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RESUMEN

El ácido acetilsalicílico es un fármaco utilizado como analgésico, antiinflamatorio y

antipirético, disponible en todo el mundo y de uso común. El ácido salicílico es un

precursor en la síntesis del ácido acetilsalicílico y también se produce durante su

degradación. El método a emplear para determinación y cuantificación de estos analitos,

fue el método de cromatografía líquida de alta resolución acoplado a UV-VIS, al ser un

método que presenta muchas ventajas y características. Esta técnica se basa en una fase

estacionaria sólida y una fase móvil líquida. Los compuestos a analizar se disuelven en

un disolvente adecuado y la mayoría de las separaciones se hacen a temperatura

ambiente. Cabe mencionar que el objetivo de esta investigación fue determinar la

presencia de ácido acetilsalicílico y ácido salicílico mediante la cromatografía líquida de

alta resolución, para su identificación y cuantificación.

Palabras claves: acetilsalicílico, salicílico, cromatografía, hidrólisis.
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ABSTRACT

Acetylsalicylic acid is a drug used as an analgesic, anti-inflammatory, and antipyretic,

available worldwide and in common use. Salicylic acid is a precursor in the synthesis of

acetylsalicylic acid and is also produced during its degradation. The method to be used

for the determination and quantification of these analytes was the high-performance

liquid chromatography method coupled with UV-VIS, as it is a method that has many

advantages and characteristics. This technique is based on a solid stationary phase and a

liquid mobile phase. The compounds to be analyzed are dissolved in a suitable solvent

and most separations are made at room temperature. It is worth mentioning that the

objective of this research was to determine the presence of acetylsalicylic acid and

salicylic acid by means of high-resolution liquid chromatography, for their identification

and quantification.

Keywords: acetylsalicylic, salicylic, chromatography, hydrolysis.
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1.INTRODUCCIÓN

El ácido acetilsalicílico (AAS), es una droga de color blanco de consistencia sólida e

incolora, se los encuentra en forma de cristales de agujas. Químicamente es ligeramente

soluble en agua, fácilmente soluble en alcohol, éter y cloroformo. Es uno de los

medicamentos de mayor consumo en el mundo. Presenta propiedades antiinflamatorias,

analgésica y antipiréticas.1 En presencia de humedad se hidroliza en ácido salicílico lo

que provoca que su degradación cause toxicidad e irritación en la mucosa gástrica, por

lo que solo se lo puede usar de manera tópica, por los anteriormente explicado es

necesario identificar y cuantificar el ácido salicílico en la industria farmacéutica. Es por

esta razón que estos medicamentos deben cumplir con todas especificaciones de control

de calidad para brindar eficacia, estabilidad y seguridad al momento de su consumo.2

De esta manera a través de la técnica de análisis de cromatografía líquida de alta

resolución, es posible determinar la calidad y estabilidad de los fármacos. El principio

de esta técnica se basa en la separación de componentes de una sustancia, el cual consta

de dos fases; una fase móvil líquida y una fase estacionaria sólida. Tales fases presentes

en las diferentes muestras son escogidas dependiendo de las propiedades físicas-

químicas que tenga el compuesto. Las interacciones químicas entre la fase móvil y la

muestra y entre la muestra y fase estacionaria van a determinar el grado de polaridad y

la separación de los compuestos aislados de las muestras.3

Estas características permiten que esta técnica sea la más adecuada para analizar una

variedad de analitos de manera eficiente y contar con gran variedad de ventajas tales

como: no requieren de purificaciones exhaustivas, se pueden usar cantidades pequeñas

de disolventes, se usan analitos de cualquier peso molecular, y además de ofrecer la

separación de analitos a temperaturas ambiente.4

La aplicación de este método es de suma importancia ya que permite un mejor análisis

de los productos farmacéuticos y de sus principios activos usados en su fabricación y así

proporcionar resultados exactos, fiables y adecuados, para que cumpla el control de

calidad.
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Por lo tanto, la presente investigación tiene como objetivo determinar la presencia del

ácido acetilsalicílico y ácido salicílico mediante la cromatografía líquida de alta

resolución, para su identificación y cuantificación.

2.OBJETIVO

2.1 Objetivo general

● Determinar la presencia de ácido acetilsalicílico y ácido salicílico

mediante la cromatografía líquida de alta resolución, para su

identificación y cuantificación.

3.DESARROLLO

3.1 Ácido acetilsalicílico

El ácido acetilsalicílico, que se muestra en la Ilustración 1, más conocido como aspirina,

es un fármaco antiinflamatorio no esteroide, que pertenece a la familia de los

salicilatos.5 Actúa como antiagregante plaquetario, antipirético, antiinflamatorio y

analgésico. Juega un papel importante en la industria farmacéutica para el alivio de

síntomas moderados o leves tales como: dolor de cabeza, fiebre, dolor muscular y

prevención de la trombosis venosa, debido a su efecto inhibidor de la COX y

prostaglandinas.6,7
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Ilustración 1:Estructura del ácido acetilsalicílico.6,7

3.1.1 Propiedades físicas y químicas

Su peso molecular es 180.15 g/mol, cuya estructura molecular es C9H8O4. Tiene un

aspecto de polvo cristalino de color blanco en forma de agujas.8 Cuyo sabor es amargo.

Es medianamente soluble en agua, muy soluble en alcohol, éter, soluciones de acetato y

nitrilo, y cloroformo. En condiciones ambientales se hidroliza en ácido salicílico y ácido

acético.9

3.1.2 Hidrólisis del ácido acetilsalicílico

La hidrólisis del éster puede ser catalizada por ácido o inducida por una base.Durante

esta reacción, el enlace sencillo carbono-oxígeno del éster se rompe y el grupo hidroxilo

de una molécula de agua reemplaza al grupo alcoxi del éster. Se producirán dos

moléculas cuando se hidrolice la aspirina. 10 Una molécula contendrá un grupo de ácido

carboxílico que estaba presente en la molécula de aspirina original y un grupo hidroxilo

recién formado. La segunda molécula contiene un grupo de ácido carboxílico recién

formado. Esto dará como resultado la formación del ácido salicílico y el ácido

acético.En la Ilustración 2, presenta la hidrólisis de la reacción del ácido

acetilsalicílico.11

Ilustración  2:Hidrólisis del  ácido acetilsalicílico.11

3.2 Ácido salicílico

El ácido salicílico químicamente llamado (ácido 2-hidroxibenzoico), con propiedades

queratolíticas y antimicrobianas. Se usa principalmente en el tratamiento dermatológico

del acné, eliminación de verrugas y promover la descamación epidérmica. En la

Ilustración  3, se presenta la estructura molecular. 12
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Ilustración  3:Estructura del ácido salicílico.12

3.2.1 Propiedades físicas -químicas

Es un polvo de color blanco cristalino. Su fórmula estructural es C7H6O3 y su peso

molecular es 138.1g/mol. Su forma sintética es inodora y blanca. Es ligeramente soluble

en agua, altamente soluble en alcohol, éter, cloroformo y benceno. Industrialmente se lo

puede sintetizar a partir del dióxido de carbono y sodio fenólico por sustitución

electrofílica.13

3.3 Control de calidad de medicamentos

El control de calidad de un producto farmacéutico, es un conjunto de propiedades,

funcionamiento y características que presenta un producto, con el fin de garantizar y

asegurar su eficacia e inocuidad durante todo su tiempo de vida útil.14 Para garantizar

todas estas condiciones de calidad, se requieren seguir 3 parámetros fundamentales: la

eficacia del principio activo; la seguridad del medicamento que es determinada por la

correcta dosificación ,menor efectos secundarios; y la estabilidad del medicamento que

se basa en la cualidad en la que se debe mantener sus características establecidas como:

físicas, microbiológicas ,químicas y toxicológicas con la finalidad de garantizar el

acceso a medicamentos certificados y de satisfacer las necesidades de la personas que

los consume.15

Con lo anterior mencionado, es importante que se lleve a cabo el control de calidad de

los medicamentos mediante la aplicación de métodos cromatográficos los cuales

permitirán tener mejores resultados, confiables y reproducibles.
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3.4 Cromatografía líquida de alta resolución

Es una técnica ampliamente utilizada debido a su gran sensibilidad y versatilidad, ya

que permite obtener excelentes resultados y rapidez, siendo además un buen método

para la identificación y cuantificación de componentes.16 Su fácil adaptación, ha hecho

de esta técnica la más idónea para la separación de compuestos orgánicos, inorgánicos,

volátiles o termolábiles.17 Es un sistema que consta de dos fases, una móvil que es un

disolvente líquido que contiene a la muestra y una fase estacionaria que es un sólido. Se

realiza en columna y por sus características se ha convertido en la técnica más usada

para obtener rendimiento, eficacia y calidad.18

3.4.1 Selección de modo de operación de la cromatografía líquida de alta

resolución.

Se pueden mencionar dos tipos de procesos que se pueden usar para operar la

cromatografía líquida de alta resolución.

● Fase normal: método usado para la separación de analitos en

base a su polaridad. Se utiliza una fase estacionaria polar y una

fase móvil líquida apolar. Se usan como disolventes en la fase

móvil: hexano, cloroformo, éter dietílico.19

● Fase reversa: método usado de primera opción para muestras

que contienen sustancias no ionizadas o sales neutras y solubles

en mezcla de compuestos orgánicos y agua. Su fase estacionaria

es insoluble al agua mientras que la fase móvil es polar, donde

emplean mezcla de solventes tales como: agua/metanol o

agua/acetonitrilo.20

Los elementos indispensables aplicados en el cromatógrafo líquido son: sistema de

suministro de fase móvil, sistema de inyección de muestra, columna y detectores.21

3.4.2 Sistema de suministro de fase móvil

Consiste en un sistema de bombeo de alta presión para forzar el paso de la fase móvil a

través de la columna, a una velocidad precisa y constante. 22
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La naturaleza de la fase móvil es el factor clave en la separación. Puede trabajarse en

dos modalidades:

● Isocrática: : La fase móvil mantiene su misma composición para su

separación y elución, se usa un solo disolvente, o mezclas de disolventes

en proporciones constantes en función del tiempo.

● Gradiente: La composición se va modificando en función del tiempo

durante el análisis. Se pueden utilizar uno o más disolventes de distinta

polaridad.

3.4.3 Columna cromatográfica

Las columnas son de acero inoxidable, con una longitud de 3 a 300 mm. Presentan un

diámetro de 2 y 5 mm. El tamaño de partícula, está entre 3 a 10 µm. Esta eficiencia se

mantiene debido a las variaciones y disminución del tamaño de partícula de la fase

estacionaria.23

Se emplean dos tipos de relleno para las columnas.

● Relleno pelicular. Están compuestos por materiales de polímeros no

porosos o bolitas de vidrio de un diámetro entre 30-40 µm. En su

superficie se deposita en una capa delgada de silica, polímero y alúmina

● Partículas porosas: Son micropartículas porosas con tamaño entre 3-10

µm de sílice, que actúan como fases estacionarias. Son más fáciles de

empaquetar, pero menos eficaces que las segundas.

3.4.4 Sistema de inyección de la muestra

La inyección de un volumen preciso de muestra a la entrada de la columna en un corto

periodo de tiempo, los volúmenes son unos pocos microlitros. El sistema más utilizado

son válvulas rotatorias de alta presión, las cuales se pueden encontrar en dos posiciones.

La primera se basa en cargar la muestra con una jeringa, a una presión atmosférica. En

la segunda etapa, consiste en girar la válvula para hacer pasar el eluyente hacia la

columna. 24
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3.4.5 Detector

Un detector ideal debería ser sensible a pequeñas concentraciones de analito, dar una

respuesta lineal amplía, tener poco ruido de fondo y ser estable en el tiempo que dura el

cromatograma. Entre los más usados tenemos: espectrofotométricos, electroquímicos.25

4. METODOLOGÍA

La metodología empleada para la resolución de la presente investigación es de tipo

descriptiva no experimental, realizada mediante revisión bibliográfica de artículos

científicos relacionados con el tema, los cuales han sido encontrados en Google

académico, Pubmed, Scielo, Redalycs, Science Direct, Research.

5. CASO PRÁCTICO

1) Contexto o situación del problema (caso práctico)

En un laboratorio de control de calidad se sospecha que un lote de tabletas de ácido

acetilsalicílico ha sufrido hidrólisis durante su almacenamiento. Esta situación afecta la

calidad de la forma farmacéutica y se debe verificar la integridad química de dicho

ácido. Para determinar si el fármaco se ha hidrolizado, se debe seleccionar un método

cromatográfico instrumental.

2) Pregunta o preguntas a resolver. La pregunta para resolver el caso

¿Qué método cromatográfico instrumental, usted seleccionaría para identificar y

cuantificar el ácido acetilsalicílico y su producto de hidrólisis?

5.1   Solución al problema planteado

5.1.2 ¿Qué método cromatográfico instrumental, usted seleccionaría para

identificar y cuantificar el ácido acetilsalicílico y su producto de  hidrólisis?

Siendo el ácido acetilsalicílico un compuesto consumido y vendido mundialmente,

gracias a sus propiedades analgésicas, antipiréticas y antiplaquetarias. Debido a su

estructura química es estable en aire seco, pero en contacto con la humedad se hidroliza
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en ácido salicílico, siendo este un compuesto ulcerogénico, por lo que solo se lo puede

utilizar de manera externa. Con lo mencionado es de suma importancia que se lleve a

cabo la validación de métodos cromatográficos, como herramientas para establecer

seguridad, eficacia y estabilidad durante su proceso y consumo de este medicamento.26

Existen varios métodos cromatográficos que permiten la identificación y cuantificación

de este compuesto tales como: cromatografía de capa delgada, cromatografía de gases y

cromatografía líquida de alta resolución.

La cromatografía en capa delgada es un método sencillo, rápido que requiere de

pequeñas cantidades de analito que permiten el aislamiento e identificación de

metabolitos de interés. Gracias al uso de la incorporación de densitometría UV, como

método cuantitativo, se ha caracterizado por brindar una mejor velocidad y precisión del

analito, sin embargo, sus análisis no son tan sensibles a muestras complejas.27

La cromatografía de gases, es una técnica muy usada para separación, determinación de

pureza de los analitos volátiles. Entre las desventajas que presenta esta cromatografía,

una de ellas es que no se pueden analizar compuestos poco volátiles e iónicos y con

peso molecular alto.28 Por esta razón este método cromatográfico no sería aplicable a la

identificación y cuantificación de ácido acetilsalicílico.

Por otro lado, la cromatografía líquida de alta resolución se ha convertido en una de las

herramientas más usadas ya que presenta muchas ventajas y tiene la capacidad de

identificar, aislar y cuantificar compuestos orgánicos, volátiles y no volátiles. A

continuación, se mencionan las razones por las cuales se considera que este es el

método más adecuado para la identificación y cuantificación de ácido acetilsalicílico.29

Entre muchas de sus ventajas técnicas, este tipo de método tiende a ser más simultáneo,

estable y con mejor repetibilidad, y alta versatilidad, menor tiempo de elución de la

muestra, y además de contar con una mejor capacidad de sensibilidad y resolución de

los componentes que las cromatografías de capa delgada, fina y de gases.30

Como parte de la instrumentación la cromatografía líquida de alta resolución incluye

detectores, que son una parte fundamental para el equipo, por lo que su elección va

depender de la naturaleza química, además de considerar características como respuesta

universal, linealidad, y estabilidad. Su introducción a la cromatografía líquida de alta

14



resolución mejora su sensibilidad facilitando así la cuantificación y determinación de

los analitos en la muestra.31

En el caso del compuesto ya mencionado, se han realizado estudios utilizando diferentes

detectores o técnicas analíticas en combinación o independientes con el método, como

detectores de matriz de diodos, espectrometría de masas, que hacen énfasis para el

análisis rutinario y de los principios activo del ácido acetilsalicílico, y por último la

detección UV-VIS, que ha sido la herramienta más usada y preferida por ser un detector

específico, confiable, de gran selectividad e insensible a la temperatura.32 El ácido

acetilsalicílico por cromatografía líquida de alta resolución son captados por lo general

a 240 nm , mientras que el ácido salicílico a 290 nm ;debido a la elución se identifican

basándose en una comparación del tiempo de retención del estándar de referencia.33

Finalmente, para que todos los métodos y técnicas de análisis sean un instrumento de

selección debe cumplir con una variedad de requisitos, para tener una mejor

optimización.34 La validación de un método es un procedimiento analítico, por el cual se

miden las características en función del rendimiento del proceso a elegir, establecidos

por las normas de consejo Internacional de Armonización (ICH); estos deben cumplir

con ciertos parámetros tales como linealidad, selectividad, precisión, repetibilidad,

exactitud, límites de cuantificación y límite de detección.35

En los últimos años el uso de productos farmacéuticos como el ácido acetilsalicílico,

sigue siendo de gran interés por diversos investigadores debido a sus diferentes

propiedades farmacológicas y aplicaciones en la industria farmacéutica.36 Por lo que se

requiere seguir un adecuado control de calidad, mediante la aplicación de métodos

cromatográficos, por lo cual se han realizado varios estudios con diferentes métodos

aplicados a este analito para su determinación y cuantificación.

Muchos de estos estudios se han realizado por el método de cromatografía líquida de

alta resolución, los cuales han sido validados para verificar la idoneidad del método,

como se observa en la tabla 1.

Tabla 1. Validación del método de cromatografía líquida de alta resolución para la

determinación y cuantificación del ácido acetilsalicílico y ácido salicílico.
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Fármacos UV-VIS Fase móvil
y estacionaria

Velocidad de
flujo

Tiempo de
retención

Autores

Aspirina
y

Ácido
salicílico

229 nm Aspirina

296 nm Ácido

salicílico

Agua: acetonitrilo
(90: 10 v/v)

Phenomenex C18 columna
(50 × 4.6 mm, 3μm)

1.0 ml/min

1.8
y

2.9
min

(Saeed,

Hamzah y

Ahmed,

2018)

Ácido
acetilsalicíli

co
y

Ácido
salicílico

230 nm
Ácido

acetilsalicílico
y

Ácido salicílico

Acetonitrilo: solución
acuosa de

ácido trifluoroacético,
0,05% (30:70 v/v)

Novapack  C18
(150 x 3.9 mm, 4µm )

1.0 ml/min

1.61
y

2.72
min

(De

Aguiar et

al., 2009)

Ácido
acetilsalicíli

co
y
su

hidrólisis

237 nm
Ácido

acetilsalicílico
y
su

hidrólisis

Agua-acetonitrilo-ácido
ortofosfórico

(68: 32: 0,2 v / v / v)

Kinetex C18 columna
( 50 × 4.6 mm, 2.6 μm)

0.8 ml/min
1.9
y

2.53
min

(Lonca

et al.,

2018)

Fuente:40–42

Los siguientes estudios fueron realizados en dos combinaciones de compuestos, los

cuales fueron estudiados en diferentes formas farmacéuticas, empleando diferentes

disolventes y concentraciones en la fase móvil, y el empleo de columnas con diferentes

longitudes para la validación del método.

Así mismo en estos estudios se pueden apreciar que la técnica de cromatografía líquida

de alta resolución, es un método eficaz, rápido, para identificación y cuantificación de

los compuestos analizados, además que las condiciones mencionadas para la elección de

este método se pueden apreciar en la tabla 1.
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6. CONCLUSIÓN

Es de suma importancia que se lleve a cabo un control de calidad de las impurezas

orgánicas y su producto de degradación presentes en los diferentes compuestos

farmacéuticos. Por ello es necesario disponer de métodos analíticos que permitan la

cuantificación e identificación del analito a analizar.

El método de cromatografía líquida de alta resolución, se puede usar para la separación

del compuesto que se va a analizar, que según sus propiedades físico-químicas se

emplea el tipo de solvente. Además, esta técnica tiene como ventaja su gran

sensibilidad, rapidez y versatilidad debido a los diferentes modos de operación que

ofrece.

Al poseer estas características es de importancia que estas sean validadas a través del

cumplimientos de parámetros que le den una validación al método para utilización del

estudio y obtener datos que sean específicos, exactos y precisos. También es importante

aludir que para aumentar su potencia se hace uso de los detectores que se encuentran

acoplados de manera independiente.
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8. ANEXO

Anexo N° 1: Validación del método de cromatografía líquida de alta resolución para la

determinación y cuantificación del ácido acetilsalicílico en combinación de varios

fármacos.

Fármacos Parámetros de validación Fase móvil
y estacionaria

Tiempo de
retención

Autores

Pravastatina
y

Ácido
acetilsalicílico

Linealidad:R2=0.9999 (AAS )
R2=0.9998 (Pravastatina )

LOD: (AAS) 0.204μg/mL
(pravastatina) 0.077μg/mL

LOC: (AAS) 0.680 μg /ml
(Pravastatina)0.256 μg / mL

Precisión: 0,385% (AAS)
0,347% (Pravastatina)

Agua , acetonitrilo y
ácido acético

(40:59:01 v/v/v)

Phenomex C18
(200 mm × 4.6 mm, 5

µm)

3,6 y 4,6
min

(Athota,

Jagarlapudi,

Singampall,

2017)

Paracetamol,
Ácido

acetilsalicílico
y

Papaverina

Linealidad:R2=0.9995
(Paracetamol)

R2=0.9997 (AAS )
R2=0.9997 (Papaverina )

Precision: 0,7% (Paracetamol
0,9%      (AAS)
2,1%  (Papaverina)

Dihidrogenofosfato de
potasio

(25 mM, pH 3,43):
ACN

Zorbax SB-C18
(150 mm x 4.6 mm;

3.5µm )

2,4 y 5,8
min

( Kalma'r

et al.,

2014)

Ácido
acetilsalicílico

y
Bisulfato de
clopidogrel

Linealidad:  R2=0.999  (AAS )

LOD: (AAS) 0,0004 μg / mL
(Clopidogrel ) 0,0012μg / mL

LOC: (AAS ) 0,0012 μg /ml
(Clopidogrel ) 0.0007μg / mL

Precisión: 0,0550 (AAS)
0,0400 (Clopidogrel)

Tampón acetonitrilo
-metanol-fosfato pH

3.0 ( 500: 70: 430 v / v
/ v )

Columna C-18
( 150 mm x 4.6 mm

; 5µm)

2,58
y

9,73
min

(Omerdic

et al., 2020)

Fuente:35–37
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