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1. INTRODUCCION



A)

OBUETIVO:

En los Gltimos afios se ha hecho muy frecuente el uso de cafeina
como principio activo, y, en la mayoria de los casos, como coad-
yuvante en la elaboracidén de numerosos medicamentos que utilizan
sus propiedades estimulantes. Se encuentra en productos analgé
sicos, antigripales y tranquilizantes, que, en su mayoria son -
productos de venta libre que se expenden en la forma farmacéuti

ca de tabletas.

Hasta la fecha, los métodos de andlisis existentes, oficiales o
no, son tediosos de alto costo y presentan el problema de la se
paracidon de cafeina en mezclas; siendo esta la principal razodn
que motiva la bisqueda de métodos sencillos y practicos que la

separen y cuantifiquen en productos farmacéuticos.

Siendo la Cromatografia en Capa Fina una técnica de separacidn
sencilla, r3pida y segura, se investigd sobre posibles sistemas
adecuados que pudieran separarla en mezclas de aspirina, cafeina
y fenacetina (APC), APC + antihistaminicos y APC + barbitiricos,
para luego cuantificarla por Espectrofotometria de Absorcidn; -
teniendo presente los requerimientos de exactitud y precisidn

que debe cumplir un m&todo analitico.



B) (GENERALIDADES:

La Cafeina es un alcaloide derivado de las xantinas que se obtie
ne del café, del té, o bien puede prepararse sintéticamente; tam

bién se encuentra en el guarand, mate y kola. E/

Su nombre quimico es: 3,7 Dihidro - 1, 3, 7 trimetil -1H - Puri-

na -2, 6 - diona E/

Posee la siguiente estructura quimica:

cH
H
N
H3C W ' T
/,k N P.M. = 194.2 3/
0 N
|
CH

No posee hidrdgenos reemplazables, razdn por la cual carece de

propiedades &cidas. “/

i/ Martindale. The Extra Pharmacopoeia.Twenty six edition. The Phar-
maceutical Press, London 1973.

2/ The Merck Index, Ninth edition, Merck & Co. Inc. Rahway N.J. U.S.A.
1976. \

i/ Clarke, E.é. C. "Isolation and Identification of Drugs", 3rd. ed,
Vol. 1, The Pharmaceutical Press, London 1969.

%/ Higuchi, T.and Brochmann. Hanssen E. "Pharmaceutical Analysis' -
Interscience Publishers, New York, 1961.



- e . . - - 5, .
Sinénimos son: guaranina, metilteobromina y teinma >/ ; 1, 3, 7

trimetilxantina y 2, 6 dioxopurina E/

Propiedades Fisicas:

Solubilidad. Soluble 1 en 60 de agua, 1 en 2 de agua hirvien

do. 1 en 130 de etanol y 1

en 7 de cloroforomo. es

casamente soluble en eter; mas soluble en acidos

diluidos ’/

punto de fusidn: 235° - 237° 8/

Caracteristicas Espectroscdpicas:

- Espectro de absorcién UV en Acido Clorhidrico 0.1 N, maximo a -

272 nm (E14 cerca de 470).
1 cm

—~Espectre de absorcidn en etanol maximo a 273

- Espertro de absorcién IR. Cafeina base, en
potasio. Los picos principales son A = 1658

(Ver figura NT 3).

Clarke E. G.C. "Isolation and Identification of
vol. 1. The Pharmaceutical Press., London, 1973.

The Merck Index, Ninth edition. Merck & Co. Inc.
1976
Clarke E.G.C. '"Isolation and Identification of Drugs" 3rd.

1, The Pharmaceutical Press, London 1973.

Clarke E.G.C. "Isolation and Identification of Drugs' 3rd.

1. The Pharmaceutical Press, London 1973-

Clarke E.G.C. "Isolation and Identification of Drugs'" 3rd.

1, The Pharmaceutical Press, London 1973.

1%

nm (El em - 519).

disco de bromuro de -

5 1695, B 745 9/

Drugs', 3rd ed..

Rahway N.J. U,.S.A.

ed., vol.

ed., Vol.

ed.. Vol.



La Cafeina posee accién estimulante poderosa sobre el sistema
nervioso central, produciendo un estado de imsomnio, incremen-
tando la actividad mental, muscular, respiratoria y renal, en-

tre otras. Se estima que la dosis letal para el hombre es de -

10 1% L 1Y,

REVISION BIBLIOGRAFICA,

En el andlisis quimico de la Cafeina los libros oficiales, en su
mayoria la han cuantificado mediante volumetria en medio no acuo-
so, usado como disolvente 3cido acético glacial y como titulante
dcido percldrico 0.1 N, debido a su cardcter débilmente basico, -
detectando el punto final mediante un indicador adecuado o poten
ciométricamente. Se ha aplicado este método directamente, o se-

parandola previamente de sus frecuentes combinaciones ccn salici-

latos v benzoatos. 12/, 137 14, 15, 16, 17, 18/

Martindale. The Extra Pharmacopoeia. Twenty six ed. The Pharma-
ceutical Press, London 1973,

Clarke E. G.C. "Isolation and Identification of Drugs" 3rd.ed.,
vol. 1, The Pharmaceutical Press, London 1973.

Especificaciones para la Inspeccidn de la Calidad de las Prepa-
raciones Farmacéuticas. Segunda edicién de la Farmacopea Inter-
nacional. Organizacidon Mundial de la Salud. Ginebra, 1970.

Farmacopea Nacional de los Estados Unidos Mexicanos, 4a. ed. Ed.
Talleres Graficos de la Nacién SC. de P.E. y R.S. México D.F.
1974,

The United States Pharmacopeia. Nineteenth Revisidn (USP XIX).
Ed. Twinbrock Parway Inc. 1975.

The United States Pharmacopeia. Eighteenth Revision (USP XVIII).
Ed. Twinbrock Parway Inc. 1970.



16

17

18/

1%

ZW

Haciendo reaccionar cafeina con yodo en un medio acido, se ha ob

tenido formacidn de un peryoduro insoluble (C .HI.IQ); la -

g"10™s
cantidad de yodo consumido estid dependiendo, en parte, de la can

tidad de yodo en exceso presente durante la valoracidn Ez/ .

La Farmacopea Italiana ha utilizado valoracidn yodométrica en la
cuantificacidn de Cafeina en tabletas directamente, o con previa

separacidn,valorando el exceso de yodo con tiosulfato de sodio -

0.1 N 20y

Pharmacopoea Helvética. Editio Sexta vol II. Edition Francaise.
Edition Office Central Federal des Imprimes et Du Materie. Ber-
ne 1971.

The Pharmacopoeia of Japan. Eighth Edition. Part I English --
Edition. Ministry of Health and Welfare 1971.

Farmacrpea Ufficiale della Repubblica Italiana. Ottava Edizione
(F.U. VITII) I volume. Ed. Instituto Poligrdfico dello Statto
R.V. Roma 1972.

Higuchi T.and Brochmann-Hanssen E.; "Pharmaceutical Analysis"
Interscience Publishers, New York 1961.

Farmacopea Ufficiale della Repubblica Italiana. Ottava edizione
(F.U. VIII) III Volume (Formulario Nazionale) Ed. Instituto Po-
ligrdafico dello Stato P.V.,Roma 1973,



Son muchas las sustancias que contienen nitrdgeno, razdén por la

cual el método Kjeldahl no es muy especifico como un medio de -

analizar cuantitativamente preparaciones farmacéuticas de ca -

feina directamente, pero si mediante previa separacidén. Compues

tos relativamente l&biles como amidas y aminas pueden determinar
se. Una determinacidn de nitrdgeno por el método Kjeldahl sin -

destilacidn es aplicable también a Cafeina, la técnica es des -

crita en Connors Ej/ .
Sin embargo, la Farmacopea Helvética y el AOAC han incluido como
método de anilisis para Cafeina en productos farmac&uticos y en

productos naturales, la determinacién de su contenido de nitrd-

geno por el método Kjeldahl tradicional EE/ _ii/

Debido a que la Cafeina se ha encontrado generalmente en diver-

sas me .clas con analgésicos, antipiréticos, tranquilizantes, an-
tihistaminicos, etc, y ante la dificultad de cuantificarla direc
tamente, se ha hecho necesario separarla previamente. En su ma-

yoria, los libros oficiales lo han hecho mediante extracciones

Connors, Kenneth A., "A Texbook of Pharmaceutical Analysis"
John Wiley and Sons, U.S.A. 1967.

Pharmacopoea Helvética, Editio Sexta, vol II. Edition Francaise
Edition Office Central Federal des Imprimes et Du Materie, Berne
1971.

Official Methods of Analysis of the Association of Official Agri
cultural Chemists. AOAC, Tenth Edition Ed. Board. Washington
1965.



sucesivas con solventes orgdnicos y posteriormente la han cuan
tificado por volumetria Eﬁ/, EE], EE/, EZ/, gravimetria EE/, -
EE], EE/, Ei/, EE/, EE/, Eﬁ/, espectrofotometria EE/, EE/ y

Kheldahl 37/,

24y Farmacopea Ufficiale della Repubblica Italiana. Ottava edizione
(F.U. VIII) II volume Ed. Instituto Poligradfico dello Statto -
P.V, Roma 1972.

Ei/ Farmacopea Ufficiale della Repubblica Italiana. Ottava edizione
(F.U, VIII) III volume (Formulario Nazionale), Ed. Instituto Po
ligrafico dello Statto P.V., Roma 1973.

EE/ Especificaciones para la Inspeccidn de la Calidad de las Prepa-
raciones Farmacéuticas. Segunda edicidn de la Farmacopea Inter-
nacional. Organizacién Mundial de la Salud. Ginebra, 1970.

27/ The Pharmacopoeia of Japan. Eighth edition. Part I. English edi
tion. Ministry of Health and Welfare, 1971.

25/ The United States Pharmacopeia. Eighteenth Revision (USPXVIII)
Ed. Twinbrock Parway Inc. 1970.

29/ The United States Pharmacopeia. Nineteenth Revision (USP XIX)
Ed. Twinbrock Parway Inc. 1975.

30/ Farmacopea Nacional de los Estados Unidos Mexicanos. 4a. ed.,
Ed. Ta!leres Grdficos de la Nacién S.C. de P.E. y R.S. México
D.F., 1974.

ii/ The National Formulary, ed. XI Mack Printing Company Easton P.A.
U.S.A. 1960.

ii/ The National Formulary, ed. XIII, Mack Printing Company, Easton
P.A., U.S.A, 1970.

:i/ British Pharmaceutical Codex. The |Pharmaceutical Press, London
1973.

ii/ Official Methods of Analysis of the Association of Official -

Agricultural Chemists. AOAC. Tenth edition, Ed. Board Washington,
1965.

EE/ The Pharmacopoeia of Japan, Eigth |edition,Part II, English edi -
tion, Ministry of Health and Welfare, 1971.

46/ Tgual que 3¢.
37/

Igual que 34.



La cromatografia de particién también ha sido aplicada para la
separacién de estas mezclas y se ha cuantificado Cafeina espec-
trofotométricamente 38/ EE/ iﬁ/

? ?

Muchos han sido los trabajos realizados a fin de separar y cuan
tificar Cafeina a partir de sus diversas combinaciones en produc
tos farmacéuticos, extractos vegetales y bebidas suaves; hacien-
do uso de las diversas técnicas de extraccidn y separacidn com-

binadas con métodos cuantitativos espectrofotométricos.

Algunos investigadores se Aan interesado en la separacidn y cuan

tificacidn de Cafeina en mezclas farmacButicas que contienen anal
gésicos, antipiréticos, antihistaminicos, barbituratos y sales de
codeina. El método mids frecuentemente usado ha sido separacidn -

por cromatografia en columna y cuantificacidén espectrofotométri-

ca. Generalmente se han usado 2 & 3 columnas en la separacidn v

la determinacidn se ha hecho en Cloroformo a 276 nm ji/, ii/,

‘2
3.

The National Formulary, ed. XIII, Mack Printing Companv Easton
P.A., U.S.A. 1970.

The National Formulary, ed. XIV, Mack Printing Company Easton
P.A. U.S.A. 1975.

Official Methods of Analysis of the Association of Official Agri
cultural Chemists. AOAC. Tenth ed. Ed. Board Washington 1965

Heuermann R.F. J. Assoc. Offic. Agr. Chemists, 43(2), 243-247
1960.

Smith G., J. Assoc. Offic. Agr. Chemists, 43(2), 241-243, 1960.
Levine J,J. Assoc. Offic. Agr. Chemists, 45(2), 254-255,1962



LM/

HS/

H6/

10

También se ha aplicado cromatografia en columna para separar mez-
clas de Cafeina con Carisoprodol * y Fenacetina. La determinacidn
se hace al IR en solucidn de Cloroformo a 3390 nm ii/ .
Se ha descrito un método colorimétrico para determinacidn directa
de los componentes de mezclas de APC en el cual la cafeina se ha
determinado como fosfomolibdato en acetona a 440 nm, habiéndose -
determinado la concentracidn mediante curva de calibracidn. E1 mé
todo ha sido aplicado tanto a tabletas como a cdpsulas, y en me -
dicamentos que se agregan comunmente a esta mezcla como alcaloides,
barbituratos y antihistaminicos, los cuales no interfieren en la -
determinacién “°/ .
Se ha desarrollado un método colorimétrico para determinacidn de -
Cafeina en preparados farmacéuticos usando como reactivo desarro-
llador d: color p-dimetilaminobenzaldehido en dcidc clorhidrico,
verificéndose‘la determinacién a 595 nm en etanol o metanol para
obtener un color mds estable

L+6/

Allen L.,J.Pharm Scie., *Carisoprodol (isopropil meprobamato) rela-
jante del misculo esquelético. 63(3), 912 - 916, 1974.

Pankratz R.E. and Bandelin F. J,J. Am Pharm. Assoc. Scie. Ed., 45
(6). 364 - 366, 1956

Vachek J. and Kakac B., Csl. Farm. 23 (7). 280 - 281, 1974.



u7/

MB/

11

Se ha propuesto un método CCF - Colorimétrico para en
sayo de cafeina en productos farmac&uticos, productos naturales
y bebidas suaves. Cromatografia en Capa Fina se hizo sobre sili-
ca gel G, usando como solvente desarrollador, benceno: acetona -
(30:70) en atmésfera de amoniaco; se localizaron las manchas con
reactivo de Draggendorf seguido por nitrato de plata al 2% en -
dcido sulfiirico al 57 y se extrajeron las manchas de cafeina -
en solucidn acuosa, que se tratd luego con solucidn de thiophen
en dcido acético glacial y acido sulfdrico. El color desarrolla-

do se determind en alcohol a 540 nm en un espectrocolorimetro

k7/

Se ha propuesto un método para separacién, identificacidn y cuan
tificacidén de mezclas de cafeina con propifenazona y salicilami-~
da. La separacidn de los farmacos se realiza por Cromatografia
en Capa Fina sobre sIlica gel GF254’ usando como solvente desa-
rrollador, ééer. La visualizacidn de las manchas se hizo con -
luz U.V. (254 nm) . Se identificaron los farmacos por compara-
cién de sus Rf con los Rf de sus correspondientes estandares y
determinando sus espectros de absorcién. Se realizd la determi-
nacién de Cafeina en etanol a 273 nm

H8/

Khafagy S.M., Metwally S.A. and Rofael N., J Drug Res. Egypt,
6(1), 75 - 82, 1974.

Soeterboek S.M. and Thield M. Van. Pharm. Weekbl. 109 (40),
962-965, 1974.
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La cromatografia en Capa Fina se ha aplicado para identificar -
los componentes de tabletas de Carisoprodol, fenacetina y Cafeina

usando silica gel GF como adsorbente y acetato de etilo como

254
solvente desarrollador. Cafefna y Fenacetina se revelaron con -
luz U.V. de onda corta (253.7 nm), carisoprodol se reveld con -
reactivo de vainillina al 5% en dcido sulfdrico *3/

Conine F. y Paul J. Han reportado aplicacién de cromatografia en
capa fina a la separacidn de mezclas de cafeina, cocaina, aspiri
na, codeina, heroina, diamorfina, 6 acetil morfina y morfina so-
bre placas de silica gel basica usando como solvente desarrolla-
dor, etanol: alcohol isopropilico: xileno: cloroformo (l:1:2:4).
La localizacidn de las manchas se hizo con iodoplatinato y clo-

ramina T excepto para aspirina que se localizd con vapores de -

iodo. 20/,

Se ha utilizado cromatografia en capa fina para separar cafeina,
teofilina y teobromina. La separacidn se realizd sobre silica -
gel G con acetona: cloroformo: butanol: solucibén acuosa al 25%
de amoniaco (3:3:4:1) como solvente desarrollador, las manchas

se localizaron usando una solucién de cloruro férrico, iodo en

acetona y solucién acuosa y dcido tartdrico (1:1) 1/ | 52/

3/ Allen L.,J.Pharm. Scie, 63(3) 912-916, 1974
50/ Analytical Abstract, vol 28 (1), 1E7
51/ Analytical Abstract, vol 28 (5), 5E10

52/ Stahl E. "Thin-layer Chromatography" A. Laboratory Handbook 2a.
ed. Springer - Verlag, Berlin, Heidelberg - New York, 1969.
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Stahl Ei/ ha recomendado diversos sistemas de cromatografia en

capa fina para separar cafeina en:

A: Mezclas de Xantinas:

I - Soporte: Silica gel G

Solvente: ciclohexano :acetona (40 : 50)

IT - Soporte: Silica gel G
Solvente: Acetona: cloroformo: n - butanol: hidrox. de

amonio al 25% (30 : 30 : 40 : 10)

IIT - Soporte: Silica gel G buferizada a pH 6.8

Solvente: Cloroformo: alcohol al 96% (90 : 10)

IV - Soporte: Silica gel G
Solvente: Acetato de etilo: metanol: &cido acético
(80: 10 : 10)

Y - Soporte: Silica gel HF254

Solvente: Cloroformo: acetona: metanol (30: 30:30 )

VIII

Cromatografia Bidimensional de Xantinas:

Soporte: Silica gel GF254

Solvente A: Benceno: acetona (30 + 70)

ii/ Stahl E. "Thin - Layer Chromatography" A Laboratory Handbook 2a.
ed. Springer - Verlag, Berlin - Heilderberg - New York, 1969.
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Saturacidn de la Cdmara mediante colocacidn de una pe-
quena placa con hidrdxido de amonio al 257 dentro de

ella.

Solvente B: Cloroformo: etanol: dcido férmico (88:10:2)

X - Soporte: Silice gel HF 4 preparada con solucidn de pi-

25

perazina.

Solvente: Isopropanol: Cloroformo: Piperazina acuosa al

10% (60: 20: 20)

B: Mezclas Farmacéuticas:

a) Tabletas de Aspirina, Cafeina, Fenacetina y Salicilamida,

se usa:

VI Soporte: Silica gel HF254
Solvente: Metanol: Acido acético: eter: benceno (1:18:

60: 120).

b) Tabletas de Cafeina, amonipirina, fenacetina y bencilman-
delato: se recomienda el Sistema I que se usa para mez -

clas de Xantinas °"/

Eﬁ/ Stahl E., Thin-Layer Chromatography "A Laboratory Handbook, 2a.
ed., Springer - Verlag, Berlin- Heidelberg New York. 1969.
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Randerath EE/ también ha recomendado sistemas cromatogridficos
para separar cafeina en mezclas de xantinas y en mezclas farmacéu-

ticas:

Asi, para separar mezcla de Cafeina, teofilina, teobromina y anti-

pirina, recomienda el sistema III que ha remitido Stahl.

Para separar alcaloides y productos farmac&uticos alcalinos:

VII Soporte: Capas de silica con sustancia fluorescente

Solvente: Metanol: acetona: trietanolamina (10: 10: 0.3)

Para separar preparados farmacéuticos combinados:

a) Tabletas de aminofenazona, antipirina, cafeina y fenacetina:

IX Soporte: Silice gel G.

Solvente: Cloroformo con 17 de etanol.

b) Tabletas de Aspirina, Cafeina y Fenacetina

Xv Soporte: Silica gel G con sustancia fluorescente ZS Super
Solvente: Benceno; eter; adcido acético glacial: metanol

(120: 60: 18: 1)

5%/ Randerath K. Enciclopedia de la Quimica Industrial "Cromatografia
de Capa Fina" Tomo 8, Ed. Artes GrAficas Grijilmo S.A., Espafa,
1970.



11, PARTE EXPERIMENTAL
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Equipo,

- Balanza analitica Mettler H78AR

- Lampara de luz ultravioleta de onda corta y onda larga Ultra
Violets Products Inc. UVSL25

- Equipo Cromatogrdfico Desaga

- Centrifuga IEC modelo HN-5

- Estufa Thelco modelo 16

- Espectrofotdometro Perkin Elmer 124 U.V. - Visible doble haz

- Registrador Perkin Elmer 56

- Espectrofotémetro Perkin ﬁlmer 55 U.V. - Visible, un haz

~ Espectrofotdmetro Infrarrojo 467 con rejilla

- Cristaleria necesaria

METODOLOGIA,

Con el objetd de tener una referencia, se elaboraron tres formu-
laciones patrdn de tabletas conteniendo Cafeina en sus combina-
ciones mas frecuentes, cuya composicidén se describe en la Tabla
I. Las materias primas utilizadas en su elaboracién se analiza-

ron previamente, (Tabla II).
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TABLA 1. COMPOSICION DE LAS FORMULAS PATRON ELABORADAS

Férmula Forma Farmacéutica

Composicidén (Mg. por tableta)

A Tabletas
B Tabletas
C Tabletas

4
|

Cafeina 125.8
Aspirina 62.9
Fenacetina 50.3
Excipientes c.s.p. 1 tableta
Cafeina 30.0
Aspirina 68.8
Fenacetina 49.1

Difenhidramina clorh 3.2

Excipientes c.s.p. 1 tableta

Aspirina 253.5
Cafeina 67.7
Fenobarbital 31.5

Excipientes c.s.p. 1 Tableta

.

NOTA: Como excipiente llevan almidon,

en proporcidén adecuada.

talco y estearato de magnesio
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En la revisidn bibliogrdfica realizada se encontraron quince sistg
- . - - ’
mas cromatograficos en capa fina recomendados para separar Cafeina

en sus diversas combinaciones (Tabla III).

TABLA IIT . SISTEMAS DE CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA PARA SEPARAR
CAFEINA EN SUS DIVERSAS COMBINACIONES

Sl;Eema Adsorbente Solvente Desarrollador
-5 5 1 1 1 5 5 1t 2=ttt ittt
I Silica gel G Ciclohexano: acetona (40 : 50)
II Silica gel G Acetona: cloroformo: n-butanol:hi-
drox amonio al 25% (30: 30: 40: 10)
III Silica gel G buferi- Cloroformo: alcohol al 96% (90:10)
zada a p.H 6.8
1Y Silica gel G Acetato de etilo:metanol: dc. acé-
tico glacial (80: 10 : 10)
\Y Silica gel HF Cloroformo: acetona: metanol (30:
254
30: 30)
VI Silica gel HF254 Metanol: dc. ac&tico: eter: bence-
no (1:18: 60: 120)
VII * Capas con sust. Metanol: Acetona: trietanolamina
fluorescente (1: 1: 0.03)
VIII Silica gel GF A = benceno: acetona (30:70) en at-
254 ~
moésfera de NH3
B = Cloroformo: etanol: ac. férmico
(88: 10: 2)
IX Silica gel G Cloroformo con 1% de etanol
X Silica gel HF254 - Isopropanol:cloroformo: piperazina
en sol., de pipéera- acuosa al 107 (60: 20 : 20)
zina
XI Silica gel G Sln. fuerte de ampniaco: metanol
(L.5 : 100)
XII Silica gel GF254 Eter etilico
XIII Silica gel basica Etanocl: alcohol isopropilico: xile-
no: cloroformo (1: 1: 2% 4)
X1V Silica gel GF254 Acetato de etilo
XV Silica gel G con Benceno: eter: ac. acético glacial
2% de sust. ZS super metanol (120:60:18:1)

* Por no especificar la bibliografia el tipo de adsorbente a utilizar,
se realizd el ensayo con silica gel GF.
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Los catorce sistemas mencionados se ensayaron, en primer lugar,
en la férmula patrdn A. Los sistemas que separaron Cafeina en -
esta fdérmula se ensayaron, a su vez, en las fdrmulas patrdn B y
C, (tablas V, VI y VII) (figuras N°s. 4 - 15). Seleccionados -
asi los sistemas adecuados para separar Cafeina en las fdrmulas
patrdn, se procedid a su cuantificacidn previa separacidn cro -
matografica (tabla VIII, IX y X). Para determinar la exactitud

y buen funcionamiento de los sistemas aplicados en cada caso,

se usd el método gravimétrico previa extraccidn con solvente, que
es el método oficial del British Pharmaceutical Codex para deter

minacidn de tabletas compuestas de aspirina (Tabla XI).

Luego, el sistema que did la mejor cuantificacidn en cada caso,
se aplicd a las correspondientes muestras comerciales (Tablas

XII y XIITI) (fig. N°s. 16 - 20).

METoDos

1. METODO PROPUESTO.

SEPARACION CROMATOGRAFICA EN CAPA FINA Y CUANTIFICACION ES-

PECTROFOTOMETRICA.

1. Solucidn testigo de Cafeina

a) Pesar exactamente 75 mg de cafeina quimicamente pura

previamente deseada a 80°C durante cuatro horas.
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b) Transferir cuantitativamente a un baldén volumétrico de

25 ml con ayuda de cloroformo. Disolver y aforar.

2. Preparacidn de la Muestra

a) Pesar no menos de 20 tabletas, obtener peso promedio,
pulverizarlas finamente y pesar con exactitud una can-
tidad de polvo, de tabletas equivalentes a 75 mg de Ca

feina.

b) Transferir cuantitativamente a un baldn volumétrico de
25 ml con ayuda de 15 ml de cloroformo. Dejar en repo-
so por 15 min, para extraer completamente los principios

solubles, agitando ocasionalmente.

c) Filtrar la solucidn a través de un pequefio circulo de
papel filtro recubierto con algoddn en un embudo de vi-
drie; recoger el filtrado directamente dentro de un ba-

16n volumétrico de 50 ml.

d) Lavar el baldn de 25 ml, el filtro, el embudo y el agi-
tador con porciones de 5 ml de cloroformo; recoger los
lavados dentro del balén de 50 ml. Aforar con clorofor-

mo.

3. Preparar soluciones testigo de Aspirina, Fenacetina , Di-

fenhidramina Clorhidrato y Fenobarbital para identificar
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las manchas en el cromatograma.

4. Separacidén por cromatografia en capa fina.

a)

b)

c)

d)

Aplicar 4. yults. del testigo de cafeina; un volumen
equivalente a aproximadamente 10 ng de cada uno de
los testigos correspondientes a los componentes de la
mezcla a separar; v 8 mclts de la solucidén de la mues-

tra sobre una placa de silica gel GF segiln

254 © HEo5ys

el caso, previamente activada a 105°C durante 1 hora.

Introducir la placa dentro de un tanque cromatogrifico,
el cual se saturd previamente con el solvente adecuado,

segin el caso.

Terminada de correr la placa, sacarla de la camara y de

jar que seque a temperatura ambiente.

Observar la placa bajo luz ultravioleta de onda corta.
Delimitar las zonas correspondientes a los testigos, a

la muestra y la de silica que va a servir de blanco.

5. Cuantificacidén espectrofotométrica.

a)

Transferir cuantitativamente las zonas correspondien-
tes al testigo de Cafeina y a la Cafeina de la muestra
a su correspondiente tubo de ensayo de capacidad ade -

cuada, provisto de un tapdn.
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b) Agregar a cada tubo 10 ml de cloroformo exactamente -
medidos. Tapar bien el tubo, agitar moderadamente repe

tidas veces y centrifugar durante 10 minutos.

c) Determinar la absorbancia de las soluciones sobrenadan-
tes en un espectrofotbmetro adecuado, en celdas de 1
cm de espesor a una longitud de onda de 276 nm. llevan-

do el blanco de silica.

6. Calculos

AM x Ct x F.D. x P

mg de Cafeina /tableta =

At x P.M
Donde:
AM = Absorbancia de la muestra
Ct = Concentracidén del testigo
F.D = Factor de dilucidn
P = Peso promedio
At = Absorbancia del testigo

PM = Peso muestra
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. METODO OFICIAL

METODO OFICIAL DEL BRITISH PHARMACEUTICAL CODEX. GRAVIMETRICO

PREVIA EXTRACCION CON SOLVENTE.

a) Pesar no menos de 20 tabletas, determinarles peso promedio,
pulverizarlas finamente y pesar con exactitud una cantidad

1
de polvo equivalente a una tableta.

b) Transferirla a un erlenmeyer de 50 ml, agregar 10 ml de -
dcido 'sulflirico diluido y hervirla bajo un condensador de

reflujo durante 60 minutos.

c) Enfriar, agregar 10 ml de agua y extraer con porciones su
cesivas de 30 ml de cloroformo, hasta que la extraccidn -

sea completa. v,

d) Lavar los extractos clorofdrmicos combinados, con tres por
ciones sucesivas de 20 ml de hidrdxido de sodio 1IN. Lavar

luego con 20 ml de agua y descartar los lavados.

e) Evaporar el cloroformo y secar el residuo de cafeina an-

hidra a peso constante a 105°C.

f) El peso del residuo, es el peso,de cafeina en la muestra

analizada.
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3. FORMULAS ESTADISTICAS APLICADAS

Media (X) :

| ™3
»

>
i
H-
1
o r*

en donde:
x; = valor del porcentaje sobre lo rotulado de Cafeina
en la muestra
X = media de los porcentajes de cafeina
n = numero de determinaciones

Desviacidn Estandar




111,  RESULTADOS
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TABLA II. CONTROL DE CALIDAD REALIZADO A LAS MATERIAS PRIMAS UTILIZA-

DAS EN LA ELABORACION DE FORMULAS PATRON.

Materia Prima . Especifisaciones Resultado
segiin
Cafeina * USP  XIX Aprobado
Aspirina Usp XIX Aprobado
Fenacetina Usp  XVIII Aprobado
Difenhidramina Clorh. Usp XVIII Aprobado
Fenobarbital ysep XVIII Aprobado
Almiddn Usp  XVIIl Aprobado
Talco USsP XVIII Aprobado
Estearato de Magngsio USP XVIII Aprobado

* En el ensayo, el punto final se detectd usando como indicador, cris-

tal violeta T.S.
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TABLA IV. ABSORBANCIAS OBTENIDAS CON DIFERENTES CONCENTRACIONES

DE CAFEINA EN CLOROFORMO A 276 nm

Concentracion Absorbancia * Coeficiente de Extincidn

ug/M1 276 nm calculado

5 0.240 480

10 0.486 486

15 0.726 484

20 0.940 470

25 1.170 468

gL? 477.6
cm

*Cada absorbancia es el promedio de tres determinaciones, realizadas
usando un Espectrofotometro Perkin Elmer Coleman 55 de un solo haz

con lectura digital.
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FIG. N? 1. CURVA DE CALTIBRACION DE CAFEINA EN CLORO-

FORMO A 276 pnm (Datos en Tabla 1IV).
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p
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N
200

370 nm
FIG. N7 2,

ESPECTRO DE ABSORCION ULTRAVIOLETA DE CAFEINA -

QUIMICAMENTE PURA SIN PREVIA CROMATOGRAFIA EN

CAPA FINA A UNA CONCENTRACION DE 1.2 mcg/ml EN
CLOROFORMO.
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TABLA V. COMPORTAMIENTO DE LOS SISTEMAS CROMATOGRAFICOS ENSAYADOS
(TABLA III) EN LA SEPARACION DE LA FORMULA PATRON A.
Sistema N? Resultado

I No separa la mezcla
11 Separa a los tres componentes
I1I No separa la mezcla

v Separa a los tres componentes
v No separa la mezcla

Vi Separa a los tres componentes
VII Solamente separa a Fenacetina
VIII Separa a los tres componentes
IX No separa la mezcla

X Solamente separa a Aspirina

XTI No separa la mezcla

XI1 Solamente separa a Fenacetina
XIT1 No separa la mezcla

X1V Separa a los tres componentes
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TABLA VI. COMPORTAMIENTO DE LOS SISTEMAS CROMATOGRAFICOS ENSAYADOS

EN LA SEPARACION DE LA FORMULA PATRON B.

Sistema N°¢ Resul¢tado

11 Separa Cafeina y Aspirina; Fenacetina
y Difenhidramina Clorh. corren juntas

v Separa a los cuatro componentes

VI Separa perfectamente a los cuatro com—
ponentes

VITI Separa perfectamente Cafeina y Fenace~

tina; Aspirina y Difenhidramina Clorh.
corren juntas

X1v Separa solamente a Fenacetina

TABLA VII. COMPORTAMIENTO DE LOS SISTEMAS CROMATOGRAFICOS ENSAYA-

DOS EN LA SEPARACION DE LA FORMULA PATRON C.

Sistema N°? Resul¢tado (

=:===========================================================::=:’_‘:==|

IT Separa perfectamente los tres componen-

tes ,

|

1Y Separa solamente a Cafeina ‘

1

| V1 Separa perfectamente Cafeina solamente!

; VIII Separa perfectamente los tres componen-
tes

X1V Separa solamente a fenobarbital
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CAFEINA

ST MEZCLA ASPIRINA ST [FENACETINA ST

FIG. N? 4,

SEPARACION CROMATOGRAFICA EN CAPA FINA DE LA
FORMULA PATRON "A' DISUELTA EN CLOROFORMO, -
REALIZADA POR EL SISTEMA II; ADSORBENTE, SILICA

GEL GF SOLVENTE DESARROLLADOR, ACETONA: CLO-

254°
ROFORMO: n, BUTANOL: HIDROXIDO DE AMONIO AL 25%

(15: 15: 20: 5); REVELADOR, U.V. 254,

R, Cafeina = 0.552
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CAFEINA ST MEZC LA ASPIRINA ST |[FENACETINA ST

®

FIG. N7 5. SEPARACION CROMATOGRAFICA EN CAPA FINA DE LA FORMULA
PATRON "A'" DISUELTA EN CLOROFORMO, REALTZADA POR LI
SISTEMA IV: ADSORBENTE, SILICA, GEL LJF__)L.I:;; SOLVENTI
DESARROLLADOR, ACETATO DE ETILO: METANOL: ACLDO ACE-

TICO GLACLAL (80: 10: 10); REVELADOR, UV

254

Rf Cafeina = 0.401
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CAFEINA ST MEZ CLA ASPIRINA ST |[FENACETINA ST

FIG. NT 6. SEPARACION CROMATOGRAFICA EN CAPA FINA DE LA FORMULA

PATRON "A" DISUELTA EN CLOROFORMO, REALIZADA POR

SISTEMA VI: ADSORBENTE, SIL1CA, GEL HF_ _,: SOLVENTI

R

DESARROLLADOR, METANOL: ACIDO ACETICO: ETER: BENC]

NO (1: 18: 60: 120) ; REVELADOR, UV, _,

Rf Cafeina = 0.142
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CAFEINA ST

MmEZCLA

ASPIRINA ST

FENACETINA ST

SEPARACION CROMATOGRAFICA EN CAPA FINA DE

PATRON "A" DISUELTA EN CLOROFORMO,
SLSTEMA VIILI1: ADSORBENTE, SL1LICA GEL GF,

DESARROLLADOR, BENCENO: ACETONA (30

-
L\/254

REALIZADA

70) ;

LA FORMULA

POR EL

_, 3 SOLVENT
54

REVELADOR
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CLORH DIFEN-
ASPIRINA ST |CAFEINA ST | MEZCLA FENACETINA ST|HIDRAMINA ST

FIG. NT 8, SEPARACION CROMATOGRAFICA EN CAPA FINA DE LA FORMULA
PATRON "B'" DISUELTA EN CLOROFORMO, REALIZADA POR EL
SISTEMA II; ADSORBENTE, SILICA GEL GFZSA; SOLVENTE
DESARROLLADOR, ACETONA: CLOROFORMO: n—-BUTANOL: HI-

DROXIDO DE AMONTIO AL 25% (15: 15: 20: 5); REVELADOR

254 RF Cafeina = 0.644
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CLORH. DIFEN~-
ASPIRINA ST |[CAFEINA ST | MEZCLA FENACETINA ST|HIDRAMINA ST.

FIG. N7 9. SEPARACION CROMATOGRAFICA EN CAPA FINA DE LA FORMULA
PATRON "B' DISUELTA EN CLOROFORMO, REAL!ZADA POR EI
SISTEMA IV: ADSORBENTE, SILICA GEL HFQ_L; SOLVENTE
DESARROLLADOR, ACETATO DE ETILO: METANOL: ACIDO ACE-

TICO GLAC1AL ( 80: 10: 10); REVELADOR UV”S&

Rf Cafeina = 0.333
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CLORH DIFEN-
ASPIRINA ST | CAFEINA ST | MEZCL A FENACETINA ST|HIDRAMINA ST

4
o o
¢

=~ @

i

IG. N? 10. SEPARACTON CROMATOGRAFICA EN CAPA FINA DE LA FORMULA
PATRON "B" DISUELTA EN CLOROFORMO, REALIZADA POR LI
SISTEMA VI; ADSORBENTE, STLICA GEL HP:54; SOLVENTE
DESARROLLADOR. METANOL: ACIDO ACETICO . ETER: BEN-

CENO (1: 18: 60: 120); REVELADOR UV__,

Rf Cafeina = 0.133



r CLORH, DIFEN-

ASPIRINA ST |CAFEINA ST | MEZCLA | FENACETINA ST|HIDRAMINA ST.

JCL NV 1L, SEPARACION CROMATOGRAFICA EN CAPA FINA DE LA FORMULA
PATRON "B'" DISUELTA EN CLOROFORMO, REALIZADA POR VI
SISTEMA VILL; ADSORBENTE, SILICA GEL L{nﬁﬁ ;5 SOLVEN
TE DESARROLLADOR, BENCENO: ACETONA (30: 70); REVELA

DOR, UV,

R_. Cafeina = 0.441



CAFEINA ST MEZ CtA

ASPIRINA ST

FENOBARBITAL ST

N. 12. SEPARACION CRUMATOGRAFICA EN

EL SISTEMA I11:

DESARROLLADOR,

X1D0 DE AMONIOQ

ADSORBENTE

ACETONA:

AL

CAPA
CLOROFORMO,
E, SILICA

151

20:

FINA DE LA FORMULA

GEI

CLORUFORMO:

0=

2)

BUTANOL:
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CAFEINA ST

MEZCLA

ASPIRINA ST

FENOBARBITAL ST

FIG.

N°

14,

SEPARACION CROMATOGRAFICA EN CAPA T'INA DE LA FORMULA

PATRON "C"

SISTEMA VI: ADSORBENTE, SILICA GEL El |

DESARROLLADOR,

NO (l: 18: 60:

L

N

FTANOL: ACIDO ACETIC.,

L20)

R

i‘.

Cafeina

DISUELTA EN CLOROFORMO REALIZADA POR EI

,5,+ SOLVENTE
ETER, BENCE-
= 0.150
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CAFEINA ST MEZ C

ASPIRINA ST

FENOBARBITAL ST

D S
® \
|
|
b 4 X » »
FIG. N° 15. SEPARACION CROMATOGRAFICA EN CAPA FINA DE LA FORMULA

PATRON "C"
STISTEMA VIII:

DESARROLLADOR,

ADSURBENTE,

BENCENO:

R

f

DISUELTA EN CLOROFORMO

ACETONA

Catefna = 0.4

REALTZADA POR
SILICA GEL

(30:

r i
L L

o

15/
y &4

20) .

.

EL. -

SOLVENTE
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TABLA VIII. CUANTIFICACION DE CAFEINA EN LA FORMULA PATRON A,
USANDO EL METODO PROPUESTO PREVIA SEPARACION CON

LOS SISTEMAS CROMATOGRAFICOS SELECCIONADOS

Sistema Cro- Mg Mg % sobre lo Desviacidn
_marosrafico Rotulados  Fncontrados | Iotulado | Fstandar |
IT 125.8 120.51 95.79 0.64
v 125.8 105.24 83.65 2.65
VI 125.8 120.38 95.69 1.4
VITI 125.8 125.22 99.53 0.45




TABLA 1X. CUANTIFICACION DE CAFEINA EN LA FORMULA PATRON B,
USANDO EL METODO PROPUESTO PREVIA SEPARACION CON

LOS SISTEMAS CROMATOGRAFICOS SELECCIONADOS .

Sistema Cro- Mg Mg % sobre lo Desviacidn
et S ARSI O FeemRS o aem e
11 30.0 26.40 88.0 0.18
v 30.0 29.24 97.46 0.32
VI 30.0 25.97 86.57 0.37
VIII 30.0 28.37 94.57 0.28




TABLA X. CUANTIFICACION DE CAFEINA EN LA FORMULA PATRON C,

USANDO EL METODO PROPUESTO PREVIA SEPARACLON CON

LOS SISTEMA CROMATOGRAFICOS SELECCIONADOS

]
Sistema Cro- Mg Mg 7 sobre lo Desviacion
matografico Rotulados Encontrados rotulado Estandar
|
IT 67.7 9719 99.24 0.28
|
1v 67.7 65.30 96.75 0.22 |
VI 67.7 68.45 101.11 0.19
VIII 67.7 65.19 96.29 1.10
|




TABLA XI. CUANTIFICACION DE CAFEINA EN LAS FORMULAS PATRON

USANDO EL METODO OFICTAL

Férmula Pa- Mg Mg 7 sobre lo Desviacidn
tron Rotulados Encontrados rotulado Estandar
F:::::: e L L L T L o L L o L N L L L R R S R R N R R N R R e e e e T e e e
A 125.8 110.06 87.49 0.53
B 3 31.83 106.1 4.71




TABLA XII. DESCRIPCION DE LAS FORMULAS

COMERCIALES ANALI-

ZADAS .
{ Laboratorio Componentes Medi- Mg. Rotulados por
| camentosos Tableta
Aspirina 325.0
Clorprofen Piridamina Maleato 2.0
Cafeina Anhidra 15.0
1 Gel Hidroxido de Aluminio 64.0
Excipiente CSP 1 tableta
Color Verde
Aspirina 500.0
2 Cafeina anhidra 27.5
fxcipiente CSP 675.0
' Aspirina 200.0
Fenacetina 200.0
Fosfato de Codeina 10.0
3 Cafeina 50.0
Fenobarbital 25.0
Tiamina 10.0
Excipiente CSP 1 tableta
Aspirina 200.0
Fenacetina 200.0
4 ‘Fosfato de Codeina 10.0
Cafeina anhidra 50.0
Luminal 25.0
Aspirina 324.0
Cafeina anhidra 16.2
Fenilefrina Clorhidrato 5.0
‘ 5 Fenindamina Tartrato 10.0
Gel Hidroxido de Aluminio y
[ Carbonato de Magnesio Co. de-
I seados 64 .8
Excipiente 117.8
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CcaFEINA ST Mt ZC L A ASPIrIMNA ST

FIG. N7 16, SEPARACION CROMATOGRAFICA EN CAPA FINA DE LA FORMULA
COMERCTAL 1 DISUELTA EN CLOROFORMO, REALIZADA POR EL

SISTEMA 1IV: ADSORBENTE, SILICA GEL GF SOLVENTE -

254°

DESARROLLADOR, ACETATO DE ETILO: METANOL: ACIDO ACE-

TICO GLACIAL (80: 10: 10); REVELADOR UVq54

RF Cafeina = 0.400



CAFEINA ST M E Z C L A ASPIRINA 3T

FIG. N 17. SEPARACION CROMATOGRAFICA EN CAPA FINA DE LA FORMULA
COMERCIAL 2 DISUELTA EN CLOROFORMO, REALIZADA POR EL

SISTEMA VIII: ADSORBENTE, SILICA GEL GF, SOLVENTE

254°

DESARROLLADOR, BENCENO: ACETONA (30 - 70) EN ATMOSFE

RA DE AMONIACO. REVELADOR UV754'

Rf Cafeina = 0.466



ASPIRINA ST

CAFEINA ST | ME ZCL A |FENACETINAST|FENOBARBITAL ST

FIG. N7 18,

SEPARACION CROMATOGRAFICA EN CAPA FINA DE LA

FORMULA COMERCIAL 3 DISUELTA EN CLOROFORMO,
REALIZADA POR EL SISTEMA VI; ADSORBENTE, STLI

CA GEL HF SOLVENTE DESARROLLADOR, METANOL:

254

ACIDO ACETICO: ETER: BENCENO (l: 18: 60: 120);

REVELADOR, M“"‘Gﬁ‘

Rl’ Cafefna = 0.111
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ASPIRINA ST

CAFEINA ST.{ MEZCL A [FENACETINA ST. FENOBARBITAL ST

FIG. NI 19.

SEPARACION CROMATOGRAFICA EN CAPA FINA DE LA FORMULA
COMERCIAL 4 DISUELTA EN CLOROFORMO, REALIZADA POR EL
SISTEMA VI1: ADSORBENTE, SILICA GEL HFZSQ; SOLVENTE -
DESARROLLADOR, METANOL: ACIDO ACETICO: ETER: BENCENO
(1: 18: 60: 120).

Rf Cafeina = 0.140



CAFEINA ST M E ZCLA ASPIRINA. . ST

FIG. N? 20. SEPARACION CROMATOGRAFICA EN CAPA FINA DE LA FORMULS
COMERCLAL 5 DISUELTA EN CLOROFORMO, REALLZADA POR EL

1%

SISTEMA TV: ADSORBENTE, SLILLCA GEL SLETIR SOLVENTE -

DESARROLLADOR . ACLETATO DE ETILO: METANOL: ACIDO ACI-

I'TCO GLACIAL (80: 10:; 10); REVELADOR, UV, _

Fae L

kr Cateina = 0.302
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FIG. N7 21 . ESPECTRO DE ABSORCION ULTRAVIOLETA DE CAFEINA
SEPARADA DE LA FORMULA COMERCIAL 2 POR CROMA-
TOGRAFIA EN CAPA FINA CON SISTEMA II. CONCEN-

TRACION 1.2 mcg/ml EN CLOROFORMO.
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FIG. N? 22.

ESPECTRO DE ABSORCION ULTRAVIOLETA DE CAFEINA
SEPARADA DE LA FORMULA COMERCTAL 2 POR CROMA-
TOGRAFTA EN CAPA FINA CON SISTEMA VIII. CON -

CENTRACION 1.2 mcg/ml EN CLOROFORMO.
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FIG. N7 23. ESPECTRO DE ABSORCION ULTRAVIOLETA DE CAFEINA
SEPARADA DE LA FORMULA COMERCIAL 3 POR CROMATO-
GRAFIA EN CAPA FINA CON SISTEMA VI. CONCENTRA-

CION 1.2 mcg/ml.
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FIG. N2 24.

370nm

ESPECTRO DE ABSORCION ULTRAVIOLETA DE CAFEINA
SEPARADA DE LA FORMULA COMERCIAL 5, POR CROMA-
TOGRAFIA EN CAPA FINA, CON SISTEMA IV. CONCEN-

TRACION 1.2 mcg/ml EN CLOROFORMO.
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TABLA X1LI CUANTIFLCACION DE CAFEINA EN LAS FORMULAS COMER-

CIALES APLICANDO EL METODO PROPUESTO Y EL MEJOR

SISTEMA CROMATOGRAFICO EN CADA CASO.

Formula Sistema Mg Cafeina Mg Cafelna 7% sobre 1o Desviacidn \
Comerc. Cromat. Rotulada encontrados rotulado Estandar
por tabl. #
|
1 v 15.0 753 50.2 0.13
|
2 VIIT 27.5 26.88 97.74 0.39 |
|
|
3 VI 50.0 49,85 99.7 0.50
4 \Y 50.0 50.6 101,2 0.:
|
) |
5 v 162 13.52 83.45 0.08 |




Discusion



De acuerdo a su aplicacién en la bibliografia consultada, los siste-

mas cromatograficos encontrados se clasificaron en cinco grupos:

a) Sistemas recomendados para separar cafeina en mezclas con teofi-

lina y teobromina: I, 1I, III, IV, V, VII, VIII y X.

b) Sistemas recomendados para separar cafeina en mezclas con aspi-

rina y fenacetina (APC): T, VI, IX, XIV y XV

c) Sistema recomendade nara separar cateina en mezclas con fenace-

tina, propifenazona y salicilamida: XIT.

d) Sistema recomendado para separar cafeIna en mezclas con alcaloi-
des como cocalna y derivados naturales y sintéticos del opio, ta
les como: morlina, codeina, heroina, diamorfina y 6-acetilmorfina:

XIII.

e) Sistema recomendado para cromatograiia en capa fina de bases ni-
trogenadas aplicable a cafeina: XI.

En el grupo "a' se obtuvo separacicu de cafeina en las farmulas pe

trén A, B, C con los sistemas: v VII1 (Tablas V, VI y VILj.

En el grupo "b" solamente el sisvema VI proporciond una buena reso-

lucidén de cafeina en las tres formulas patrén. El sisrema XIV fun -

ciond bien, solamente en la rdrmula patron A,



Los sistemas cromatograficos XII, XIIT y XI, se ensayaron en la for-—
mula patrdn A, pero ninguno logrd separar esta mezcla; razdn por la -

que no se ensayaron en las foérmulas patron B y C.

La interpretacidn del comportamiento de cada uno de los sistemas -
cromatograficos ensayados se hizo en base a los siguientes concep -

tos:

Cromatografia en capa fina es una .romatografia de adsorcidn en don-
de las diferencias en ¢1 comportamiento de adsorcidon-desorcidn de -
los componentes de una mezcla ¢n sulucidn sobre una fase sdlida es-

tacionaria, permiten la separacién de dichos componentes.

Los compuestos organicos tienen diversos grados de adsorcidn en los
adsorbentes cromatograficos dependiendo de su cardcter dcido, basi-
co o neutro v de Sus grupos funcionales. Asi, compuestos acidos (as-
pirina y fenobarbital) son mis fuertemente adsorbidos que los compues
tos bdsicos (cafeina v difenhidramina clorh.) y &stos, mds que los -

compuestos neutros (fenacetina).

Esta fuerza de adsorcidn ocasiona efectos de desplazamiento en re
cifn inversa: compuestos Acidos son menos desplazables que los corn
puestos basicos y éstos, menns desplazables que lcs compuestos net

tros. Con respecteo a la polaridad del solvente necesaria para logran

t
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cidn inversa: compuestos acidos son menos desplazables que los com-
puestos basicos y éstos, menos desplazables que los compuestos neu-
tros. Con respecto a la polaridad del solvente necesaria para lograr
una resolucidn aceptable: compuestos dcidos requieren de solventes -
de mayor polaridad para ser desplazados que los compuestos de natu -

raleza basica.

En las figuras N's. 4 - 15, se muestra griaficamente la separacidn Jde
cafeina obtenida con cada uno de los cuatre sistemas seleccionados -
(I1, IV, VI v VII1) en cada una de las rOormulas patron elaboradas.

En el sistema II., se camhid el adsorbente silica gel G por s

Hh
—
M-
i

|

gel GF para una mejor visualizacion de las manchas al revelarlas.

En cuanto al lvente desarrollador, acetona: Cloroformo: n-butan:
hidroxido de amonio al 257 (30: 20: 4U: 10) es un solvente de mediua
polaridad al que el hidrdoxido de amonic le da cierto cardcrer basi

necesario para desplazar la cafeina que 25 un compuesto débilmente -

basico.

EL sistema I1 [unciond bien en la separscidn de cafeina de las tr
ftormulas patrdn., obteniéndose los wvalores de Ry: 0.552, 0.644 v 0.
para las fdrmulas patrin A, B y U respectivamente (fig, 4, & v 1.

Desarrolle de] cromategrama, 90 minuEcs.
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En el sistema IV también se cambié el adsorbente recomendado por si-
lica gel CF, por la misma razdn que en el sistema anterior. El sol-
vente desarrollador acetato de etilo: metanol: dcido acético gla -
cial (80: 10: 10) es de una polaridad bastante alta y medianamente
dcido, siendo esta acidez la razdn del corto desplazamiento de ca -

~ -
felna.

El sistema did buena resolucidn paraz Cafeina, en las tres fdrmulas
patron, obteniéndose los valores de Rf: 0.401, 0.333 v 0.439 en la
férmula A, B y C, respectivamente (fig. 5, 9, y 13). Desarrollo del

cromatograma: 40 minutos.

En el sistema VI se usd como adsorbente silica gel HF. El solvente
desarrollador metanol: dcido acético: eter: benceno (l: 18: 60 : 120)

presenta una polaridad mediana por la alta proporcidn en que se en-

cuentran los componentes muy poco polares con respecto a los muy po

lares, (metanol y-d&dcido acético) v presenta un caricter mis acido -
: ; - - - e s o

que el sistema anterior, siendo €ste caradcter dcido la razdm por

la que cafeina presentd eon este sistema el deaplazamiento mds cor-

EB .

Pero, en resumen, el slatema fue cleetiveo en la reselueidn de cafeina
en las fdrmulas patrdn ensayadas, Los Ry obtenides para cafefna fue-

ron: férmula patrdn A, Rf = 0,142; férmula patrdn B, Rf = 0,133; férmu

la patrén C, Hi = (,150 (figuras 6, 10 y 14), Desarrollo del Cromato-

grama! 30 minutes,
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Fl sistema VIII consistié en una cromatografia bidimensional, técni-

ca aplicada en la separacidén de mezclas complejas.

En pruebas preliminares se realizd la cromatografia bidimensional en -
las tres férmulas patrdn comprobidndose que el solvente A, benceno: --
acetona (30:70) en atmdsfera de amoniaco era capaz de separar por si
mismo la cafeina en las tres mezclas, razén por la que los ensayos -
cromatograficos posteriores, previos a la cuantificacidn, se realiza-
ron usando solamente este solvente en una cromatografia en capa fina

tradicional.

En el solvente benceno: acetona (30:70) en atmdsfera de amoniaco la
saturacidn de la cdmara con vapores de amoniaco es fundamental para

la separacidn de cafeina en las mezclas ensayadas; si la concentracidn
de amoniaco en la c@mara no es la adecuada, la cafeina no se separa de
la aspirina cuya mancha se extiende hasta sobreponerse con la de cafel
na; ya que en este sistema, el amoniacc es el que le da el cardcter -
basico necesario para separar la cafeina de la aspirina, que por su -

cardcter acido queda retenida en el punto de aplicacidn.

La saturacién de la cimara debe hacerse de la siguiente manera: una ho-
ra antes de introducir la placa dentro de la camara cromatogrdfica colo
car en un beaker de 10 ml, solucién de hidrdxido de amonio al 257 y a
la vez, en otro beaker el solvente desarrollador, el cual .unos cua --

renta minutos después se vierte directamente en la camara. Durante -
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todo este tiempo la cimara debe permanecer perfectamente cerrada.

El sistema VIII permitié una buena resolucién de la cafeina en las
férmulas patrén, obteniéndose para cafeina los siguientes Rg: 0,428,
0.441 y 0.421, para férmulas patrén A, B y C respectivamente (Fig.

7, 11 y 15) . Desarrollo del cromatograma: 40 minutos.

Las placas deben activarse siempre debidamente para evitar retencidn
de agua por parte de la silica que podria traer como consecuencia -
alteraciones en el proceso de adsorcidn-~desorcidn, transformidndole

en un mecanismo de reparto.

En general, las placas se revelaron bajo luz ultravioleta de onda
corta (254 nm) por ser el método mids practico vy ripido de revelado,

ademds ofrece la ventaja, sobre los reveladores quimicos, de no al-

terar la estructura de los compuestos ensayados por ninguna reaccién
quimica evitando asi la pérdida de manchas cuantificables. El usoc de
adsorbentes con sustancias fluorescentes favorecid el revelado de ca
feina que no es fluorescente, pero que aparecid como una mancha oscu

ra sobre el fondo fluorescente.

Con respecto a la variacidn observada en los Rf de cateina obtenid:
usando el mismo sistema cromatocrifico en las diferentes muestras,
esto se debe a diversos factores dificiles de contrelar como: la ac-

tividad del adsorbente, la saturacidén de la c@mara, las condiciones
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ambientales durante el desarrollo, la temperatura y la cantidad de
muestra que influye en su valor. Por esta razdn los valores de Rf

no bastan por si solos para identificar inequivocamente a una sus-—

tancia porque son valores dificilmente reproducibles.

En las figuras 21-24 se presenta el espectro de absorcidn de caf=i-
na luego de ser separada por cada uno de los sistemas seleccionados,
a partir de algunas de las formulas comerciales ensayadas. Esto de -
muestra, en primer lugar, la perfecta separacidn de cafeina en cada
mezcla; luego, que los solventes desarrolladores no ocasionan des -
plazamiento en su maximo de absorcidn al ultravioleta. Ademids cons-
tituyen una identificacidn confiable y segura compardndolo con el es-

pectro de cafeina st en la figura N? 2,

En la informacidn bibliogrdfica oficial obtenida, se encontrd que uno
de los solventes miAs usados en determinacidn espectrofotométrica de -
cafeina es el cloroformo a longitudes de onda de 272, 274 6 276 n
Para determinar el mdximo de absorcidn ultravioleta de cafeina en -
cloroformo se le determind su espectro de absorcidn, maximo que re-
sultd estar a 276 nm, (fig. N? 2}, siendo esta longitud de onda la -

utilizada para la cuantificacién de cafeIna en este trabajo.

En la Bibliografia consultada no se encontrd el coeficiente de extin-
cién de cafeina en cloroformo. Cun el propdsito de calcularlo se ela-

bord una curva de calibracidn con cafeina st a concentraciones en el -



rango de 5 a 25 pg/ml en cloroformo a 276 nm. En la figura NT 1l pue-
de notarse que la curva cumple la Ley de Beer. El coeficiente de ex-

tincidon calculado experimentalmente fue de 477.6 (tabla NI IV).

Analizando los resultados obtenidos en la cuantificacidn de la férmu-
la patron A (Tabla VIII) en base a los valores de Desviacidn Estandar
obtenidos se deduce que el sistema cromatogrdfico que da resultados

mids reproducibles en la cuantificacidn es el sistema VIIT, y también

es el mids exacto dando un % de 99.53 % sobre lo rotulado de cafeina.

El sistema IT también se puede considerar aceptable para cuantifica-
cidn de cafeina en la formula patron A, pues aunque es menos reprodu-

cible, es bastante exacto.

Comparando los resultados del sistema VIIT con los obtenidos con el
método oficial del BPC en la férmula patrdn A (tabla XI) se observa
que el método propuesto es mids exacto v reproducible, ademds de que
es mids rapido; lo mismo puede afirmarse del sistema 11 aunque su exac

titud v reproducibilidad sea menor que la del sistema VIIT.

El sistema VI también es bastante exacto aunque menos reproducible

que los mencionados anteriorment

El sistema Il resultd ser el menos confiable para cuantificar cafeina

en la fdérmula patrdn A.



70

En los resultados contenidos en la tabla IX se observa que el sistema
cromatogrdfico IV es el mds exacto en la cuantificacién de cafeina en
la férmula patrdén B, aunque es menos reproducible que los sistemas 1T

y VITI.

Compardndolo con el método oficial, éste es mids exacto pero tiene -
una Desviacidn Estandar de 4.71 que indica una baja reproducibili-

dad.

Analizando la cuantificacién de las férmulas patrdn C (Tabla X) se
aprecia que los cuatro sistemas cromatograficos permitieron una cuan-
tificacidn exacta, siendo el mejor, el sistema VI que ademas fue el
mids reproducible; siguiéndole en exactitud el sistema II, v en repro

ducibilidad el sistema IV.

Con respecto al método oficial, en esta mezcla los resultados obte-

nidos son bajisimos; no es aplicable a cuantificacidn de cafeina en

mezclas con aspirina y fenobarbital.

Comprobada asi, por comparacion con el método oficial del BPC la -
exactitud v precision de los siscvemas cromatogrdficos en el método
propuesto, se procedid a su aplicacian en los productos comerciales

cuya composicidn se detalla en la tabla XII. En las figuras 16-20
se presentan graficamente sus correspondientes cromatooramas. Las -
figuras 21 - 24 corresponden a los espectros de absorcion de cafein.

separada de las muestras comercilales con los cuatro sistemas cromato-
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graficos.

Respecto a los componentes de las fdrmulas comerciales 1, 3, 4 y 5 que
no fueron considerados en las fdrmulas patrdén, no ocasionaron proble-
ma en la separacidén de cafeina debido a que todos son poco solubles

o insolubles en cloroformo, que fue el solvente utilizado en la prepa

racidén de las muestras.

Se comprobd en general, que para obtener una cuantificacién reprodu-
cible y exacta, los factores importantes en la cromatografla de ab-

sorcidén en capa fina son:

a) Uniformidad en el espesor de la capa de adsorbente,
b) Delimitacidén de circulos de didmetros semejantes alrededor de
las manchas reveladas para raspar cantidades de silica equiva-

lentes=,



CONCLUSIONES
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Para separar v cuantificar cafeina en mezeclas de aspirina, cafei-
na y fenacetina (APC), el sistema cromatogriifico dptimo es el sis
tema VIII: solvente desarrollador, benceno: acetona (30: 70); ad-

sorbente, silica gel GF ; extraccidn de la silica con clorofor

254

mo vy determinando la absorbancia a 176 nm.

En mezclas de APC con antihistaminicos, el procedimiento éptimo
para separar v cuantificar cafeina es previa crowmatografia en ca-
pa fina usando como solvente desarrollador, acetato de etilo: me-
tanol: acide acético glacial (80: 10: 10); adsorbente, silica --

cel GF ; extraccidn de la silica con cloroformo y determina -

254

c1on de la absorbancia a 276 nm.

En mezclas de clna, aspirina vy fenobarbital, la Sptima sepa-

racién cromatogrifica v cuantificacidn de cafeina se obtiene con

el sistema VI: solvente desarrollador, metanol: Acido acético: -

eter: benceno {(l1: 18: 60: 120); adsorbente, silica gel BFsx,
254

extraccion de la silica con cloroformo v determinacidn de la ab-

sorbapcia a 176 mm.

La confiabilidad y aplieabilidad d- estes preeedimientas se fun-
damenta en les mejeres resultades ehtenides een respeckte al me-
tede oficial emsavade, el rual ademds de ser tedieso, es poco

precise debide & 1a formaeifn de emulsienes dificiles de remper
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El método oficial del British Pharmaceutical Codex no es aplica-
ble para cuantificar cafeina en mezclas con aspirina y fenobarbi-

tal.

La técnica propuesta es rdpida, sencilla y econdmica, no requie-
re de equipo sofisticado, pues en la actualidad, la mayoria de

los laboratorios de Control de Calidad cuentan con un espectro-
fotdmetro; y el equipo para cromatografia en capa fina es senci-

lle y de baje eeste.
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