanol. Se -­

pretcndfa c.on E:l.lo ctc'!qt.tirir un mayor conocimiento so-

bre las sustancias cuyo mecan:Lsmo sepa-rativo se deba 

prcfc.rcnt:.ernc.nte a f:l.l t.J.:-acion molecular' que seran 

acpJellas cuyo V e sc mantcnga c.onstante a pesar de ha­

ber modificndo el tipo de eluycnte y de soporte. 

Por otrc-1 parte se pu.c:de hacer un exc_men compa­

rative de la influencia en la separaci6n derivada del 

distinto t:Lpo de est:cuc.t.u.ra de ambos geles LH-20 y 

G-·15 cuando se opera en las misma.s condiciones. Se 

realizo, pue.s, un en:.~:-~yo utilizando como relleno lf~ g 

de:.~ Scphadc.x G-· 15' CU)TO volurne.n E:S analogo al de 12 g 

de LH·~20, y sc eluyc) con c~c.ido lactico al 0, 5 %o en -

agua, como en cl caso anterior~ Los resultados obteni 

dos so e-ncucnLTan en la Tabla XL y en la fig. 56. 



TABLA XL 

ELUCION CON ACIDO LACTICO AL o,s %oEN AGUA 

Columna: K 15/30 

Relleno: 14 g. de Sephadex G-15 

Vo = 17 c.. c. vt -- 49,3 c.c. 

Compuesto ve c. c. Tv c. c .. Kd 

1 
I 

Acido salic:llico 136 40 4,98 

Ac]do ace til 

I 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 

~·----··---·--·---+---------+-------t-------~ 

Ant i p :1. r ina 42 16 1,04 

Aminopirina 27 . 9 0 41 
' 

~--~--~-----~·~--~--------------~-----------~~----------~ 

Cafe ina 44 20 1,12 

-·---------~------··-----------+-------------------· 
• 

Code :Ln:.~ 34 11 0,70 
l 

-~--·~··----·--·----~··- "-----~----·----l--------!---.~-·-...-..--·.·-t 
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Como caracter!stica general, se observa que 

los vo.lores Ve y Tv disminuyen y, consiguientemente, 

tambien clisminuye Kd, cuyos valores oscilan ahora en·· 

tre 0 1 L1 1 para la aminopi:r:ina y 5, 66 para la salicila~~ 

midaG 

De los cuatro grupos de sustancias que se sep~ 

ran al emplear cl LH-20 (Fig. 54 ), con el G-15 se --

1 d • t • F d d f. • a.grupan .os .os pr1mc.ros rnan ·E~nLen ose · c orma sensl 

-b] . . ~ . d . . e en una po s J.C.lon .'Lntennc J.a, aunquc 

so antcrio:c. No obstante, la arninopirina ticn.e un Tv 

suficil~nLE~mcnte pcqueno para qur~ siga sicndo posible 

su sepa:caci(5n de antipiJ:-ina y cafcina. El t.Qrcc.r gru·­

p o , in t c L r a. d. o en c l. cas o de 1 L H- 2 0 p or e to xi benz ami d. a , 

pa.racetamol y fenacctina, sc~ ve ahora incrcmentado --

l I" • .. • J 1' fl. por e acJ.do acetJ __ sa .Lc~.~.lco, reclucicndose, en con-

secuencia, el iiltimo al &cido salic.flico y Ja sal:Lci­

lamida. Las posibilidades separatj_vas varian, pues, -

con el nuevo t:ipo de Sephaclex, y D.unque disminuyen li_ 

geramente, como puec]e obscrvarse en el esquema d(-:: la 

fig. r: .. , 
:JI se 

consiga separar el £cido acetil salic{lico del £cido 

salic:Llico, dentro de unos t:Lempos de eluci(5n para el 

prime:co, muy in.fc1:·io1:es a los que se obtenfan en el ·· 

cnso del LH-20, hasta el punto de que aquf el porcen-
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taje hidrolizado es s6lo del 1,3 % .. Este valor permi 

tc realizar la determinacion con un margen de error -

aceptable. Tal separaci6n y determinaci6n, como ya se 

ha indicado e.s del mayor interes,· pues la presencia -

del acido qali.cflico puede proceder de una descomposi 
• , I 

c1on no de~eada del acetil salic!lico. 
I 

AntQ los antE-;riores resultados, era obligado -

ensayar tambi~n el comportamiento del Sephadex G-10, 

ya que por ser el de mayor grado de entrecruzamiento 

ticne rnayor numero de: grupos activos) aptos par[-;_ la -

adsorcion, por uni.dad de volumcn de lecho. 

Se realize, por ella, un nuevo ensayo con 20 g. 

de Sephadcx G-10, con la. misma columna cromatografica 

que en los casas anteriores y con el mismo eluyente. 

Los resultados obtenidos se encuentran en la Tabla --

XLI y Fig. 58 en donde se puede observar que hay 

1.1n grupo de sustancias constitu!do por am.inopirina, -

antipirina) cafe!na y codeina cuyos Ve y Tv no varian 

aprecia.blcmente con respecto al Sephadex G-15, siendo 

s<:Slo posible separar aminopirina y cafe:Lna. En el res 

to de las sustancias, Ve y Tv expcrimentan u.n consid£ 

rable cS.umento, esp2cialmentc acusado en los casos de 

la salicilamida y del ~cido salic!lico~ 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 

V0 = 18 c.c. Vt = 48,5 c.c. 

Compuesto ve c.c. Tv c.c. Kd 

Acido salic!li.co 312 50 15,89 

-
Acido ace til 132 74 6,16 
Scllic:Llico 

- - - -------·- --·-·-~ .. 

Salicilamida 312 66 15,89 

---

Etoxibenzamida 132 L+8 6,16 

' -

Paracetamo1 112 50 5,08 

Fenacetina 122 30 5' 6 0 

Antipirina 47 34 1,56 

.P...minopirina 27 10 0,46 

~ ~---

I 

Cafe rna 46 22 1, SL+ I 
-· l Code rna 30 11 0,62 I 

- _.,.... __ --- ·-·-l 
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lidades separativas, como puede observarse en la Fig. 

59 , y sin embargo lleva impl!cito el que la dur~ 

ci6n del proceso cromatogr~fico es casi el doble que 

con el Sephadex G-l5o 
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VI.4. SEPARACION CON DISOlnCIONES ACUOSAS DE TRIS 

Para compl~~8r el estudio separative se reali-

za.ron ensayos en media basi.co, utilizando el tampon -

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

aun, cuandq eran previsibles lirnitaciones para el ac_!.. 
I 

do acetil ~alic{lico. Para las dem&s sustancias se 

comproho la cstab:Llidad de forma analoga a como se 

rcaliza en todos los casos. Tabla XLII. 

En medios alcoh6licos se obscrv6 que la concen 

tracion 0,05 N de Tris no aumentaba el fenomeno de re 

tenci6n, y J.o mismo ocurrfa con concentraciones de 

lc:3.ctico al 0, 5 %. Sin embargo, en medias acuosos, se 

ha comprobado que, con esta concentraci6n de &cido 

l::1ctico se producen retcnciones muy clevadas. Por 

otra parte, el. Tris es rrruy soluble en agua, lo que 

PE?.rmitc utilizarle en un intcrvalo mas amplio de con­

centraciones. 

Por todo ello S(~ hicieron dos (~nsayos, con di-

soluciones acuosas de Tris de concentraci6n superior 

. f . . ] 'l' d t ] e ln erlor, :respectlvamentc-;, a _a utl __ lza a cone ano. 

e isop·.r.upa.l1.Dl .. 

Se eligieron 
,.•:.. 

8.S1 concentraciones de Tris 0,1 M 
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TABLA :\LII 

ESTABILIDAD EN TRIS 0,05 H EN AGUA 

Absorci6n despu~s de un tiempo: 

Compuesto 

0 
~----~-----~-+--~~~--·· .. 

Acido salicilic~ 0,140 
I 

. --··------+-~· ---~-
Ac.iclo acetil 
salicilic.o 

Sal i c:Llc1mida 

0,270 

0, Lt80 

(horas) 

ll 3 6 9 24. 

0,145 0,145 o, 150 0,150 0,145 

~ 

0,27.5 0,280 0,270 0,270 0,270 

0,480 0,490 0,485 0,490 0,485 

·------------------· ------ ·--·--·-- ·-~·--- -----:-·-·----4-----

Etoxib~:nz3n1ida 0,71.5 0,715 0,720 0,720 0,715 

---·-------·~·--..,. ... --.,;--... --....,-- ....... ,--,....~"r- --··---f----- :...--·--· '-------

Parac.etamol 0,685 0,690 0,700 0,690 0,695 0,690 

---~ .... -... - . ~---------
., ..... __ . .._.. _____ ,_ . .,,~ . - ·------·-__ __,_,_,_ .... 

Fenacetina 0,680 0 690 
' 

0,685 0,685 0,690 0,680 

·---------.. -~--~··· ---···---·------·-·-- f--·---··---As.-~--·--1--•-----t 

0,5.35 0,540 0, S!J.O 0,535 Anti1>irina 0, 530 O, 535 

1 ~ ---~··-·~ -----~----~-··- ----·---+------~1 

~in<:~)i~in~-=[~~-3-8~--~~380 0,390 0,400 0,390 0,390 I 
l 

Cafe!na 0,520 I 0,520 0,525 0,530 0,530 0,525 I 

-C~de~na --·-·-~-~:~soT-0,-t,so~- 0~-460 O,Lf55

1 

0,46:~~~45~~ 
-·~---·--~------·..J-----.. ·-·-1..--~----'-·--------"~--·----·~·---- .~. ~~.--~~·-""·· 
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y 0,02 M~ La concentracion de las diferentes sustan-­

cias en estas disoluciones y las cantidades utilizadas 

de las rnismas, son iguales a las de la Tabla IV, ex-­

cepto para el acico salic:1lico cuya concentracion se 

duplica y la salicilarnida en que se multiplica por 

. 11 . d" d v7 I 3 c1nco, por ~as razones 1n 1ca as en .. 

I 
Los 'resultados obteniclos se recogen en las Ta-

blas XLIII y XLIV y en las figs. 60 y 61. Los Tv, 

pr&cticamente, no varian con la concentraci6n de Tris, 

e igual sucede con los Ve del .:1cido DCG·til sal:i.c{lico, 

antipirina, an:d.nopirina, cafe{na, etoxibenzarnide:1, pa­

racetamol y fenaceti.na .. 

Se observa, sin embargo, un fen6meno especial­

mente significative: el acido acetil salic£lico es la 

sustancia que se eluye en primer luga.r con Ve y Tv 

rnuy bajos, lo cual quiere decir que, a pesar de que a 

este pH la hidrolisis es muy elevada, al ser el tiem­

po de elucion muy bajo resulta, no obstante, pequefia. 

De este modo en los gr~ficos 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

blecer hasta diez y seis combinaciones. Con Tris 0,02 

M se consiguen separar tres grupos de cipco y ademJs 

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

ELUCION CON TRIS 0,1 M EN AGUA 

Columna: K 15/30 

Re1leno: 20 g. de Sephadex G-10 

V
0 

= 18c.c. vt = 48,5 c. c. 

Compuesto v c. c. e Tv c. c. Kd 

Acido salic:llico 107 44 4,81 

-· --
Acido aceti1 30 11 0,65 salicilico 

-- ~ 

Sa1ici1amida 241. 72 12,05 

Etoxibenzamida 128 45 5 94 / 

' 
--

Paracetamo1 131 37 3,85 

-

Fenacetina 132 5.3 6,11 

---
Antipirina 41 20 1 24 

' 

Arnir1opirina 38 ' 28 1,08 

··----·~~ 

Cafe:Lna 46 20 1,51 

-
T-~89 -----~ 

Cocle:Lna 53 30 

-. ----~- -
4- __ j 



TABLA XLIV 

ELUCION CON TRIS o,o 2 N EN AGUA 

Columna: K 15/30 

Relleno: 20 g. de Sephadex G-10 

Vo ::: 18 c. c. Vt = 48,5 c.c. 

Compuesto Ve c.c. Tv c. c. Kd 

Acido sa1ic{lico 90 33 J,89 

·- ----·-· 
Acido a.cetil 28 9 0,54 
salic{lico 

..... -------· 

Salicilamida 279 77 1ii-,11 

- -
\ 

Etoxibenzamida 1.30 40 6,05 

Para.cetamol 127 53 5 89 
' 

Fenacetina 129 52 6,00 

Antipirina -38 18 1,08 

~------------------~------------~-----------~--------~--~ 

Aminopirina 34 . 25 0,86 
I 

t------~-------+---------+-------~:--·--~-..--.i 

Cafe rna 43,5 16 1,38 

' ' I 
I 

I 
------~~-- I 

~·-o-d~e--i~n~a------------~---~-7-2-----..J•-----30-~- 2 , __ 32 __ j 
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mero de combina.ci.ones disminuye pero se aumenta el nu 

mero de sustancias determinables simultanearnente. Por 

otra parte, se observa tambien que para la codeina y 

la salic.ilamida lc :.:. V e disminuyen para la c.oncentra-­

ci6n de Tr~s m5s elevada, sucediendo al contrario con 
! 

el ~cido s~licflicoo 

I 

A 1~ vista de estas variaciones conven:La com--

probar si se puede establecer alguna relaci6n entre -

los valores de V8 y la concentraci6n de Tris en el -­

eluyente. Para ella se realizaron otros dos ensayos -

con disoluciones de Tris de concent.rac:i.on 0, 01 H y --

0 12 ll d . J: ]t ,. b . , ", es ec~r. un poco mas a_-a y mas aJa, respec-

tivamente, que las e.mpleadas en los ensayos anteriores .. 

Los resultados, recopilados en la Fig. 69 

permiten comprobar que, al menos en el intervale de -

concent.raciones experirnentado, existe una relacion li 

neal entre Ve y la concentraci6n de Tris, con coefi-­

ciente angular positivo en el caso del acido.salic:lli 

co y ncgatjvo para las otras dos sustancias, codefna 

y salic.ilamid.::J ~ 

El hecho de que sea el 6cido salic!J.ico la dni 

ca de las tros sustancias cuyo Ve crece con la concen 

trac5 .. 6n de Tris, puede esta:r vinculado con la mayor •» 
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disociaci6n del mismo, como consecu.encia del aumento 

de la reserva basica. El fen6meno esta en concordan-

cia con la h:Lpotesis de Janson (117), que estima que 

los cicidos se eluyen antes de la columna como conse­

cuencia de las repulsiones provocadas por los grupos 

carboxilos del soporte~ Es evidente que en el acido 

aceti.l salic:llico esto no ocurre,pero puede ser debi 

do a ro.zones de. tipo esterico .. En todo caso, y aunque 

la hip6tesis anterior est& lejos de poder consideraE 

se como absolutamente valida, se est.ima que mereec -

la pcn~t sE~fialar lD e:xJ.steneia del fo.ncSmeno, por cua!! 

to JYucdc~ contrihuir a la interpret.::Jcion del mec.anismo 

de reteucion~ hoy todavfa tan clifuso ... El comportamicE!_ 

to de s.::,lici.lami.da y codei.na esta de acuerdc con lo 

que, en gcne:ral, ocurre al aumentar la. c.oncentracion 

de elect·rol.it.os en el caso de especies con efecto aro 

ma.tico ( 128). 

En lDs Tablas XLV y XLVI y Figs. 65 y 66 se reco 

gen los resultados obtenidos para la totalidad de las 

sustanc.ic.1S, observandost=~ que:, exceptuados acido sali-

... 1. Cl leo, codeina y salicilamida, el resto de las sus--

tancias mantienen practicaJ-clente inal terados los para>· 

metros de eluci6n que se vienen utilizandoo En el es-

quema de la Fig. 6/ se observa que el numero de P.£ 



TABLA XLV 

ELUCION CON TRIS 0,12 MEN AGUA 

Columna: K 15/30 

Relleno: 20 g~ de Sephadex G-10 

v 0 = 18 c . c . v t = Lj. ts ' 5 c . c . 

Cornpue s to I 
; 

ve c.c. 
·-;--

! 

Acido sa1ic:l.lico 111 

-· 

Acido aceti1 
29 salic:L1ico 

Sa1i.cilamida 231 

Etoxibenzamida 128 

Paracetamo1 134 

Fenacetina 129 

~· 

Anti.pirina 44 

- . 

Aminopirina 36 

Cafel'na 44 5 
' 

t---~-·- • 

Code:Lna L~8 

--· 

Tv c. c. Kd 

40 5,03 

10 0,59 

69 11,51 

·-

43 5 94 
' 

46 6,27 

52 6,00 

18 1,40 

--

21 0,97 

-
17 1,43 I 

--f 
1 

17 1 62 
' 

-------- ----------·....,/, 



TABLA XLVI 

ELUCION CON TRIS 0,01 M EN AGUA 

Columna: K 15/30 

Relleno: 20 g. de Sephadex G-10 

V0 = 18 c.c. Vt = 48,5 c.c. 
-

·Compuesto ve c.c. 
-

Acido salic:llico 86 

-· -

Acido ace til 
salic:llico 29 

Salic.ilamida 285 

-· 
Etoxibenzamida 129 

Paracetamo1 134 

Fenacetina 130 

Antipirina 39 

Aminopirina 35 . 

Cafe ina L~4 

Code:lna 7 I+ 
·, 

Tv c. c. 

33 

10 
·-

74 

-

L._o 

-· 

so 

52 

20 

27 

15 

29 

l.J!. 

Kd 

3,67 

0 59 
' 

14,40 

6,00 

6,30 

6,10 

1,13 

0,91 

I 

1, L~O 

3,02 l 
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sibilicladc.s es igual al de la Fig. 66 pero aumenta 

el 
, 

de de cuatro sustancias separables. 11UIH21:'0 grupos 

Al disminuir la concentracion de Tris a 0,01 M, se 

hace pos:i.ble la separacion de grupos de cinco sus tan 

cias como ocurrfa con el 0,02 H, si.endo seis el n{une 

ro de combinacione.s posibles con ese numero ademas -

de otras docc con grupos de cuatro como se deduce -­

del esqncma de la figura 68. 

Puede observarse, pues, que modificar la con­

ccntraci6n de Tris proporci.ona mayor flexibilidad a 

las posiblc:s separaciones. En efecto, para una con-­

cc~nt:cacic)n de Tris 0, l H son separablcs la code{na y 

el acido salic::Llico, no sicndolo este ultimo de eto­

xibenznmida, paracetamol y fenacetina .. Sin embargo, 

] . ,. d t d 1 , . d ] . '1· d , .a scparc-Jc.I.on e es ·os e acJ. o sa .. lCl leo po r1a -

conseguirse con s6lo disminuir la concentraci6n de 

Tris a 0,01 N. 
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VI.S. DETERMINACIONES CUANTITATIVAS 

VI.S.l. Graficas de calibrado 

Al igual que en los casas anteriores se han ob 

tenido las gr~ficas de calibrado de cada una de las -

sustancias en las dos variantes de medias acuosos em­

pleados. En la TablaXLVII se indican los resultados -

obtenidos en disoluci6n acuosa de ~cido l~ctico al -­

o, 5 %o y en la Tabla XLVlli los correspondientes a las 

disoluciones de Tris 0,01 M. La desviacion estandar -

se ha calculado siernpre mediante diez determinaciones 

realizada.s en los l:Lmites ml.nimo y maximo del interva 

lo valido de concentraciones. 

VI.5.2. Analisis de mezclas sinteticas en agua-acido 

lactico 

Ante el elevado nlimero de grupos diferentes de 

sustancias que pueden separarse, se ha limitado la 

preparacion y analisis de mezclas sinteticas a aque-­

llos casas mas significativos, tanto por su viabili-­

dad de separacion como por su interes practice. En e~ 

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

. ·, 



TABLA XLVII 

ECUACIONES DE CALIER:\."80 EN AGUA- LACTICO 

~------- ., I r, ........ L,c~r .... ,-,··+')r- 0·~ .... M""· 
1

!-

1 
• .. . t r .,., .... :.~. ,.Jf} A "': t~ ..... ..., ..... ...., ,..., .... • I ./-.j \' ..... ~vn (_;.) -·~·~ d! t--'•.JI; .j ' 

~r·"'""'''.t'la C'1 v~1·,r·r·z I \...C· .. _,,~,~-.. •.J., l,..:;.,.;.V..A! \,._"lc:.'-''C1cnt~ d() ! I . ;.;:.::.c~·;,~,;;; r :;.~: . I ~ : ;c"~~::~~~ 1{<1 o;/c .c. . :;~:G i ~ i~o . : L ;,, : !: h' :.· ':- I :_;, ; (o.c '"' : ''" -

---------------·--------' ! t 

Comp-~.e. s to 

-~ c -~ c1 " c ,_.. l-~ c.!~ ..,, ~ .0 o rl. ~ n 3,..... il~ n r" , , """' - ,.-, c - 0,..... 0 'I n 0,..., q ' 
t->:.. _:_ -.·~· -.·o. ..L -'----L--;·_

20
q __ l""· - v . y = '-·:;_;,JJ..'i"L)~Ju x l~· 'J- '~: b~ 1 

~-----------'' ---_-_:~_; : : . I 
' . . . , 1 ; 

0 ')-­' '-).) 
~~ 

l 
j:.,_c.l ci. 0 ace t J_ j_ I 2 n - 8 0 ! -- :::= () 1 r +,..., I 6 3 "! ("\ 0 '1 I 0 19 8 I 0 6. 0 ') 

• ,.l • ' ro 7 5 I V j Y V' 0 L4 ~ X l_' V I,_; ' ~ . 1 '- ' S 211. C :t _ }_ C 0 A = L , i . .. i 1 _j 
:------- i i ! l l 
l s.:~_lici.1Dr:LLda ! 10 - /..:0 

1

1' y :::= I"\ Q!!c:;_;_L.--.:; (K ~ X l onu·O i 0 n9~ II 0 ? 57 : : .· 1_1")991 ..L 1' ..._,, ,__,·_,JI ...~,_._, ..:. ......,, I .'I'- oJ :J•- I I 
' .,_L - I ! . ! l 

Etoxibenzamida I 5 _ 20 ! -.:.r = 0 02+~-R "JQ x 1 onv0 l 0 063 ! 0 ?19 ! \--2°21 !)' ' .J~~L. • .~.., ,J I : I ,_ I 

:----- - --· -· ..J - ; I : 

! I ...... r, "~ ~ r> e ·- amo I 

.\=2i;·2i 5 - 20 y = 0,11+63,14 X I 1?000 I 0,049 0,208 I 
.:. c:~_. J- ,::._\_.. •• 4.- · ~L _ 

! 

i-- l 
! I ! I Fenac:etina I 5 - 20 y = 0,079+52,26 X 

I 
0,999 0,051 0,199 I 

' I I 
; 

/\=24iJ- I I 

: I ! ! 
i Antinirina I ! ! 5 - 20 ly = 0,012+48,40 X ! 1,000 0,044 0,187 I ~ ),:::=241 i I 

I 
Aminopirina 

I i I I 0,038 0,189 ~\=259 1 
5 - 20 v = o,ooB+39-9o x 1,000 I . - I 

I 

I - I ! I ! 
l Cafc~Cna 5 - 20 y = o,ool+Sl,36 x 1~000 0,046 0,186 

I 
! 
I A=2!3 1 
! 
I Code:Lna 

):;=284 20 - 80 y = 0,004+20,415 X 1,ooo 0,197 o,433 I l----~-------- --- I ---- ---~-~-- ----~--



TAbLA XLVIII 

ECUACIONES DE CALIBRADO EN AGUA- TRIS 
--~ 

i 

Dcs··,~nc16n es1:andar para l 

lntervalo de valldez E~Jac16n de ca11brado Gceflcisntc de I 
Compuesto comprobado, p.p.m. y • 1\bsorc~on correlac1on Umltc mfnimo Lim1b nax1mo . x. Concen{rac19n,.~g/c,c del 1n·tervalo del ,ntervalo 

~ -~-
-~-

I 

Acido sa1ic!1iX~296 10 - 30 y = -0,022+6,71 X 1,ooo 0,997 0,247 I 

_j 

I 

Acido aceti1 I 

sa1ic:llico ;\=268 20 - 80 y = -0,01+6,425 X 1,000 0,236 0,465 

Sa1icilamida 
A=299 10 - 40 y = o,oo3+23,34 x 1,000 0,099 0,285 

Etoxibenzamida,.l 5 - 20 y = 0,02+37,5 X 0,999 0,049 0,196 i 

=292 .I 
I 

Paracetamol 5 - 20 y = 0,037+62,3 X 1,ooo 0,051 0,226 
I 

~=244 
I 

! 

I 

Fenacetina 
~=245 5 - 20 y =-0,01+66 X 1,000 0,039 0,187 i 

I 

Antipirina 
)=242 5 - 20 y = 0,022+48,2 X 1,000 0,047 0,199 

I 

Aminopirina I 

).=264 5 - 20 y = 0,105+28,4 X 0,991 0,051 0,210 I 

I 

Cafe ina 
A=273 5 - 20 y = 0,01+52,60 X 0,999 0,~42 0,198 

Code ina 
)=284 20 - 80 y = 0,015+20,925 X 1,ooo 0,203 0,398 

j 



TABL/\ XLIX 

------~-·~-------------------- --- ------~ 

FcDaCC:" t.ina 

I\ m :L n () p i. r in a 

Ac.ido acetil 
salici1ico 

Fenacctina 

Aminopiri·na 

HEZCLA 1 

250 

125 

!~ ~~ 7 

MEZCLA 2 

1000 1009 

1000 

1000 997 

9 

o•ll 

Er:cor 
relativ· 

C:f 

--~'0--.t 

0,7 

0 8 
' -----·-·-------, 

0,6 

0,9 

1 1 
' 



Jf~ 3. 

TABLA L 

tlEZCLA 1 

··~~---·-~--·-------~~.-~---C-a-n~i-d.-a-d~ Cantidad Error 

Comouesto . 
- pu0.sLD. encorJtrada relative 

./(:;· ./{;.r ~(, 

S~l~Dmi~::_==:~~:~~----=:6__ I_ __ -._.3----+---o-' __ 6 __ ._ 
251 1 0,4 

··--.. ---~-r--· ·--··-.. ~-, 

And. uo p :L r :i nL1 126 1 

HEZCLt\ 2 

--~·or:~~~st~ -----l~~~~:~-,-i~t~;--c,::·,ti.dar1 -T~----~---" --EJ=--
J • ~ ~ • -~' p1J~-,~:l'a cncoPLrnda rclativo 

---·-----~~-------------, ... ~ .. ---· ~~ :;;,,_ -- ·---·-~-/-:g_ ___ ·-~ ·--~~- ~---b--

Sali c ilomid.~~ 1000 992 0,8 

~-t ~,-:~~=:&:!:~; ~,---r -
1 
(~:}~~-----r- ---=----r-~ ~----- ---·-~:~--~ 

-~---~~-~----· --~---1-------- ---··-·-· -----~-----~-~- -~ 

Amir!')pirina I lOUO 1003 3 0,3 

-~---·-·-- .. -~--,---·-<"·""-- ... ·--·-~-----.. --... _ ... _ ----------~·------ ----~ 

Ant:i.p:]_:cinct 

1. __ •_ ··-~--c·---<•~-~-~-·-• 
1000 1 996 

··--~- ... ..,--·---······--·...,..._------····~----~-· .· _ __.......,.,.,.....-._.,.~··""·-- ... 

-4 



J4l+. 

el analisis de dos mezclas sinteticas de acido acetil 

1 . ""1 . sa lCl .. J.CO, fenacetina., aminopirina y codei.na, de con 

c.entrac.Jones dift-.. .. ~:.J.t.es. Los resultados se recogen en 

la Tabla XLIX • Observese que los valores obtenidos -
i 

para el ~c~do acetil salic{lico son, incluso, superi£ 

res a los le6ricos, como consecuencia de que el ~cido 
: 

salicflico' que se forma en su hidrolisis presenta una 

cierta absorci6n a la longitud de onda a que se mide 

el acctil salic!lico. Es evidentc, pue>s, que para evi 

tar este eTror si c:mpre que haya acet.il salicflico con 

vendra operar en condiciones tales que sea posiblc. la 

scpDracion de amboso 

Con el sopo·rte Sephaclex G-15 se han ~:;eparado y 

analizado dos mezclas sint&ticas de salicilamida, et_£ 

xibenzamida, antipirina y c-1rninopirina de difercntes -

concentraciones. Los resultados obtenidos se indican 

e11 la Tabla L. 

Los errores relativos est~n comprendidos den-­

tro de la desviaci6n del m6todo. 

Tambi.en en este caso el n"L1mero dt.~ gruros distin 



tos de cspccies a separar es muy elevado, siendo cin 

co las sustancias separables en un s6lo proceso cro-

matogr6fico. Por ella se ha tornado un sol; ;rupo se­

parable, entre los m~s representatives, prepar~ndose 

dos wezclas sinteticas del rnismo, sobre las que se -

ha rehJlzado la scparaci6n y d~terminaci6n, como en 

los ca~>os ant.crio[c)s. Los resultados obtenidos para 

] "l l ; . 1 • 1 1 . .. 1 . .c ., , • . a ::~ m c z c . _a s c e a c. 1 c o a c c t l s a .. l c l --· ]_ co , c. a .L c 1. na , a c 2:. 

do sc:dicfJ.ico!l pnr:acetamol y sal.icilamida se expresan 

02n J.[i 'T<tl>ln Ll> en la que se pucdc olJser:var que los 

errore s c s t tin c.ornp r c n d i do ~; d c~ n t r o de 1 a d c s via c i 6 n ~· 

dt; t~crmir.1ada. 



TABLA LI 

MEZ .JCLA 1 
~--~-------rr------- -

Compuesto 

Acido ac~~t.il 

salic:Llico 
I ---------1--
1 

Acido sa lic:flic.o 

Cantidad 
puesta_ 

---- ~(f!..____ 

250 

1000 

Cantidad 
encontrada 

./{g 

246 

1005 

.1. '-1" l.) • 

~ror 
lativo 

- % 

-4 1,6 

-

5 o,s 
----------+--- ·- -

Cafe ina 1.25 126 1 0,8 

~· ·~--------·-~--·-·----11-----· ·-------------~---· 
Paracctawol 500 1~99 -1 0,2 

-···---·---··-··---~- --~··-- -·------ ---.-·----~-

Salicilamida 1000 988 12 1,2 

~ ·-··-·-----------· ~·- --·-· 

NE ZCLA 2 

---~-----~·~-----]···· 
Cantidad 

·---- Compues~..:_ ___ -~u;(;ta _ 
4--- ~---

Cantidad Error 
encontrada relativo 
__L~~ % - f--· ... (::l..-

___ .,~,. ___ 
Ac.ido acetil 

1000 salicflico 985 -15 1,5 
··--· -- ---··----~·--·~--· .. 

Ac:Lclo saJ.ic.:fJ.ico 1000 1009 9 0,9 
-----··-- ------·--·-

Cafeina 1000 1005 r-
:J o,s 

-· 

Per<:tce tamo l. 1000 996 L} o, 4-____ .,. ________ 
r--·--·--

,_ __ . ____ 
991 9 o, 9 1 

--~------·-· -~,~--~------~ -------~ 
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VII. CONCLUS IOI•:ES 

l~) Mediante cl cstudio dEl comvortnmiento en cromato-

f , 1 ·1 d 1 . ' .d 1' '1· g r a .. 1.a c12 g e _ _ e as s 1..1 s tan c L .:-:1 s a c :L o sa l c l 1. co , 

, . -, t . "l l . "' ., . 1 ' . l . d t . b aclcto ace lJ. sa. lCi. ... Lco, sa~l.Cl aml a, e ox1 enza-

mida, parac.ctamol, fe:;n:JcetJ."IF_j~ D::1L:ipirina, aminop_!_ 

rina, cafefna y codcJ·.na 7 todc:.:.c __ ; c~llas ut:ilizadas en 

1 . , d l .,. . a preparac.J_on e UlJ(t_ gcsJ.c:u~;, se propon~ un m~to-

do ana 1 It i co s E:: n c i 1 :l c' , d c f 6 c i l. :.:. c n era liz a c i 6 n y -

rm:llt.i.ples po::;ibi.J id::~clc::~;, par::1 ~:t-'j)!.lYElr -un:Ltariame!! 

te o por g:r1.l.J)OS-· las ;-;u:;;tanc: ia_:~ citadas, determi-­

nnndose posterio·t!llentc-2 por c;_;J •CC t:--.cofotometrfa U. V. 

D "l i" . 1' l l e . as c 1.cz e~.:;pcc]_e~) cs tucl.a( ft[i :---;e ogrDn separar 

1 . t • . . . ., • . . . . b. . l y v.-::t orar tH1l ·urJ.amcHLe oJ.st~utL.:.~:--; com J_nac:t.ones ce 

cinco, as I comu grupo::> de do~;~ t:rc•s y cuatro sus--

tanci.as. 

rniento de fil t:co moJ ecu 1 ~~1 :c d.~- 1 ' ,_)porte con la exi~ 

tencia de cic:rtas fur· ;;:.:_:.;_::" de' ·L c: i>2dc .. i6n,. dcnomina--

(1 a S en 1 Lo l) -j b "l ]. () ()· -.- '"1 -' -~· f"; ! t -·.: r . \ ( -;- ! . 
A ·' .. . . • , i_;_;• .L C. l. J - 1.: ·' ··.- . '-· -

·:· ~r--·· · :!.. t ,· (' 0" Cll1° 
'.' .. \ ·-·! f k.<. -- -- ' 1 .c en 

gen\:~ral se punen de r.:·;,;.} ;~~i.e~~ L(·, '· il sustancias de ti 

po aromatico y he: t2roc {c] ico. 1·'.:-:ra enju:Lciar la 
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lor del cdeficiente de reparto Kd. 

3~) En meclio etanol el "efecto aromatico" practicameg 

te no se mani.Liesta. Solo aparece de forma discr£ 

ta par<(- la salicilamida y, en menor cuant!a aun, 

para ei ~cido salic!lico. Las posibilidades de se 
: 

• 1_, 

parac~on en este media se reducen a la salicilami 

da de otras seis sustancias, y a la aminopirina -· 

de la c.afe:Lna. 

4~) Al incorporar al etanol un electrolito icido, co­

mo es el acido lactico' el "efe.cto aromatico" ere 

ce notablemente, aumentando a medida que lo hace 

la concentracion de lactico. De este modo el nurne 

ro de posibilidades se incrementa de forma consi­

derable, aun cuando se rnantienen reducidas a la -

separaci6n de dos sustancias. 

5~) Al incorporar al etanol un electrolito de tipo ba 
sico, como es el Tris, los valores de Kd, en rela 

ci6n con los obtenidos en etanol, practicamente -

no se alteran. Esto indica que tal electrolito, -

en este medio, no ejerce. ninguna influencia sobre 

el "efecto arorna_tico". 

6~) En isopropanol el "efecto aromatico" se exalta, -



l.)U. 

en relacion con el etanol puro, poniendose de ma­

nifiesto en mayor numero de sustancias, en espe-­

cial para el acido salic:llico, salicil-?m.ida y ca­

fe:lna. Esto lleva impl:fc.ito que se aurnente el nu­

mero de separaciones posibles, aun cuando estas -

siguen concretadas a dos sustancias. 

70.) En general, los valores de Kd no sc alteran por -

la adici6n de electrolitos al isopropanol, tanto 

de acido ltictico COlTLO ck..\ Tris' si bien en algunos 
• t "j • d. . . , ] co.sos exper1.men :.an una .. lt;Qra l.smLnuclon, .a que, 

implictl que el lllJ.J.nero de Deparaciones disminuya. 

8~) En medio acuoso, con Scido 16ctico al 0,5 %o, se 

exalta de forma considerable el "efec.to aromatico" 

de todas las Sltstancias estudiadas, excepto para 

la aminopirina y la codefna, obteniendose valores 

de Kd dentro de un amplio intervale lo que hace 

posible separar cuatro grupos de sustancias. La -

salicilamida y el aciclo ncetil salic:Llico son las 

especieS donde el HefeC.tO aromat:i.C.0° Qlleda tn2S -­

exaltadO. 

9~) Como consecuencia de la distinta estructura de --

los geles, se modifican las posibilidades de sep~ 

raci6n en agua-l~ctico. As{, y a diferencia de lo 



que ocurre con el Sephadex LH-20, con los tipos -

G-10 y G-15 se puede separar el ~cido acetil sali 

cilico de la :~~ '.llicilamida y del acido salicilico. 

Result?- destacable que, aunque en Sephadex G-10 -

el efe&to arornatico se exalta respecto al G-15, -
i 

n0 porj ella se incrementan las posibilidades sep~ 

rativas, ya que la relaci6n entre los valores de 

Kd es analoga en amboso 

10§:) Con disoluciones acuosas de Tris se disminuye no­

tablemente el "efecto a.-rom~1tico" del acido salle:[ 

lico y del ~cido acetil salic!lico, manteni6ndose 

practicamente constante para el resto de las sus­

tancias. Tal disminuci6n permite separar cinco 

grupos de sustancias, tres de ellos integrados 

por una unica especie. 

llQ) Los volumenes de elucion de la salicilamida., aci­

do salicilico y codeina tienen una dependencia li 

neal con la concentraci6n de Tris en el media 

acuoso. Esta dependencia es creciente para el aci 

do salicilico y decreciente para la code{na y sa­

licilamida. La dependencia creciente es probable 

que sea debida a rcpulsiones con los grupos carbS:?_ 

xilos del gel, al encontrarse el acido salicilico 



.1. j .. ~ .. 

rrvis disociado a medida que aumenta la concentra­

ci6n de base en el medio. 

12~) Antipirina, aminopirina y cafe!na tienen siempre 
I 

un comportamiento similar. En el proceso cromato 

grafic6 el mecanisme dominante para estas Slista£ 

cias parece scr el de filtracion molecular. La 

analog:la de compo-rtamicnto de las dos primeras -

era previsible dada su arta.log!a estructuJ:al. 

13!~) lgual.mente se comportan siempre de forma ana.loga. 

etoxibcnzamida, paracetamol y fenacetina,lo que 

tamhi6n es 16gico, ya que no existen entre ellas 

grandes diferencias estructurales. 

14~) El ~cido 16ctico inhibe la descomposici6n del -­

ac.ido acetil salic:l.lico en disoluciones de etanol 

e isopropanol, mientras que el Tris, en medio -­

acuoso la exalta, incluso sin modificar el pH. 
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