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IDENTIFICACION DE SUSTANCIAS FARMACEUTICAS | CROMATOGRAFIA
EN PLACA DELGADA (TLC)

Muchos se preguntaran para que complicarme con Cromatografia si hay otros métodos mas
sencillos como los Colorimétricos para identificar sustancias.Los organolépticos, la toma
del punto de fusion... Y para todo hay un porque... Cuando recibimos una materia prima en
nuestras farmacias, no tenemos idea si la misma presenta impurezas, muchas de las reac-
ciones colorimétricas pueden dar falsos positivos tanto como falsos negativos debido a las
mismas. Alguna vez lei por ahi, que para controlar cloruros en el agua desmineralizada,
usando unas gotas de Nitrato de Plata y observando si se formaba un precipado blanco, este
seria Cloruro de Plata, lo cual me estaba dando una reaccion positiva de cloruros. Lo que no
advertian que también los responsables de la dureza del agua daban precipitados blancos,
salvo neutralizando a los mismos con Acido Nitrico, podia decir que la reaccién era positiva
para cloruros. La Cromatografia, ademas de servir para identificar sustancias, sirve para la
separacion de 2 6 mas sustancias presentes en una muestra. Si al hacer la corrida de identifi-
cacion aparece mas de una mancha, podemos encontrarnos que tal vez nuestra materia
prima presenta alguna impureza, la cual puede estar presente por no cumplir con las normas
de fraccionamiento de las mismas.
J.R.B

Introduccion

Todas las técnicas de cromatografia se basan en el mismo principio. Se produce una distri-
bucion preferencial de un soluto entre 2 fases, una de las cuales esta Inmavil 6 Estacionaria
(Adsorbente 6 papel) y la otra moévil (Disolvente 6 Eluyente).

La fase movil se pone en equilibrio con una porcion de la fase estacionaria y luego fluye hacia
la siguiente porcidén estacionaria, donde vuelve a ponerse en equilibrio. Luego fluye hacia una
tercera fase estacionaria y asi sucesivamente, alcanzando el equilibrio de reparto en cada
una de ellas.

En la Cromatografia de Adsorcidn, las sustancias quedan retenidas por efecto de la adsor-
cién selectiva en la superficie de finas particulas de relleno. Aqui la fase fija (adsorbente) es
un polvo finamente dividido: gel de silice (en el 80 % de las separaciones), Oxido de aluminio
6 alumina (acida, neutra 6 basica), celulosa (Nativa 6 microcristalina), poliamida, carbonato
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de calcio, talco, etc. Generalmente es una placa de silica-gel depositada sobre un soporte
plano, como una lamina de aluminio, una placa de vidrio 6 plastico.

La ventajas de este tipo de cromatografia en placa delgada son : facil elucion de las sustan-
cias adsorbidas, buena separacion tanto de sustancias hidrofébicas como hidrofilicas, se
puede utilizar solventes anhidros, corren una distancia entre 5y 20 cm.

Aplicacion de las muestras

Los productos a examinar se disolveran, cuando sea posible, en un disolvente organico no
polar que tenga un punto de ebullicién lo suficientemente bajo para que se evapore después
de la aplicacion. Para eso se busca las distintas solubilidades de la sustancia a identificar.
Sin embargo a menudo se necesitan disolventes polares; la mezcla cloroformo:metanol (1:1)
es efectiva.

Frecuentemente se emplean disoluciones al 1% P/ V, de manera que al aplicar 2 pl resulta en
la carga 20 pg de producto sélido.

Es decir : Sitengo 1% P/V —> 1g producto solido en 100 ml de sc
Ahora bien, 2 ul equivale a2.107* ml = 0,002 ml

Sien 100ml_____ 1 gp.sdlido

en 0,002 ml X=1gx 0,002 ml/ 100 ml =0,00002 g

Ahora bien, 1 ug equivale a 1.1072 g siendo a = 6 —> 0,000001 g
Si 0,000001 g 1 ug
en 0,00002 g X =1pgx0,00002g/0,000001g=20pg

Muchos reactivos de revelado llegan a detectar 0.1 pg de material.

Existen una gran variedad de micropipetas y microjeringuillas para realizar el proceso de
siembra de la muestra a analizar. También pueden usarse tubos capilares. Es lo mas aplica-
ble en una farmacia. El proceso de siembra se realiza tocando con la punta del capilar (micro-
pipeta, jeringuilla, etc) sobre la placa preparada. Dejando una distancia al borde inferior de
dos centimetros aproximadamente. Se marca el sitio de sembrado con un lapiz de grafito. El
punto de aplicacién de la muestra se denomina toque. Una vez colocado el toque se deja
secar para evaporar el disolvente, de forma que en la placa solo quedara la muestra a anali-
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zar. De ser necesario se puede utilizar un secador de cabellos, manteniéndolo a una distancia
de no menos de 15 cm de la placa.

]_' Oem Es conveniente sembrar a 2,0 cm del borde

Eleccidn del eluyente

La eleccion del eluyente dependera l6gicamente del componente que se va a separar y del
material en que la separacién se lleva a cabo.

Principales eluyentes en orden creciente de polaridad:
* Eter de petréleo

« Eter dietilico

« Ciclohexano

« Acetato de etilo

* Tetracloruro de carbono*
* Piridina

* Benceno*

« Etanol

* Cloroformo*

* Metanol

* Diclorometano

+ Agua

- Acido acético

*compuestos cancerigenos.
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En la eleccion del eluyente influyen varios factores:

* Precio

* Pureza

» No utilizar mezclas de eluyentes (reproducibilidad)

* No utilizar compuestos muy volatiles

- Evitar que contengan trazas de metales (catalizadores)

La eleccion del eluyente se realiza de forma empirica. Hay que estudiar la polaridad del com-
ponente y probar con eluyentes cada vez menos polares.

& a) Toque de la muestra sin aplicar ningun eluyente.
b) Aplicando un eluyente poco polar.
c) Aplicando un eluyente mas polar.
B B U N RN D S .

(a) (b) (c)

Al aplicar en primer lugar eluyentes poco polares, podemos seguir utilizando la misma placa
para aplicar otros eluyentes mas polares, hasta dar con el mas apropiado.

Otra técnica para realizar la eleccion del eluyente consiste en sembrar varias muestras distan-
ciadas suficientemente, y aplicar con un tubo capilar distintos eluyentes sobre el centro de
cada muestra. Esto permite desarrollar cada eluyente radialmente por capilaridad, de forma
que se aprecie el eluyente con el cual la separacion se realiza de una manera mas eficaz.

Desarrollo de la cromatografia

El desarrollo de los cromatogramas en capa fina se realiza normalmente por el método ascen-
dente, esto es, al permitir que un eluyente ascienda por una placa casi en vertical, por la accion
de la capilaridad. La cromatografia se realiza en una cubeta. Para conseguir la maxima satura-
cion posible de la atmdsfera de la cdmara, las paredes se tapizan con papel de filtro impregna-
do del eluyente. El eluyente no debe tocar la zona de siembra. Es decir, si sembré a 2 cm del
borde, el eluyente no debe sobrepasar los 1,5 cm del borde. Generalmente el eluyente se intro-
duce en la camara 40 minutos antes del desarrollo, para permitir la saturacion de la atmosfe-
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ra. El tiempo de desarrollo, por lo general, no llega a los 30 minutos. Las placas pueden desa-
rrollarse durante un tiempo prefijado, o hasta que se alcance una linea dibujada a una distancia
fija desde el origen. Esto se hace para estandarizar los valores de RF. Frecuentemente esta
distancia es de 10 cm.; parece ser la mas conveniente para medir valores de RF. Después del
desarrollo, las placas pueden secarse rapidamente con una corriente de aire caliente. Se puede
hacer una camara con un vaso de precipitado y cubrirlo con un vidrio de reloj.

; 7
)
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Localizacion de la sustancia

Si los compuestos separados no son coloreados es necesario revelar la posicion de dichos
compuestos, para ello existen dos tipos de métodos:

+ Métodos quimicos.
+ Métodos fisicos.

Métodos quimicos

Consisten en realizar una reaccion quimica entre un reactivo revelador y los componentes
separados, para ello se pulveriza la placa con los reactivos reveladores con la ayuda de un
pulverizador 6 atomizador. Es preferible pulverizar con las placas en posicion horizontal. Si el
reactivo revelador es peligroso o muy corrosivo, la pulverizacion debera realizarse bajo campa-
na. La pulverizacion se realizara poco a poco. Generalmente se utiliza como reactivo revelador
yodo, el cual forma complejos coloreados con los componentes organicos (con tonos amari-
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llo-marrén), pero las manchas desaparecen con el tiempo con lo que es conveniente sefialar
las manchas aparecidas. Otro reactivo revelador bastante utilizado es el acido sulfurico, que
reacciona con los componentes organicos produciendo manchas negras. Ademas de estos
reveladores generales, existen otros especificos:

* 2,4 - dinitrofenilhidracina (para Aldehidos y Cetonas)

» Verde de bromocresol (para acidos Carboxilicos)

* Ninhidrina (para Aminoéacidos)

» Vainillina — Acido Sulftrico (para Alcoholes Superiores)
» Nitrato Cérico Amonico (para Alcoholes)

» Tiocianato de Cobalto (Il (para Alcaloides)

» Alizarin (para Aminas)

» Para- Anisaldehido (para Carbohidratos)

» Hidroxilamina/Nitrato Férrico (para Esteres y Amidas)
+ Rodamina B (Lipidos)

» Reactivo de Dragendorffs (Fosfolipidos)

» Difenilamina / Zinc (Pesticidas)

* Vanadato de Amonio/Anisidina (Fenoles)

» Anisaldehido / Tricloruro de Antimonio (Esteroides)

» Acido Fosfomolibdico (Terpenos)

Elaboracion de los mismos y visualizacion de manchas

* 2,4 — dinitrofenilhidracina : Disuélvanse 100 mg de 2,4 — dinitrofenilhidracina en 50 ml de
acido clorhidrico 2 N . Rociar el cromatograma. Los aldehidos y cetonas, dan manchas amari-
llas, naranjas 6 rojas dependiendo del grado de instauracion 6 aromaticidad del compuesto.
Solvente de corrida, Eter etilico: Eter Isopropilico en relacién (7 : 3)

* Verde de Bromocresol : Disuélvanse, 50 mg de Verde de Bromocresol, 2,5 ml de NaOH 0,1N
en 250 ml de EtOH. Rociar el cromatograma. Los acidos carboxilicos dan manchas rojas.
Solvente de corrida, Metanol: Amoniaco en relacién (99:1)

* Ninhidrina : Disolver 0,2 grs de ninhidrina en 95 ml de alcohol butilico y afnadanse 5 ml de
acido acético al 10 %. Rociar el cromatograma. Los aminodcidos dan manchas violaceas.
Solvente de corrida, Acetona: Agua en relaciéon (6:4)
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+ Vainillina — Acido Sulfurico : Se disuelve 0,5 grs de vainillina en 1,7 ml de etanol y se le afiade
0,1 ml de acido sulfurico.

Métodos fisicos

El mas comun consiste en afadir al adsorbente un indicador fluorescente. De tal forma que al
colocar la placa bajo una lampara ultravioleta, y dependiendo del indicador y de la longitud de
onda, aparecen manchas fluorescentes en las zonas en las que hay componentes, o en otros
casos aparece toda la placa fluorescente excepto donde hay componentes.Algunos compues-
tos poseen cierta fluorescencia (aunque no es normal) con lo que pueden ser detectados
directamente en una lampara de ultravioleta. En este tipo se utilizan placas de “Silica Gel Gf
254", Laletra G (GYPSUM ), indica que contiene yeso como aglutinante y F 254, el indicador de
fluorescencia a esa longitud de onda.

Constantes Rf Y Rx

La constante RF, RELACION DE FRENTE (Ratio of Front) es simplemente una manera de expre-
sar la posicion de un compuesto sobre una placa como una fraccién decimal, mide la retencion
de un componente. Se define como:

RF= =

distancia recorrida desde el origen por el frente del eluyente

distancia recorrida desde el origen por el compuesto X
Y

La distancia recorrida por el compuesto se mide generalmente desde el punto de siembra
hasta el centro de la mancha y la distancia del eluyente desde el punto de siembra hasta el
frente. Los calculos se simplifican si el denominador es 10.

:
Frente del Para que los RF sean reproducibles deben ser fijadas ¢
disolvente —s=lanan-ceeennananns ) o :

o una serie de condiciones (espesor de la placa, fase g

hueva posicion —>@ movil, fase estacionaria, cantidad de muestra). 38
del compuesto
2.8m P

lem El maximo valor de RF que se puede alcanzaresde 1, :

lo ideal es un RF entre 0.65y 0,75. 3

origen 4@ -4l Ll gé

2.1 £

Ri = ~— =075 e
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Identificacion de distintas sustancias farmacéuticas con placa Gf254

1) BARBITURICOS: Luminal, Veronal, Seconal, Amytal
2) HIDANTOINAS: Difenilhidantoina

Se siembra la muestra que se quiere identificar.

SOLVENTE DE DESARROLLO: Cloroformo : Acetona (80 : 20)
REACTIVOS REVELANTES:

A) Acetato de Cobalto al 0,5 % en metanol

B ) Hidréxido de Litio al 0,5 % en metanol

Se rocia la placa primero con el RA, se deja secar y luego con el RB, se deja secar. Si hay man-
chas azules de distinta intensidad significa la presencia de Barbituricos. Si aparecen manchas
de color lila, indica la presencia de Fenil Hidantoinas.

3) ANALGESICOS: Aspirina, Paracetamol, Dipirona

SOLVENTE DE DESARROLLO: Cloroformo : Acetona (80 : 20)

REACTIVO REVELANTE :

C) Solucioén de Cloruro Férrico al 1 %

Se rocia la placa, se deja secar. Aspirina da manchas color violeta. Paracetamol da manchas
de un color grisaceo azulado. Dipirona manchas de color rosa viejo.

4) DIGITAL:
SOLVENTE DE DESARROLLO: Acido Percldrico conc.
REACTIVO REVELANTE: A la exposicion ultravioleta, aparecera fluorescencia roja.

5) BENZODIAZEPINAS I:

SOLVENTE DE DESARROLLO: Cloroformo : Acetona (80:20)

REACTIVO REVELANTE: Se rocia con Acido Clorhidrico conc. A la exposicion UV 366 nm, [(
nanometros ). Para recordar un 1 nm = 1072 (siendo a =o sea ( 0,000000001 mts )], produce
fluorescencia amarilla 6 amarillo-verdosa.

BENZODIAZEPINAS II:

SOLVENTE DE DESARROLLO: Metanol : Amoniaco (100:1,5)

REACTIVO REVELANTE: Acido Clorhidrico al 10 % . Se detectan como maculas de color amari-
llo, exponiéndolas al UV de onda larga ( 360 nm ) tienen fluorescencia generalmente amarillen-
ta. ( Diazepam, Flunitrazepam, Oxacepam, Lorazepam )
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6) SALICILATOS :
SOLVENTE DE DESARROLLO: Cloroformo : Acetona (80:20)
REACTIVO REVELANTE: A la exposicién UV, aparecera fluorescencia celeste.

7) IMIPRAMINA:
SOLVENTE DE DESARROLLO: Acido Perclérico conc., y calentar aprox.a 100°C
REACTIVO REVELANTE: A la exposicion UV, apareceran manchas fluorescentes de color rosa.

8) CARBAMATOS (MEPROBAMATO):

SOLVENTE DE DESARROLLO: Cloroformo : Acetona (9:1)

REACTIVO REVELANTE: para-dimetilaminobenzaldehido al 1 % en etanol , apareceran man-
chas amarillas.

9) FENOTIACINAS:

SOLVENTE DE DESARROLLO: Metanol : Amoniaco (100 : 1,5)

REACTIVO REVELANTE : Acido Clorhidrico al 10 %, da manchas de distintos colores:
Stelazine: color rosado, Tioridazine: color verde, Ampliactil: color rojo intenso, Nonizam: color
violeta.

10) AMINAS DESPERTADORAS: ( Anfetamina, Metanfetamina, Efedrina, etc)

SOLVENTE DE DESARROLLO: Metanol : Amoniaco (100 : 1,5)

REACTIVO REVELANTE: RA : 2, 4 — dinitrofluorbenceno al 0,5 % en etanol y RB : Acido Clorhidri-
coal 10 % . Se rocia la placa con el RA'y se dan manchas de color amarillo fuerte sobre fondo
amarillo tenue. Se calienta la placa hasta secarse, se deja enfriar y se rocia con el RB. Se elimi-
na el amarillo del fondo y quedan las manchas amarillas fuertes que solo son caracteristicas
de la Anfetamina y Metanfetamina.

11) ANESTESICOS ARIL - AMINICOS PRIMARIOS: (Novocaina, Procaina, Benzocaina). No
detecta Lidocaina.

SOLVENTE DE DESARROLLO: Metanol : Amoniaco (100:1,5)

REACTIVO REVELANTE: Naftoquinonsulfonato de sodio al 1% en agua (N.Q.S.). Se detectan
como manchas rojizas.

12) DIURETICOS TIAZIDICOS :

SOLVENTE DE DESARROLLO: Metanol : Amoniaco (100 : 1,5)

REACTIVO REVELANTE: Naftoquinonsulfonato de sodio al 1%. Se rocia la placa y dan man-
chas color naranja.
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13) ANTIDEPRESIVOS TRICICLICOS:

SOLVENTE DE DESARROLLO: Metanol : Amoniaco (100 : 1,5)

REACTIVO REVELANTE: Naftoquinonsulfonato de sodio al 1 % . Se rocia la placa y se calienta
a 100 °C. Se van a presentar manchas que van del amarillo, rosa y verde.

14) LIDOCAINA:

SOLVENTE DE DESARROLLO : Metanol : Amoniaco (100 : 1,5)

REACTIVO REVELANTE: lodoplatinato de potasio (Se prepara : Cloruro Platinico 0,25 grs,
loduro de Potasio 5,00 grs, Agua csp 100 ml). La presencia de una mancha identifica lidocaina.

15) MORFINA, CODEINA, TEBAINA, PAPAVERINA:

SOLVENTE DE DESARROLLO: Metanol : Amoniaco (100 : 1,5)

FASE FIJA: SILICAGEL G 6 HF 254

REACTIVO REVELANTE: lodoplatinato de Potasio Acidificado ( Se prepara : Cloruro Platinico
0,25 grs, loduro de Potasio 5,00 grs, Acido Clorhidrico 5,00 ml, Agua csp 100 ml ). Se rocia la
placa con el revelador . La Morfina da manchas color azul violaceo, La Codeina da manchas de
color gris violaceo, La Tebaina da manchas color violeta, La Papaverina da manchas color rosa
violaceo.

16) PENICILINA, NEOMICINA, POLIMIXINA:

SOLVENTE DE DESARROLLO: Metanol : Acetona : Cloroformo : Amoniaco (3:2:2:2)
REACTIVO REVELANTE : La placa para determinar Penicilina se introducen en una camara con
pequeiios cristales de yodo, se la deja hasta que aparezcan manchas amarillas en el patron 'y
se prolonga la exposicion a los vapores de yodo por 2 minutos adicionales. Se la retira de la
cuba y se la expone al aire hasta que solamente se vea esa mancha y el resto de la placa
permanezca blanca. Se asperja con solucion de almidén soluble al 1T % en agua, para que la
mancha violeta formada, perdure varias horas.

Tanto la placa para identificacién de Neomicina, como para determinar Polimixina, se asperjan
con solucion de Ninhidrina, se deja reaccionar 5 minutos y luego se seca, hasta que aparezca
una mancha violeta.

17) PIRAZINAMIDA:
SOLVENTE DE CORRIDA : Metanol : Tolueno : Amoniaco (12: 10 : 0,5) REACTIVO REVELANTE
: Yodo sublimado. Se presentan manchas azul violaceas.
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18) TETOSTERONA:

SOLVENTE DE CORRIDA: Benceno : Acetato de etilo (1: 1)

FASE FIJA: Placas de silicagel Gf 254

REACTIVO REVELANTE: Secar la placa. La aparicion de una mancha a la luz UV indica positivo.

19) DEXAMETASONA:

SOLVENTE DE CORRIDA: Cloruro de metileno : Metanol (45 : 4)

FASE FIJA: Placas de silicagel Gf 254

REACTIVO REVELANTE: Secar la placa. La aparicion de una mancha a la luz UV indica positivo.

20) PROTIONAMIDA:

SOLVENTE DE CORRIDA: Acetato de etilo : Metanol (18:2)

REACTIVO REVELANTE: Yodo Sublimado. Después de secar la placa, se coloca en una camara
y los vapores de yodo, dan una mancha color violaceo.
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