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EXTRACCION Y DETERMINACION DE BASES ORGANICAS
BAJO FORMA DE PARES IONICOS CON COLORANTES

ACIDOS IIl. Clorfeniramina, Fenilpropanolamina,
Fenilefrina, Clemizol.

RESUMEN

La técnica de formacion y extraccion de pares idnicos
de bases organicas nitrogenadas con colorantes acidos
se estudio con miras a su posible empleo para el andli-
sis cuantitativo de cuatro antihistaminicos, clorfenira-
mina, fenilpropanolamina, fenilefrina y clemizol. Se
estudiaron algunos parametros que controlan el pro-
ceso, luego de lo cual se optimizaron un buen niumero
de opciones para su aplicacion en productos farmacéu-
ticos. Como componenle anionico se empleo indistin-
tamente azul de bromotimol, pirpura de bromocresol
y naranja de metilo; como solventes para la extraccion
se estudio lanto el cloroformo como el benceno. Al-
gunos de los resultados se aplicaron a la determina-
cion de clorfeniramina y fenilpropanolamina en cap-
sulas.

SUMMARY

The thecnic of formation and extraction of ion-pair of
organic nitrogen containing bases with acid dyes was
studied in order to study the possible application to the
quantitative analysis of four antihistaminic substances:
chorpheniramine, phenylpropanolamine, phenyleprhi-
ne and clemizol. Some parameters of the process were
studied and then several options of aplication to phar-
maceutical products were optimized. The bromothy-
mol blue was used as the anionic component, as well
as the bromocresol purple and methyl orange, and
chloroform and benzene as solvents.

INTRODUCCION

Las técnicas analiticas empleadas en la determina-
cion de principios con actividad terapéutica y otras
sustancias empleadas en la manufactura de un me-
dicamento juegan papel fundamental en la evalua-
cion de la calidad farmacéutica de los mismos. Es-
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tas técnicas deben poseer ciertos requisitos relacio-
nados con su confiabilidad, precision y exactitud.
En lo posible deberan ser de facil y rapida ejecucion
y no ser dispendiosas en cuanto a equipo y materia-
les.

Los anteriores requerimientos, junto con su sensibi-
lidad, han llevado a la técnica de colorantes acidos
a constituirse en una alternativa para la determina-
cion de un buen numero de principios activos en
productos farmacéuticos y afines (1-7). Los para-
metros mas importantes en la aplicacion del méto-
do y su influencia, asi como la posible interferencia
de algunas sustancias con o sin actividad terapéuti-
ca han sido ampliamente estudiados (8-12).

En la presente publicacion se describen los resulta-
dos obtenidos en los estudios con maleato de clor-
feniramina, clorhidrato de fenilpropanolamina,
clorhidrato de fenilefrina y clorhidrato de clemizol.
Algunos de los resultados obtenidos se aplicaron a
la determinacion de clorfeniramina y fenilpropano-
lamina en un producto comercial.

PARTE EXPERIMENTAL

Los materiales, equipos y reactivos empleados fue-
ron descritos anteriormente (9). El clorhidrato de
clemizol fue suministrado por Schering Alemana,
mientras que los restantes antihistaminicos fueron
obtenidos de laboratorios Pfizer.

El control de su pureza se realiz6 por titulacion en
medio no acuoso de acuerdo a la USP XXI (13) pa-
ra el maleato de clorfeniramina y clorhidrato de fe-
nilpropanolamina y clorhidrato de fenilefrina. En
las determinaciones la solucion saturada de cloruro
de potasio del electrodo de calomel se reemplazo
por perclorato de litio 01 M en anhidrido acético.
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Un control adicional por TLC se realizo segin Co-
mer y Comer (14) En el caso del clemizol, dado
que no es oficial, se utilizo la pureza dada por el
proveedor.

El estudio del pH y de los efectos por variacion de
la concentracion de colorante y de antihistaminico
se realiz6 de acuerdo a los procedimientos seguidos
anteriormente (9) y consistentes basicamente en la
mezcla y extraccion de 5 ml de una fase acuosa de
determinado pH con 10 ml de fase organica.

Con el proposito de aumentar la sensibilidad de los
métodos desarrollados, el colorante (BTB o PBC)
asociado en el par idnico en la fase organica se ex-
trajo con NaOH 0.05M. En el caso del NM, éste se
liber6 del par i6bnico mediante la adicion de acido
sulfarico al 2% en alcohol anhidro.

RESULTADOS Y DISCUSION

Debido al gran nimero de sistemas y resultados ob-
tenidos para los antihistaminicos estudiados, algu-
nos de los mismos se expondran en Tablas, de
acuerdo a lo establecido en (9). En cada Tabla se
reporta el pH 6ptimo para la formacion y extrac-
cion del par idénico de acuerdo al colorante y sol-
vente empleados, la concentracion 6ptima de co-
lorante, las concentraciones de antihistaminico que
satisfacen la ley de Lambert-Beer, la longitud de
onda de la determinacion de acuerdo al procedi-
miento seguido, asi como el valor de la absorbancia
correspondiente a la Gltima concentracion emplea-
da de antihistaminico. Ademas se reporta el porcen-
taje de extraccion con una o mas extracciones y los
sistemas en los cuales no se obtuvo extraccion.

1. Clorfeniramina maleato

La Figura 1 resume los resultados obtenidos en el
estudio de la influencia del pH para el sistema
BTB-CHC1,. La extraccion se realizo mezclando
5 ml de fase acuosa que contenian 57 mcg de clor-
feniramina y 10 ml de BTB 1.5x10™% Men CHCL,
Las lecturas de absorbancia se tomaron para el par
i6nico en la fase otdnica a 413 nm 'y luego de la
extraccion del BTB con NaOH 0.05 M a 615 nm,
siempre contra los blancos respectivos.

El comportamiento de la curva obtenida a 413 nm
no es frecuente, observandose inicialmente valores
altos de absorbancia para descender rapidamente
por debajo de pH 6.7. La curva presenta dos espe-
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Figura 1. Influenciadel pH en la extracci6n con cloroformo

del par i6nico clorfeniramina-BTB

cies de maximos, a pH 4.25 y pH 6.65, coincidien-
do este Gltimo valor cuando se determina el colo-
rante liberado.

Carducci y col. (15) en sus estudios con naranja de
bencilo y diclorometano como solvente encontra-
ron un pH 6ptimo de 4.9, hecho que sustenta la ne-
cesidad de estudiar el efecto del pH para cada siste-
ma empleado, lo mismo que su control riguroso.

En un estudio a pH 6.65 se encontr6 una concentra-
ciobn minima necesaria de BTB de 0.8 x 10* M,

" mientras que por variacion de la concentracién de

clorfeniramina se obtuvo una extraccion de 97.93%
mediante una s6la extraccién y para un par idnico
1:1.

La sensibilidad del método es dos veces superior a
la obtenida por Carducci (15) y Hundanick (16) y
similar a la del método oficial para producto termi-
nado (17). EIl método por HPLC de Yacobi (18)
presenta una mayor sensibilidad que el aqui pro-
puesto.

En el sistema BTB-Benceno se obtuvo un porcenta-
je de recuperacion de 99.93% para el monomero
(1:1).
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En el caso del sistema PBC-CHCIS ,, l]a concentra-
cion minima necesaria de colorante fue 36.4 veces
mayor que la del antihistaminico y unas 5 veces
superior a la necesaria de BTB para el mismo solven-
te. Por otra parte el porcentaje de extraccion es de
109.2% , lo que permite suponer, de acuerdo a la
naturaleza de base diacidica de la clorfeniramina, la
presencia de un dimero (BH: *2)(In-)2. En este

caso la extraccion para el dimero seria inicamente
de 54.6% , porcentaje que puede atribuirse a una
baja solubilidad del par i6nico en cloroformo.

El porcentaje de extraccion con el benceno y PBC
fué unicamente de 65.92% , incrementandose a
82.0% mediante una tercera extraccion. Sin embar-
go el sistema puede ser de utilidad en el caso de
mezclas ya que son muy pocas las sustancias que
forman pares i6nicos con PBC solubles en benceno.

La Tabla I resume los resultados obtenidos con la
clorfeniramina para cada uno de los sistemas estu-
diados.

2. Fenilpropanolamina clorhidrato

Los resultados sobre la influencia del pH en el gra-
do de extraccion del par ionico fenilpropanolami-
na BTB por el cloroformo indican un valor de 6.65
como el pH optimo para cuando se determina el
colorante liberado del par ionico, valor que esta de
acuerdo con Shenoy y Gupta (19) quienes reco-
miendan un valor de pH entre 5.8 y 6.4 para el mis-
mo sistema. La concentracion de fenilpropanolami-
na empleada fué de 58 mcg/5ml.

Los estudios sobre la influencia de la concentracion
de colorante se muestran en la Figura 2, indicando
que para una adecuada extraccion se requiere una
concentracion en BTB (2.5 x 10°4 M) equivalente a
7.8 la concentracion de fenilpropanolamina. El
porcentaje de extraccion para un par idnico 1:1
mediante una sola extraccion es de 93.03% , resul-
tando el método con una sensibilidad mucho ma-
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Figura 2. Influencia del pH en la extraccién del par iénico

fenilpropanolamina-BTB por el cloroformo

TABLA I. RESULTADOS PARA LA EXTRACCION DE CLORFENIRAMINA
COMO PAR IONICO CON DIFERENTES COLORANTES ACIDOS

Sistema Conc. Molar pH mcg/bml A %0 extr. nm
InH
B'I‘B-CHCla 1.56X104 6.65 15-75 0.754 97.90 615
I%'I‘B-C(’;H6 2.5Xx1074 5.90 15-75 0.775 99.93 615
J’B(‘-CH(‘I‘,‘ 2.5X10-4 4.30 7.5-37.5 0.754 109.2 590
PH(/‘-(?GHG 2.5x10°4 5.10 12.5-62.56 0.775 65.92 590
79.10
82.00
NM-CH1 3* 2.5Xx104 5.90 20-80 0.859 107.0 530
NM-(.‘.GH6
* Kl colorante se preparo en el buffer v las concentraciones de clorfeniraniina se dan por 10 ml de fase organica.
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yor que la del método de Shenoy y Gupta (19) o
del desarrollado al UV por Clark (20) y menor que
la obtenida por GLC (21). La Gltima concentracion
de la curva de calibracion fué de 37.5 mcg/5ml
(A = 0.745) para la determinacion a 615 nm.

El cambio de cloroformo por benceno conduce a
un descenso de alrededor 6 veces en el grado de ex-
traccion de la fenilpropanolamina, atribuible a una
pobre solubilidad del par i6nico y a la tendencia de
la fenilpropanolamina a permanecer en la fase acuo-
sa por su bajo peso molecular. Por la misma razon
no se encontro extraccion con el sistema PBC-
CHC1, aun con concentraciones altas del antihista-
minico. Los resultados anteriores concuerdan con
los obtenidos por Ballard et al (2), quienes encon-
traron con aminas de bajo peso molecular poca re-
producibilidad y sensibilidad del método. El pH
Optimo para la extraccion hallado fué de 5.85y la
concentracion de BTB de 2.5 x 10°4 M.

No se encontr6 ningun grado de extraccion con los
sistemas PBC—CHC13, PBC-Benceno, NM-CHC14 y
NM-benceno.

3. Fenilefrina clorhidrato

El estudio del pH se realizé con soluciones buffer
de pH entre 3.5 y 8.7 que contenian 60 mcg de
fenilefrina por cada 5 ml. Luego de la extraccion y
separacion de fases la fase organica se cuantifico a
420 y 615 nm antes y luego de la destruccion del
par ionico mediante adicion de NaOH 0.05 M. El
valor de pH optimo fué de 5.85 y para la curva de
calibracion el porcentaje de extraccion fué unica-
mente de 30.70%. Tres extracciones adicionales a
la Gltima concentracion de la curva (125 mcg/5ml)
con porciones de 10 ml de CHCl,, cada vez aumen-
taron la extraccion a 44.85% observandose una baja
solubilidad del par ionico en CHCIl,, a la que con-
tribuye el bajo peso molecular de la fenilefrina y su
moderado solubilidad en agua.

En los demas sistemas estudiados no se encontrd
extraccion de la fenilefrina como par i6nico.

Shenoy y Gupta (19) encuentran que la fenilefrina
en concentraciones entre 25y 100 mcg/5ml no for-
ma con el BTB pares ionicos solubles en CHC1, a
pH 6.4, razon por la cual determinan a 420 nm fe-
nilpropanolamina en presencia de fenilefrina adu-

ciendo la no interferencia de ésta. En nuestro caso
encontramos un porcentaje de extraccion de 30.7,
extraccion que necesariamente interfiere en la de-
terminacion de la fenilpropanolamina. De acuerdo
a nuestros estudios la determinacion podria lograr-
se empleando benceno en reemplazo del clorofor-
mo.

4. Clemizol clorhidrato

Los estudios con el sistema BTB-CHC1 4 y concen-
tracion de colorante 1.5 .x 10°4 M conducen a resul-
tados totalmente diferentes a los presentados por
los sistemas ya estudiados y por los reportados en
la literatura (Fig. 3), presentandose dos maximos a
413 nm (pH 4.3 y 6.7) y uno a 615 nm (pH 6.7).

Absorbancia x 10

pH

Figura 3. Influencia del pH en la extraccién del par idnico

clemizol-BTB con clorofonmo.BTB 1.5x10) M

Los resultados por cambios en la concentracion de
colorante presentan igualmente un comportamien-
to anomalo (Fig.4), observandose una extraccion
maxima a una concentracion 0.4 x 10" M para lue-
go desdencer. Por esta razon el ensayo de influen-
cia del pH se repitio a esta nueva concentracion de
BTB, observandose un comportamiento esperado y
diferente al del primer ensayo, valores mas repro-
ducibles y maximos a pH 3.5y 5.1 (413nm) y 5.95
(615 nm).
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Figura 4. Extraccién a pH 6.7 del par i6nico clemizol-BTB

en funcién de la concentracién de colorante

Es posible que durante el estudio ocurran otros
procesos fuera del de la simple formacion y extrac-
cion del par idnico y que conduzcan a la obtencion
de tales resultados. Para el primer caso se emplean
concentraciones mas elevadas de BTB, facilitandose
posiblemente la presencia de fendmenos secunda-
rios tales como la asociacion o formacion de agre-
gados en la fase cloroformica. En benceno, tal fe-
noémeno tiene menos posibilidades de sucederse, tal
como sugieren Schill y Marsh (22) en el estudio del
coeficiente de reparto del BTB entre fases acuosas
y cloroféormicas.

Sin embargo en las condiciones estudiadas tal he-
cho no es frecuente por lo que ello puede deberse
al clemizol como tal, pues su estructura y sus espec-
tros de absorcion al UV en medios de diferente pH

permiten suponer la presencia de dos grupos acidos.

Por otra parte, la disminucion en la constante de
extraccion del par ionico observada por variacion
de la concentracion de BTB podria deberse a la ex-
traccion simultanea del par ionico y de la base li-
bre, tal como fue encontrado para los pares i6nicos
sulfato y fosfato de la papaverina y de la noscapina
(23) o a una disociacion en la fase organica, feno-
meno hallado por Persson y Schill para el par ioni-
co papaverina-sulfato (24).

Estos mismos fendmenos podrian ser la causa de
desviacion negativa de la ley de Lambert-Beer con
concentraciones superiores a 45 mcg/5ml de clemi-
zol (absorbancias mayores a 0.310) y no por una
extraccion incompleta tal como se demostro al ex-
traer con CHC14 puro la ultima concentraciéon de
la curva de calibracion. El porcentaje de extraccion
para la parte inicial de la curva es tan s6lo de 59.9%

Los diferentes resultados obtenidos son de dificil
aplicacion por lo que el sistema requiere de un es-
tudio mas profundo para tratar de establecer con-
cretamente las causas de los resultados obtenidos.

Los resultados con benceno son totalmente diferen-
tes a los obtenidos con CHC1l4 y se ajustan a lo
normalmente observado, resaltando la influencia
del CHC14 en los estudios de extraccion del clemi-
zol.

El método con benceno y BTB presenta una mayor
sensibilidad que el método del cloranil reportado
por Belal (25).

Los ensayos con NM-CHC1, y variacion del pH
producen curvas que no presentan un maximo o un
pH Optimo para la extraccion (Fig. 5), requiriéndo-
se estudios a valores de pH entre 1.0 y 5.5. Los
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Figura 5. Extraccién con cloroformo de par iénico clemizol-

NM en funcién del pH de la fase acuosa
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buffer de pH entre 1.0 y 2.0 se prepararon con
HC1-KC1 cada uno 0.05M. Si bien los resultados
son algo diferentes, no se obtiene un pH para la
maxima extraccion por no obtenerse continuidad
en la curva (Fig. 6).
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Figura 6. Influencia del pH en la extraccién con cloroformo

del par iénico clemizol-NM

Debido al empleo necesario de dos sistemas buffer
diferentes para cubrir la zona requerida de pH y pa-
ra ver los posibles cambios por tal motivo, el valor
de pH 2,2 fué reproducido por duplicado y a partir
de cada uno de los dos sistemas. Se observo una
marcada diferencia y un valor de absorbancia ma-
yor para el sistema acido citrico - fosfato disodico.

La posible causa de esta diferencia de valores se
debe a la presencia del ion cloruro en el primer
buffer, iones que compiten con el naranja de meti-
lo por la formacion del par i6nico clemizol-cloruro,
disminuyendo asi la cantidad disponible de clemi-
zol para la extraccion del par ionico con NM. Esta
interferencia con iones inorganicos fué reportada
por Persson et al (24, 26) en la determinacion de
aminas y por Hom y Ebert en la determinacion de
meclizina (27). Curvas continuas (Fig. 7) se obtu-
vieron empleando solucién 0.1M de KC1 y HC1 y
de acido citrico-fosfato disodico 0.1 M en cloruros
(pH 2.2-5.5). El pH 6ptimo para la extraccion fue
de 2.2. Los ensayos por variacion de la concentra-

Absorbancia x 10

cion de NM y de clemizol se realizaron a pH 2.2 'y
0.1 M en cloruros.

Comparando los datos anteriores (Fig. 6), los valo-
res de absorbancia obtenidos al emplear una con-
centracion fija del i6n cloruro en todas las solucio-

nes buffer (Fig. 7) son menores, hecho que com-
prueba la hipotesis de la formacion del par ionico
clemizol-cloruro con el sistema en estudio. Esta in-
terferencia conduce en consecuencia a una baja en
la sensibilidad del método.
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Figura 7. Influencia del pH en la extraccion con cloroformo
del par iénico clemizol-NM. Cloruros (0.1M

En la Tabla II se reportan los resultados para el cle-
mizol en cada uno de los sistemas estudiados.

APLICACION DE RESULTADOS

De acuerdo a los resultados obtenidos se estudio la
posibilidad de valorar una mezcla de clorfeniramina
y fenilpropanolamina en capsulas, con contenidos
respectivos de 8 y 50 mg por capsula. Puesto que la
fenilpropanolamina no forma par i6nico soluble
con el sistema NM-CHC1 4, éste seria utilizado para
la valoracion de la clorfeniramina a pH 5.15. La fa-
se acuosa resultante de la determinacion anterior,
luego de alcalinizacion, se extrae con cloroformo
para valorar en éste la fenilpropanolamina median-
te la asociacion con BTB presente en una fase acuo-
sa de pH 6.65.
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TABLA II. RESULTADOS PARA LA EXTRACCION DE CLEMIZOL COMO
PAR IONICO CON DIFERENTES COLORANTES ACIDOS

Sistema Cone. Molar pH mcg/5 ml A %% extr. nm
InH
B»’l‘ll-CHCl3 0.4x104 5.95 22.5-45.0 0.330 59.90 615
B'I‘B~C6H6 2.5X104 5.85 15-75 0.718 87.54 615
PBC-CHC13 2.5X104 4.25 7.5-45.0 0.762 85.39 590
PBC-HGH6 2.5X1074 4.30 10-50 0.790 79.30 590
NM-CHC1 3* 2.5x104 5.90 20-80 0.859 107.0 530
NM-(;BH6 — - - -
* K} colorante se preparo en el buffer y las concentraciones de clemizol se dan por 10 ml de fase organica.
TABLA IIIl. DETERMINACION DE MALEATO DE CLORFENIRAMINA Y CLORHIDRATO
POR EL METODO DE COLORANTES ACIDOS
Sistema Patron CFM Patron FPA Absorbancia Absorbancia Absorbancia CFM % cantidad FPA O Cantidad
mcg/ml mcg/ml Patron CFM Patron FPA Problema mcg/ml  etiquetada mcg/ml etiquetada
0.517 0.000 0.521 10.06 100.77 = —
NM-CHC1 3 10 62.4 0.513 0.000 0.508 9.90 99.03 - -
0.513 0.000 0.510 9.94 99.42 -
99.74 %%
0.010 0.400 0.302 — - 46.80 75.50
B'I'B-CHC],; 10 62.4 0.025 0.284 0.276 - - 60.64 97.18
0.025 0.280 0.276 - - 61.51 98.57
97.88%

* Promedio para los dos altimos resultados

Antes de aplicar la técnica propuesta al producto
terminado, se ensay0 por separado y por triplicado
cada una de las sustancias patron bajo las condicio-
nes completas del método, asi como la mezcla re-
constituida de los dos patrones. Estos resultados
asi como los obtenidos con el producto se repor-
tan en la Tabla III.

CONCLUSIONES

Se estudiaron los principales factores que influyen
en la extraccion mediante cloroformo o benceno
de los pares ionicos de los antihistaminicos clorfe-
niramina, fenilpropanolamina, fenilefrina y clemi-
zol formados entre el antihistaminico y tres colo-
rantes acidos, azul de bromotimol, purpura de

bromocresol y naranja de metilo. Estas técnicas
pueden ser aplicadas a su determinacion en una
gran variedad de muestras, con ligeras modificacio-
nes dependiendo de su naturaleza.

Las técnicas desarrolladas poseen una adecuada
sensibilidad, ain en casos con recuperaciones me-
nores del 100% . En cualquier caso, los patrones se
deben someter a iguales procedimientos de manipu-
lacion y manejo de la muestra.

Algunas de las técnicas desarrolladas se aplicaron
con buenos resultados a la determinacion de clorfe-
niramina y fenilpropanolamina en capsulas. La téc-
nica es sencilla y su sensibilidad es superior a la de
los métodos oficiales.
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