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Studovalo sa oddelovanie kyseliny benzoovej, kyseliny salicylovej, kyse-
liny p-hydroxybenzoovej, ich soli, esterov a komplexnych zliGenin s pu-
rinovymi bdzami chromatografiou na vrstvéch silikagélu spevneného spdjad-
lom, ako aj na sypanych vrstvach kysliénika hlinitého. Sledoval sa vplyv
vzdjomnej interakcie medzi chromatografovanymi latkami a rozpastadlovou
stustavou, ako aj vplyv pH rozpustadlovej stistavy na oddelovanie latok
o blizkej chemickej Struktare. Zistilo sa, ze ich rozdelenie v zmesiach je
vyhodnejsie na silikagéli so spdjadlom, kedze sa tu uplatiuje dalsia moznost
tvorby vodikovych vizieb medzi silikagélom a chromatografovanymi
latkami, ¢o vedie k vaésim rozdielom v ich hodnotédch Rp. Na kysliéniku hli-
nitom sa javia iba malé rozdiely v hodnotach R pri vii¢sine tychto latok, ked-
7ze vzniké cheldt medzi hlintkom v adsorbente a karboxyhydroxylovym
zoskupenim niektorych z oddelovanych ldtok.

Chromatografia aromatickych kyselin na tenkej vrstve sa opisuje vo viacerych
pracach. Prvi pracu z tejto oblasti publikovali R. I.. Lyman a spolupracovnici
[11], ktori dspe$ne oddelovali kyselinu salicylovd, kyseliny rezorcylové, ako aj
mnohé iné latky na vrstve silikagélu spevneného Skrobom. Suéast rozpustadlovej
sustavy tvoril Skellysolve B. Polyetylénglykol ako zlozku adsorbenta za téelom
solubilizacie pouzili na oddelenie niektorych alifatickych a aromatickych kyselin
E.Knappea D. Peteri [8]. E. Stahla P. J. Schorn [17] pouZivali na oddelovanie
tychto latok silikagél so sadrou. G. Pastuska a H. Trinksova [14] oddelovali
aromatické kyseliny chromatografiou alebo elektroforézou na tom istom adsorbente.
Niekolko prac je venovanych chromatografii kyseliny benzoovej. kyseliny salicylovej
a inych kyselin v stvislosti so §tidiom oddelovania konzervaénych prostriedkov
[3, 10, 14, 17, 18].

Chromatografiou aromatickych kyselin z farmaceutického hladiska sa zapodie-
vaju prace (3, 5, 7,9, 12, 15, 16]. Napriklad J. W Frankenfeld [6] Gspesne oddelil
viaceré kyseliny v kyslej ststave heptan—Xkyselina octova. V dalsej praci sa ako ad-
sorbent pouzila okrem silikagélu aj zmes silikagélu a kremeliny [13], silikagélu a ce-
lulézy [15] alebo celuléza [4]. Opisuje sa aj chromatografia kyselin vo forme amén-
nych soli na silikagéli [1].
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Experimentalna dast

Chemikdlie a reagencie

Pracovalo sa na vrstvéch silikagélu G Merck, pripravenych technikou podla E. Stahla,
ktoré sa pred pouzitim aktivovali 30-minttovym zahrievanim v termostate pri 105 °C.
Dalej sa pouzil kysliénik hlinity CSN 685 132, ktory sa aktivoval a $tandardizoval
obvyklym spésobom; pH bolo 8,6, aktivita ca III (hodnoty Ry: azobenzén 0,70, p-meto-
xyazobenzén 0,42, suddnové zlt 0,20, suddnovd &erven 0,08). Zrnitost bola 0,075 mm,
hrabka vrstvy 0,6 mm. Okrem toho sa pracovalo na kysliéniku hlinitom dezaktivovanom
6 9, vdh. ladovej kyseliny octovej; pH takto upraveného kysliénika hlinitého bolo
4,6, aktivita ca V (hodnoty Rjp: azobenzén 0,95, p-metoxyazobenzén 0,88, suddnové
z1t 0,80, sudéanové Gerven 0,60).

Vsetky chemikdlie boli p. a. Etanol pouZity na pripravu rozpustadlovych stustav bol
99,5 9%,. Pouzil sa aj bezvody chloroform pripraveny z chloroformu p. a.

Analyzované latky sa detegovali po vysuSeni chromatogramu parami jédu. Kofein sa
detegoval aj Dragendorffovym ¢inidlom modifikovanym podla Muniéra. Teobromin
a teofylin sa detegovali 1 9, vodnym roztokom dusiénanu ortutného.

Pracovny postup

Pouzil sa postup bezny pri chromatografickom oddelovani na tenkych vrstvéch.
Pred chromatografickym oddelovanim na vrstvdach silikagélu sa chromatografickd
komora pol hodiny sytila pouzivanym rozpustadlovym systémom, kym pri chromato-
grafii na kysli¢niku hlinitom trvalo sytenie dve hodiny. Skimané létky sa nanéSali
v mnozstve 50 ug z etanolového roztoku.

Vysledky a diskusia

Vysledky chromatografického oddelovania Studovanych latok na vrstvich sili-
kagélu so spajadlom, a to kyseliny benzoovej, kyseliny salicylovej a kyseliny p-hyd-
roxybenzoovej, dalej salicylanu sodného, kyseliny acetylsalicylovej, metylpara-
bénu a propylparabénu, metylsalicylanu a fenylsalicylanu, kofeinu, teobrominu
ich komplexnych zlidenin s benzoanom a salicylanom sodnym, ako aj teofylinu,
st zhrnuté v tab. 1.

V tab. 2 st uvedené vysledky oddelovania tychto latok v dvoch neutralnych
a v dvoch kyslych stistavach na rozliénych adsorbentoch.

Ako vidiet v tab. 1, purinové bazy kofein, teobromin a teofylin bolo mozné
oddelit z viacerych $tudovanych ststav. Ako vhodné sa javili sustavy s alifatickym
alkoholom, akymi st systémy 1, 2 a 6 (tab. 1). Kyselina octovd nemé vplyv na od-
delenie purinov, kedZe sa ako silne polarne rozpustadlo pevne pita k adsorbentu,
&¢im dochadza k postupnému obsadzovaniu aktivnych centier adsorbenta tymto
rozpustadlom, ktoré je odnimané z eluénej ststavy. Vidiet to z toho, Ze pri sustavich
s obsahom kyseliny octovej sa vytvara druhé &elo, tzv. vedlajsie, ktoré je blizsie ku
Startu. Po toto Celo, ako je zname, prebieha vyvijanie kompletnym pouzitym elué-
nym systémom. Okrem toho vznikd aj hlavné Celo, ktoré tvori eluéna sustava
ochudobnena o polarnu zlozku [2]. Tento tkaz sa zaujimavym spoésobom uplatiiuje
pri sustave chloroform—adové kyselina octovi—etanol, kde kofein sa nachidza az
za druhym, dize vedlajsim &elom, kedZe st pre tto latku vyhodné ststavy obsahu-
juce chloroform a etanol. Rozdiely v pohyblivosti uvedenych troch purinovych
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derivitov na tenkych vrstvach chromatogramu sa mézu vysvetlit ich chemickou
Strukturou. V pripade teobrominu sa pri chromatografickom oddelovani uplatiiuje
enolforma amidického zoskupenia. Pri teofyline a kofeine je pre substiticiu dusikc-
vého atému v polohe 1 a 3 metylovou skupinou enolizacia karbonylovej skupiny
nemoZné, v dosledku ¢éoho pohyblivost teofylinu je védésia neZz pri teobromine.
Nizsie hodnoty Ry teofylinu v porovnani s kofeinom vyplyvaja z toho, Ze vodik na.
dusiku v polohe 7 mé kysly charakter, kym kofein vplyvom metylacie tiito vlastnost
nemé. Najvicsiu rychlost putovania kofeinu pri oddelovani chromatografiou na.
vrstvach si vysvetlujeme pritomnostou metylovych skupin, éim sa zniZuje stérickéa.
pristupnost. Tieto latky mozno oddelovat takmer vo vSetkych Studovanych susta-
véich uvedenych v tab. 1 a 2.

Vzajomné oddelenie salicylanu a benzoanu sodného bolo mozné v sustave 7 a §
(tab. 1). V obidvoch pripadoch bolo oddelenie latok spdsobené ¢iastotne vplyvom
pH, av3ak predovSetkym moZnostou tvorby vodikovych vézieb medzi salicylanom
sodnym a donorovou zlozkou elu¢nej ststavy. Tieto latky bolo moiné oddelit aj
v sustave dioxdn—ladovd kyselina octovd—chloroform na kysliéniku hlinitom
(tab. 2).

Metylestery a propylestery kyseliny p-hydroxybenzoovej sa dobre oddelujt
v sistavich benzén—éter—Tadova kyselina octova (pozri ststavu 3, tab. 1), kde
zlozky eluénej sistavy maji donorovy charakter. Propylparabén javi vyssie hodnoty
Ry nez metylparabén v dosledku rozdielnej priestorovej stavby ich molekuly.

Oddelovanie metylsalicylanu a fenylsalicylanu je dobré v sustave benzén—dioxan—

Tabulka 1
Oddelovanie $tudovanych ldtok na silikagéle G

Hodnoty Rp a rozpustadlové sustavy
Latka
1|2 | 3| ¢ | s | 6| 7 8
kofein 0,58 | 0.59 | 0,25 | 0,39 | 0,48 | 0,67 | 0,38 | 0,79
teofylin 0,36 | 0,48 | 0,15 | 0,15 | 0,36 | 0,57 { 0,26 | 0,73
teobromin 0,22 | 0,33 | 0,07 | 0,13 | 0,22 | 0,47 | 0,18 | 0,50
benzoan sodny 0,82 | 0,78 | 0,83 | 0,93 | 0,77 | 0,82 | 0,75 | 0,75
salicylan sodny 0,84 | 0,80 | 0,87 | 0,95 | 0,80 | 0,85 | 0,80 | 0,80
propylparabén 0,78 | 0,87 | 0,81 | 0,86 | 0,76 | 0,88 | 0,84 | 0,70
metylparabén 0,74 | 0,82 | 0,68 | 0,82 | 0,70 | 0,85 | 0,74 | 0,60
kyselina salicylovéa 0,88 | 0,77 | 0,96 | 0,96 [ 0,86 | 0,93 | 0,88 | 0,79
kyselina benzoové 0,78 | 0,71 | 0,94 | 0,94 | 0,79 | 0,90 | 0,84 | 0,73
kyselina p-hydroxybenzoové 0,66 | 0,31 | 0,38 | 0,38 | 0,52 | 0,58 | 0,53 | 0,71
kyselina acetylsalicylové 0,88 | 0,78 | 0,86 | 0,96 | 0,89 | — — 0,80
fenylester kyseliny salicylovej 0,83 | 0,90 | 0,91 | 0,95 | 0,89 { 0,91 | 0,86 | 0,84
metylester kyseliny salicylovej 1,00 | 1,00 | 1,00 | 0,97 | 0,90 | 0,93 | 0,96 | 0,90

Sustava: 1. chloroform —etanol —Tadové kyselina octové 95 : 2,6 : 2,5;

2. chloroform —cyklohexdn—Iadovd kyselina octovd—etanol 80:10:5:5;
3. benzén — éter —Iadové kyselina octovéd—metanol 30 :15: 4,5: 0,25;

4. pentén —izopropyléter —Iadové kyselina octové 60 : 40 : 5;

4. benzén —dioxédn—Iadovéd kyselina octovéd 70 : 26 : 4;

6. benzén —metanol —Iadové kyselina octové 40 : 5,5 : 4,5;

7. benzén —dioxén—Iadové kyselina octovd 90 : 25 : 4;

8

. etanol—voda—amoniak 25 9 25: 3 : 0,25.
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Tabulka 2
Oddelovanie skumanych litok na rozliénych adsorbentoch

Hodnoty Rp, adsorbenty, rozpustadlové sustavy
Latka I I IIT v
4 | B | ¢ A | B A A B
teobromin 0,30 | 0,32 | 0,67 | 0,17 | 0,29 | 0,22 | 0,22 | 0,30
teofylin 0,36 | 0,42 | 0,77-| 0,25 | 0,37 | 0,36 | 0,36 | 0,43
kofein 0,44 | 0,67 | 0,87 | 0,52 | 0,62 | 0,68 | 0,48 | 0,73
benzoan sodny 0,00 | 0,00 { 0,00 { 0,00 | 0,00 | 0,82 | 0,77 0,75
salicylan sodny 0,00 | 0,00 { 0,00 { 0,00 | 0,00 | 0.84 | 0,80 | 0,18
kyselina benzoova 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,78 | 0,84 | 0,00
kyselina salicylova 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,88 | 0,88 0,00
metylparabén 0,40 0,62 0,75 0,20 0,28 0,74 0,70 0,55
propylparabén 0,48 | 0,65 | 0,75 | 0,23 | 0,33 | 0,78 | 0,76 | 0,65
metylester kyseliny salicylovej 0,50 | 0,67 | 0,80 | 0,80 | — 1,00 { 0,89 | 0,65
fenylester kyseliny salicylovej 0,45 | 0,67 | 0,75 | 0,80 | 0,58 | 0,83 | 0,89 | 0,55
kyselina p-hydroxybenzoova 0,50 | — — 0,00 | 0,00 | 0,66 | 0,52 | 0,35
kyselina acetylsalicylova 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,88 | 0,80 | 0,10
A. silikagél G;
B. kysliénik hlinity alkalicky, aktivity III, pH 8,6;
C. kysli¢nik hlinity kysly, aktivity V, pH 4,6;
I. benzén—etanol 80 : 20;
II. chloroform —etanol 95 5;

II1. chloroform —ladova kyselina octovda —etanol 95 2,5 2,5;
IV. chloroform—dioxdn —ladova kyselina octovd 70 26 : 4.

—Tadova kyselina octova (tab. 1), kde dochddza k zniZeniu adsorpcie tychto latok
vplyvom obsadzovania aktivnych centier silne polarnou kyselinou octovou [2].
Tym sa zvysi moznost oddelenia uvedenych latok, kedZe si malo naadsorbované
a tym unésSané eluénou sustavou.

Oddelenie kyseliny benzoovej, kyseliny acetylsalicylovej a kyseliny p-hydroxy-
benzoovej bolo dobré iba v sustave benzén—dioxdn—Iladova kyselina octovd na
silikagéli so spajadlom (tab. 1). Rozdiely v oddelovani st ovplyvnené ich chemickou
struktirou a z toho vyplyvajicou rozdielnou schopnostou vytvarat vodikové vizby.
Polarita tohto systému m4 zasa vplyv aj na rozdielnu pohyblivost kyseliny salicy-
lovej a kyseliny acetylsalicylovej, ktord je niZ8ia pri kyseline salicylovej neZ pri
kyseline acetylsalicylovej vplyvom karboxyhydroxylového zoskupenia kyseliny
salicylovej. Maximalna pohyblivost kyseliny acetylsalicylovej v tejto ststave je
ovplyvnens donor-akceptorovym charakterom karboxylovej a esterovej skupiny,
ktory umoziiuje tvorbu vodikovych vézieb so zlozkami eluénej sustavy. Oddelenie
kyseliny salicylovej a kyseliny benzoovej je mozné v stistave 1, 2 a 5 (tab. 1) vplyvom
ich rozdielnej moznosti tvorit vodikové vizby so zlozkami rozpustadlovej ststavy.

Oddelenie tychto latok bolo vyhodnejsie na silikagéli, ¢o vyplyva z dalSej moZnosti
tvorby vodikovych vizieb medzi silikagélom a chromatografovanou latkou a vedie
k viaésim rozdielom v hodnotich R tychto latok o blizkej chemickej Strukture. Na
kysliéniku hlinitom tdto moZnost pri uvedenej skupine latok nielenZe odpadd, ale
dochédza aj k vzniku chelatov medzi hlinikom a karboxyhydroxylovym zoskupenim
[19].
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Kysliénik hlinity sa ako adsorbent osved¢il na oddelenie purinovych baz bez
pritomnosti komplexotvornej zlozky, na oddelenie metylparabénu a propylparabénu,
ako aj fenylsalicylanu a metylsalicylanu. Metylparabén a propylparabén v benzéne
s 20 9%, etanolu na silikagéli G bolo mozné oddelit v zmesi s kyselinou boritou, dalej
s taninom a tetraboritanom sodnym v oftalmologickych pripravkoch, ako aj vo
vodnom roztoku cukru za pritomnosti kodeinu. Oddelenie kofeinu od benzoanu
a salicylanu sodného sa uskutoé¢nilo v tabletdch po jeho vytrepani do chloroformu
za pritomnosti lulkového vytazku, fenobarbitilu, fenacetinu, kodeinu, antipyrinu
a dalsich inych latok.

PA3JAEJEHHE BEH30MHON 1 CAJIUINJOBON KUCJOT, UX COJIENA,
9@UPOB 11 KOMIIJIEKCHBIX COEOIUHEHUI C NMYPIHOBBIMU
OCHOBAHHMAMH

M. Ilapmynosa, B. lIsapu, JI. Kpacuen, Rum Xu

Kourpoabsnaa mabopatopus jgekapcers O61acTHOTO MHCTITYTA 37,paBOOXPaHeHU,
Bparucaasa

Hayuno-iccieoBaTeIbCKMil HHCTHTYT IIPHPOAHBIX JIEKAPCTB,
ITpara
Hayuso-ncciegoBareaberuii uncrutyT dapmaiestiieckoro gaxkyabrera YHIBEPCUTETA
um. Homenckoro, Bparuciasa

Hayuamocor pasgesenie GensoliHolt, camuipaoBoii 1 n-ruapoxculen30iiHoll KICIOT, MX
coueit, DQUPOB I KOMIUIEKCHBIX COefMHEHIIl C MypPUHOBBIMU OCHOBAUAMI C MTOMOLILIO XPO-
marorpaduu na caoax. lcciaemoBanocs BisiHIe B3aIMOJetCTBIA MeXAYy Xpomarorpadupo-
BaHHBLIMHI BellleCTBAMII II CHCTeMoii pacTBopuTeell, a Takie BiauAHMe pH cucremsl pacTso-
piiTerneil Ha pasfedeHHe BeuectB ¢ OaM3KON XuMuyeckodl crpykrypoit. Hamum, yro mx
pasjenciuue B CMECAX Ha CILIMKArese cO CBA3YIOLMM BeLeCTBOM MPOMCXOANT Jydile, T. K.
IIPH 9TOM CO3[AeTCA BO3MOKHOCTL 00pasonaliA BOJOPOAUBIX CBA3EH MeMHAY CUIUKAreaeM
I Xpomartorpa@upoBaHHBIMKM BelIeCTBAMH, YTO NPUBOAUT O GOJBUINM PACXOMIEHMAM MX
suavyennit Rp. Ha okicn adloMIHUA MPOMCXOAAT TONBKO MaJible PACXOMEHUA 3HAuUeHUl Rp
771 GOJIBIIMHCTBA DTHX Bell[eCTB NP1 00pA30BAHMU XeNaToB MexAy aloMUHIEeM B afcoplenTe
H KapOOKCHTIAPOKCILILHON MPYNIMHPOBKOI HEKOTOPHIX paselAeMBIX BelleCTB.
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THE SEPARATION OF BENZOIC ACID, SALICYLI1C ACID,
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The separation of benzoic acid, salicylic acid, p-hydroxybenzoic acid and their salts,
osters and complex compounds with purines was studied on thin layer chromatography.
The interaction between the substrates and solvent system, as well as the influence of
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PH of the solvent system on the separation of the closely related substances was investi-
gated. It has been found that the separation of these mixtures is more favourable on
silica gel with a binding matter, since there is a further possibility to form hydrogen
bonding between silica gel and substrates which results in a greater difference in their Rp
values. On alumina, there is only little difference in Ry values of most of these substances
because of the chelating character of the bond between aluminium in the absorption
material and carbohydroxy grouping of some of the substances to be separated.
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Translated by Z. Voticky
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