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RESUMEN. Se correlacionan los resultados obtenidos en la valoracibn de bencidrila- 
mina y derivados, a través de la utilización de tres métodos analíticos qiie emplean 
la extracción líquido-líquido y la cromatografía en capa fina como etapa preparativa, 
a los efectos de  evitar la interferencia por parte de sustancias liberadas desde las mem- 
branas gástricas. Se observa buena concordancia de los valores medidos por espectro- 
densitometría y por espectrofotometría ultravioleta cuando se utiliza la cromatogra 
fía en capa fina como etapa previa a la medición analítica. 
SUMMARY. ".4bsorption of Benzhydrylamine and Derivatives. I .  Sel~ct ion of the 
Analytical methodobgy". Data obtained through evaluation of  benzhydrylamine 
and some derivatives by  three analytical methods are correlated. The methods in- 
clude liquid-liquid extraction and thin layer c h r o m a t o ~ r a p h ~  (TLC) as a preparative 
step, in order to  avoid interference of substances released from the gastric rnembra- 
nes. Good concordance between spectrophotometric and spectrodensitometric values 
is noted when TLC is used as a previous step t o  the analytical measurement. 

INTRODUCCION 

Un aspecto que debe ser tenido en 
cuenta en el diseño de fármacos es la fa- 
cilidad que poseen éstos de atravesar las 
membranas, como una estimación de su 
biodisponibilidad. ' 

La bibliografía es abundante en mo- 
delos experimentales que operan con 
membranas naturales que permiten eva- 
luar, en forma rápida, tanto la cinética 
de absorción de una sustancia como la 
gravitación de ciertos factores fisicoquí- 

micos sobre la misma. Se destacan en es-. 
te aspecto los trabajos de Schanker et 
al.' , quienes analizan el rol del pH en la 
transferencia de drogas desde el estóma- 
go de ratas. Wiseman2 pone a punto una 
técnica basada en el empleo de intestino 
aislado conteniendo soliiciones de dro- 
gas. Doluisio et a l 3 ,  en la década del 60, 
hacen importantes contribuciones a la 
absorción de fármacos empleando un 
método práctico in situ. Más reciente- 
mente sobresalen las investigaciones efec- 
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tuadas por Hori c.t Suzuka et a l . ' ,  
Hirano y Hun t6 ,  Sakai er d.?. Hawkitis 
y Reifenratli" el trabajo realizado por 
Patel y Kraiiier9 en el cual comunican 
los resu1t;icios de la absorción del allopu- 
rinol desde distiiitos sitios del tracto gas- 
troiritcstirial de ratas. 

Nuestro propósito es analizar !a ab- 
. . 

sorcibn dc dcr-ivndos de la bencidrilsmina 
conio prirte de un trabajo inultidiscipli- 
i1;irio que prixter~dc lograr un prototipo 
activo a partir de dicha sustancia; ya se 
iian comunicado resultados sobre el efec- 
t o  antiespasmí>dico y anestésico local de 
una serie de dci-itiidos de 1;) beiicidrilanii- 
n;llo, 11 

En el presente trabajo se informa e! 
estudio realizado a efectos de seleccionar 
~1113 metodologíd aiialítica que permita 
seguir la transferclicia desde el lumen es- - 
tomacal de rata al torrente sanguíneo de 
los siguientes derivados: clorhidratos de 
bencidrilainina (BD2 ), N,N-dimetilbenci- 
drilaniina (AB4 ), N,N-dietilbcncidrilami- 
ria (AI3,) y N-~netilbcncidrilamiria (AB,") 

Se desarroilatori métodos basados eii 
la aplicación de técnicas de separación 
con el fin de cvitar interferericias en la 
cuantificaciói~ dz las bencidrilaminas 
ocasionadas por las sustdncias 1iberad;is 
ciesdc las rnernbranas e s to rnaca l e~ '~  . Sc 
utilizaron la extracción líquido-líquido 
y la croinatografía en capa fina para los 
cuatro derivados inericionados, conira- 
rándose estos tiiétodos mediante el test 
de sigtiificaricia de las pendientes a través 
del valor FI3 .  La sustancia AB4 h e  tani- 
biéri cuantificada por medio de u r i ~  cs- 
pectrodensitometría, nianifestatido u:ia 
buena correlación con ios resultados ob- 
tenidos inediaiitc el método que empleó 
1'1 croniatografía en capa fina. 

PARTE EXPLRiMENTAL 

Los tres r~iétotlos que sf: cornpardn 

requieren de una etapa de scpar;ición p;t- 
ra luego inedir una seiíal atlalítica que 
resulta ser Absorbaiicia para dos de ellos 
y Arca para el restante. 

En solución de Krcbs a pH 3 -previa- 
mente incubada en el luinen estomacal a 
37°C durante 90 inin y oxigenada por bur- 
b i~ jeo  de aire- se prepararoii soluciones 
de BB,, AB4, AD7 y ADI0,  cii concentra- 
ciones comprendidas entre 40-71 ? y Iinl. 
Metodo .4 

Emplea uiia exrr;icciíii! Iíquicio-!íqui- 
do ;  par,i ello, en recipientes de 50 inl se 
agrega i rnl de cada uria dri las soiucicii~cs 
preparadas con los dcrivaiios de 1;r bcnci- 
drilarnina. 4 inl de HOK al ?( lo lo  y 7 rnl de  
diclorometano 1-ecieritcmente rectifica- 
d o i 4 ,  solvente que perniitc una cictec- 
ci6n triás sensible e11 el espectro del ultra- 
violeta. Se logra la transfvrcncia di:] soiu- 
tu mediante constante ;~gitaciÓrl rn;lgtiét~- 
ca durante un tiempo variable para cada 
sustancia: 70 rnin~itos para ABio ,  25 mi- 
nutos para AB4 y 30 minutos para AB7 
y BH,. Esta operación de extracciói! se 
lleva a cabc~ a baja temperatura -en bafio 
de hielo- y rnantenicndo los recipicntcs 
cerrados, a fiii de cvitar concencraciories 
por evaporación del diclorometsrio. 

Se cicjan separar las fases, se retiran 
5 m1 de la. solilción orgiilica, se anliidri- 
zaii mediante filtración a travCs dc  sulfa- 
t o  cie sodio, se cornpiera a 5 ni1 con di-  
clororncta~io y se leen las absorlancias 
--contra un blanco sornctido a las mis- 
mas coiidiciones- a las siguientes lorigi- 
tudec de olida: 234 nimi para BB,, 928 
nm para AD4 y 227 rim para AB, y AB,,  , 
en un ~ s ~ e c t r o f o t ó i n e t r o  Becknian M 26. 
Metodo B 

Utiliza colno técnica de separaciSn 
el siguiente sisrema de croinatografía en 
capa fina: 

Placas: Cromatofolios dc aiuriiinio 
MercL dc silicagel 60 F,,, . lavados con 
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acetona rectificada'' . divididos en pistas 
de 2 cm de anciio. 

Siembra: Se efectúan rriediante la 
utilización de un microclisperisador, dc- 
positando en cada pista y cn k?rma de 
b a a d ~ s  de 0,5 cm, 20 p1 de las soluciories 
de distintas coriccntracioiies preparadas 
con los derivallos 'bencidrilamínicos, rc- 
wrviridose uii'i pista pdra c.1 blanco Jcl  
ensdyo. 

Solverztc c k  curridtz: A c e t o n ~  recti- 
ficada. 

LJquilibrio: La cuba í l t  desarrollo se 
wtura con cl so¡veiite durante una hora. 

L)c.sarro110: Se iriterrurnpe una ves 
que el frente d t l  solvente haya ascendido 
1 0  crn desde el sitio de siembra. 

Revelado: Se ponen de manifiesto 
I'is zonas dc desplazamiento exponierdo 
el croinatofolio bajo la luz ultravioleta 
de 254 nm,  obteniéndose un Rf  de apro- 
ximadamente 0 3 ,  en tanto que las sus- 
tancias liberadas en ci lumeri gástrico 
quedan retenidas en el sitio de  siembra. 

Una vez iocalizadas las zonas de des- 
plazamiento se las circunscribe a un irea 
de 1,3 x 2 cm y se extraen las sustancias 
por elución; para esto se separan las ríreas 
del folio cortándolas cuidadosamente y 
trasladándolas a un frasco Borrel contc- 
niendo 5 m1 de un solvente adecuado. 
Para las sustancias AB7 y AB4 se empleó 
HCI M y se incubaron los frascos 
Borrel a B.M. durante 20 minutos, agi- 
tándolos constantemente. En cambio, 
para las sustancias ABlo y BB2 debió 
empicarse diclorometano, previa pulveri- 
zación del crornatofolio con HONa 0,2 
N, eluyéndose a temperatura ambiente 
durante 60 minutos. 

Los líquidos de elución se trasvasan 
a matraces .de 5 ml, se completa el volu- 
men y se miden las absorbancias a 234 
iim para BB2,  227 nni para ABI0 ,  229 
nrn para AB, y 231 nni para AB7 .  

'4~l~toclo C 
Einplea cl niisriio sisterii:i croniaco- 

griífico detallado para el Método B, con 
12 única niodific;icií)n que se siei.iibrari 
5 pl dc las solucioiics. LJr:;: vez coiiiplc- 
tado el desarrollo del crorri~tofi~lic?, Sstc 
es e x a i l ~ i l i ~ ~ i o  ci? sentid<:) 10n~it~idin;il  
rrlediiintt: el uso cle uii espectrc~cicnsitó- 
1rii'ti.o Shiri-iaúzu l)ual-Wavcienrti~ 'TLC 
Scanner (:S-91 0, uriliz,,.incic> c<,jriio !oilgi 

tud de ond;i de  retereiici:i 330 !;r:i y co- 
mo longitud de olida ifc rcgistrc: :!iO rirn; 
el modo de meciida fue ci de reflcctanci,i. 
barriendo a una velocitiad cie 20 iiirri/ 
rmiinuto. Las áreas obtt:nidas ccir: las so-  
luciones problemas dc AG., ' L I  - (;TI cote- 
J ; I ~ ; ~ S  con sol~iciones de rz krcriciii pt-ep;i-- 
rad,rs en so!ución Krr,bs si:i habcr sido 
sometidas n incubaciori; ¿st;~s fuci-i-iii pla- 
nificadas de forma tal iic obtci~e:. ,iieas 
sirnilares a las observadas con las solucici- 
nes problemas. 

RESULTADOS 

Los valores obtenitlos para caila de.- 
rivado de  la bcncidrilamiria, rncdiiiritc 
los Métodos A y B, se ordenan en Tablas 
1 a 4 y Figuras 1 a 5. Al pie de las inis- 
mas se indica el valor F, calcu1;ido con ci 
fin de cotejar anibos métodos. Para la 
sustancia AB4 se cornparaii gráficamcntc 
los resu!tados obtenidos por espcctrodeti- 
sitometría y por el Método U :i partir cie 
idénticas soluciones. 

DISCUSION D I  LOS RESULTADOS 

a) Los coeficientes de corrclacióri obte- 
nidos con los Métodos A y U indican 
una relación lineal entre la serial dna- 
lítica y el rango de concentración uti- 
lizado. 

b )  LOS valores F calculados con los dos 
coeficientes de regresión sefiala~i que 
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- - - 

0,152 

Y i 
0,162 
O, 148 
0,148 

Y, 2 S ( n . 1 )  0,152 5 0,006 

Tabla 1. Valores de  Absorba 

0,300 0,379 0.582 
0,293 0,378 0,583 
0,319 0,384 0,598 

icia de BB2 (Yi) luego de la Extracción líquido-] 

0,124 + 0,025 0,274 2 0,032 0,398 + 0,017 0,487 2 0,051 

quido (itletucio .A) y de la separación crornatográfica en Capa Fina . - 

(Método Bj, para las distintas concentraciones expresadas en ?;m1 (X,). Ti +_ s;,,..~ j :  valores mediosde ~ b s o r b a n c i a  y desviación standard. 

Figura l a .  Análisis de HE2 (Extracción líqriido- 
liquido). Ordenada: Valores promedios de Ab- 
sorbancia de 4 determinaciones. Abscisa: Vaio- 
res de concentración en ylml. El análisis esta- 
dístico rechaza la hipótesis nula de que n o  exis- 
te  regresión o que /'l = O. Recta de Regresión: 
? = 0,0632 + 0,0133 X; intervalos de confian- 
za: 5.0; r = 0,9972. 

Figura l b .  AnAlisis de RB2 (Cromatografía Ca- 
pa Fina). Ordenada: Valores promedios de Ab- 
sorbancia de 4 determinaciones. Abscisa: Valo- 
res de concentración en y/ml. E1 análisis esta- 
dístico rechaza la hipótesis nula de que no exis- 
te regresión o que 0 = 0. Recta de Regresión: 
9 = 0.0045 + 0,0167 X; intervalos de confian- 
za: 5 %  : r = 0,3987. 



1 Método A 1 Yblétodo H 

Figura 2a. iZriálisis de AR, ( E x t r i c ~ i ó n  líquido- 
líquido,'. Ordenada: valort:~ promedios de .4b- 

y .  
I 

Y. + - S 

sorbancia de 5 cietermiriaciones; Abs~isas .  valo- 
res de concentración en y/ml. El análisis esta- 
dístico rechaza la hipótesis nula de que no cxis- 

Tabla 2. Valores de Absorbancia de AB4 (Yi) luego de la Extracciíin liquido-líquido (.k~étodv .SI) y de la sepa.racióii ~ r o r n a t o ~ r á f i c a  en Capa Fina 
(!détodo B ) ,  para las distintas concentraciones expesadas eri yjm! :Xi); Ti 2 ,: in . :  ) :  valores medios de AbsoiSancia y desviación standard. 

0,207 
0,250 
0,182 
0,217 
0,204 

0,212 2 0,025 

he regresiin o que 0 = O. Kecta dc Regresión: 
Y = -0,0468 -i- 0,0247 X ;  intrrva!os de can- 
fianza: 5% ; r = 0,9932. 

Figura 2Li. Análisis de !tf34 ( ~ r o r n ~ t o g r a f í a  Ca- 
pa Fina 1 .  Ordena&: ~ d i i l i e ~  promedios de Ab- 

0.531 
0,563 
0.536 
0,545 
0,538 

0,543 I 0 , 0 1 2  

sorbdncia dc 5 determinaciones. Abscisa: valo- 
r ts  de concentración en .¡m]. El análisis esta- 
dístico rcchazs 14 1iipi)tt~cis nula de que no exis- 

0,723 
0,689 
0,717 
0,780 
0,760 
P 

te regresióri o que fl =- O. Recta de Kegresion: 
Y = 0.0294 + 0.0263 Y ;  ir:rcrvalcs de confian 
ZA 5 %  ; r = 0.9950. 

0,8! 5 
0,922 
0,905 
0,853 
0.870 

0,740 2 0,035 0,158 + 0,028 

0,183 
0,178 
0,146 
0,170 

, 0,116 

0,281 + 0,024 

0,287 
0.271 
0,283 
0.316 
0.249 

0,514 2 0,024 0,811 $r 0,063 

0.521 
0,503 
0,540 
0,378 
0.327 

0,793 
0,835 
0,882 
0,714 
0.832 -- 





- Y .  , + - yn.l! / 0,190 k 0.019 1 0,404 5 0.029 1 0.536 * 0.020 1 0,636 * 0.020 1 (1.737 2 0.050 1 0.212 f 0.041 1 0,431 5 0,(12G 1 0.484 -' 0,012 1 0.628 i 0,055 

.r3bla 4, Valores de Absorbancia de AUio (Yii luego de la Extracción líquido-líquido ,i\fétodo :J j y de la separación cromatográgica eri Capa F:ina 
(12iitodo B j ,  para las distinras concentraciones expresadas en yitnl (x,,);Yi 2 s (,,.1;: valores n~edios de Absorbancia y desviación standsrtl. 

Figura 4a. Análisis de ABl(, 'Eutracción Iíqulciu- 
líquido). Ordenada: valores promedios de AL 
sorbancia d r  5 determin;ciortrc, Abscibr< -<dio- 
res de roncentiaciói~ en y'ni!. Ll atiilisi, estd 

dístico reLhaza Id hipótesis nula de que no exis- 
te regresión o que = O, Recta de Kegresiórl. 
h 

Y = (!.O368 t 0.0172 Y ,  inrervalc~s de con- 
f i n z a :  5% ; i = 0,9905. 

Figura 41). An.í!isis de A R I O  ;Cro!naroprafia La- 
pa Fina). Ordenada: va1orc.s p: crnedios de A!>- 
sorbancia de 4 derermiriaciories. Abscisa: valo- 
res de concenrraciiin en ?,/nil. El nnil isis  esra- 
d: , s r , ~ u  :. r e c h ~ r a  la Fiipóteiis tiula de que no exis- 
re regresihri (, q u e  fi = U. Recta de RegresiOn: .? 
Y - 0,í;381 " 0.0163 X :  intervalos de Lon- 
fi:iriza: 5 %  : : = U.9827. 
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Figura 5. Representación páfica de los valores 
de AB4 expresados en rng/ml hallados por Den- 
sitometría (abscisa) y por Cr~rnato~raf ía  en 
Capa Fina (ordenada). El análisis estadístico re- 
chaza la hipótesis niila de que no existe rgre-  
sión o que p =  O. Recta de regresión: Y = 
0,000479 + 1,0094 X; intervalos de confianza: 
5 % ; r = 0,9982. 

no existeri diferencias significativas 
para AB4 , BB2 y A B l o ,  para un nivel 
de probabilidad del 0,05; en cambio 
para el AB, existen diferencias alta- 
mente significativas. 

c) Puntualizarrtos qu.e en el caso de la 
sustancia AB, se destaca el Método 
B por su mayor sensibilidad. 

d )  Los parámetros estadísticos calcula- 
dos con los datos ordenados en la Fi- 
gura 5 señalan una correlación lineal 
entre las concentraciones recupera- 
das con cada método. El valor medio 
de la pendiente indica que se recupe- 

ran cantidades muy próxiinas por 
ambos métodos. 

e) Considerando la amplitud del inter- 
valo de confianza de la recta de re- 
gresión de la Figura 5, la iriterpola- 
ción a partir de un valor registrado 
mediante la espectrodensitornetría 
muestra una buena concordancia con 
los valores obtenidos con el Método 
B. Eri el caso en que el valor hallado 
por espectrodensitometría fuera de 
2,0 mglml corresponderían para el 
Método B valores de 2,02 ? 0,162 
mg/ml, intervalo que cubre ese valor 
con una probabilidad del 95%, resul- 
tando aceptable para nuestro propó- 
sito. 

De acuerdo a la discusión dc los re- 
sultados podemos concluir que el Méto- 
d o  B constituye una alternativa analítica 
válida para efectuar el seguimiento de la 
absorción de los cuatro derivados benci- 
drilamínicos, mediante la utilización de 
una metodología simple y de bajo costo. 
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