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Nuevo método de determinación del contenido de 
ácido glicirrícico en el extracto de raíz de regaliz 

por 

J. M RTI ; y M.• C. G RClA R MBAO 

Premio e ABELLO, S. A.• 

R ESU MEN 

Se han puesto a punto dos nuevos métodos de determinación cuantitativa de 
~cido glicirricínico en Ra.di.x liquiritiae. Se ba an en la extracción del produ to 
natural con metanol/agua y poster ior aná li sis di.re to del g lucósido utiliza ndo cro­
matogra fía en capa fü1a -densitometría y cromatografla líqu'ida de alta cficncia 
(H P LC) respectivamente. Estos métodos re han compa rado con otros dos de • 
critos en lo que el anális is se efectúa sobre el produto de hidrólisis del ácido 
glicirricínico, el ác ido glici rre tín.ico. De to los ellos resulta el más ventaj so el 
método que uti liza la cromatogra fía líquida de alta eficacia por su up ri r exac· 
t itud , preci sión y menor ti empo ele análisis. 

SUMMARY 

Two new meihod for thc quant itat ive cleterminati n of glycy rrhizini acid in 
Radis liq11iritiac are described. Afte1· the extraction o! t he ur e rnateri, 1 w.itb 
methano water , th crude extract i analys <l by u ing thin lay r chrom, t raphy­
densitometry and l1igh períormance liquid chrotnatogrnphy r pcctivcly. Th se 
mcthods have been comparcd with t1 o othcr ci t-e<l ÍI\ th lit ra tur wi h p rí rm d 
the analysis over thc hydrol isi s product oí glycyrrhitini a id , the glycyr1·h tinic 
aci cl . Amo11g them, thc HPL has been proved to b thc m L ac urate, 1· pro­
ducible and the le ti me con uming. 

l. l NT:R CI 

Radix liquiritiae, la raíz de Glicirriza glabra L., un d Jos 
medicamentos más antiguos conocido . F u utili zada por g ipcios, 
g riego y romano , contra catarro y r fr-iados, ab e o , asma y 
contra Ja ed. E a imi mo uno de lo producto principal utiliz:i . 
dos eí1 las medicina china y japone a atribuyéndos [ propi dad 
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analgésicas y antiinflamatorias. La consideración de que disfruta aún 
hoy día en Europa se manifiesta en el hecho de que es oficina} en 
la mayoría de las farmacopeas. 

Los componentes farmacológicamente más importantes son los. 
flavonoides, tiquiritina e isoliquiritina y et triterpeno glicirricina (sal 
potásica, amónica o cálcica del ácido glicirricínico) debido a este 
hecho y a que diversos derivados de este compuesto poseen notables 
actividades terapéuticas ( carbenoxolona), se explica la importancia. 
de la determinación cuantitativa de ácido glicirricínico en la raíz de 
regaliz. 

Existen actualmente cerca de 50 métodos que se ocupan de este 
análisis, lo que pone 'de relieve las dificultades que se presentan en 
fa determinación cuantitativa de este producto. Esto se debe funda­
mentalmente a su compleja composición habiéndose aislado actual­
mente 18 triterpenos (1), 25 flavonoides (2) y otros diversos tipos de· 
sustancias (3). 

La literatura acerca del análisis cuantitativo del ácido glicirrícico 
en Radix liquiritiae ha sido revisada hasta 1964 por Murawjew y­
Ponomarjew (4) y más recientemente por Vondenhof y col. (5),. 
Thieme y Hartmann (6), Zwaving (7) y Ferrero y Specchia (8). Otros 
autores (9) han estudiado críticamente este problema con el fin de· 
su aplicación a farmacopeas. 

Murawjew y Ponomarjew (4) dividen los métodos utilizados has­
ta 1004 en los tres grupos siguientes: 

a) Aislamiento del ácido glicirricínico con determinación cuanti-· 
tativa del mismo por métodos gravimétricos, volumétricos o en cro­
matografía de papel y posterior determinación fotométrica. 

b) Determinación del ácido glicirretínico, obtenido por hidrólisis 
del ácido glicirricínico por métodos : polaro¡rráficos, colorimétricoa 
o gravim~tricos (la hidrólisis del ácido glicirrlcico conduce a lcido­
gllcirrético y dos moles de leido glucur6nico, ver. fig. 1). 

e) Determinación indirecta de la parte azúcar del gluc6sido­
(t'j. con t'l ructivo de Fheling). 

Los métodos surgidos a partir de esa fecha, estln basados en stt 
gran mayoría, en ta detección del ácido glicirrético por medios es· 
pectrofotométricos directos o bien a través de derivados adecua ­
dos (O) ; en éstos se somete comúnmente aJ producto crudo de hidró­
liais a una posterior purificación cromatorrlfic:a, ya sea a través de 
columna (10) o en capa fina unidimensional (11) o bidimensional como 
el método de Ja DAB-7 DDR o el de Thieme 1 Hardmann (8). Más 
recientemente, se han descrito !Mtodos que utitiaan la cromatografía 
de gases a través de Jos derivado• trimetilsililadoa o metilados del 
ácido glicirrético (1\, 12-1'), así como la cromatografía líquida de alta 
paesión (HPLC) del producto hidrolizado {16), asi como sin hidroli-
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zar utilizando columnas de intercambio aniónico (16-19) o de fase re­
serva (20) . 
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Fig. 1.- H idr6lisi1 del ácido r!icirricico. 

De las variaciones obtenidas con los distintos métodos citados dan 
una idea los valores obtenidos por Steinegger y Marty (9) sobre la 
misma raíz que varían entre el 2,9' por 100 y el 7,67 por 100, usando­
cuatro métodos distintos o los obtenidos por Vondenhoff y col. (5), 
que obtienen contenidos en ácido glicirricinico entre el 4,9 por 100 y· 
el 16,8 por 100 usando métodos que van desde el clásico gravimétrico­
hasta el gas-cromatográfico del derivado trimetilsililado. 

~sta disparidad de resultados puede explicarse por 1011 siguientes 
mot1vos: 



186 J . MARTÍN Y 11:.• C. GARdA RUll:BAO 

i) Diferentes disolventes empleados para la extracción: esto pue­
de dar lugar, por una parte, a no agotar totalmente la raíz si no se 
utiliza el disolvente ideal, y por otra parte, cuando se usan disolve1. 
te~ ácidos (es habitual emplear mezclas de etanol o acetona con áci­
dos inorgánicos) a la hidrólisis parcial del ácido glicirricínico a su 
aglicón originando en ambos casos resultados en defecto. 

ii) Cuando el análisis se efectúa sobre el producto de hidrólisi~. 
fas condiciones experimentales influyen en el rendimiento de la ope­
ración. Así, Vondenhoff y col. (5) indican que al medio de hidrólisis 
debe añadírsele de un 10 a un 30 por 100 de dioxano para que la 
reacción se realice de modo cuantitativo, aunque reconocen que el 
ácido glicirretínico se descompone por efecto térmico en las paredes 
del recipiente. Proske (21) opina que ningún método de los conocidos 
proporciona rendimientos precisos en la hidrólisis del glucósido, in­
dicando que los rendimientos máximos alcanzados por ellos varían 
entre el 82 y el 85 por 100 incluyendo . la separación final por CCF. 
Este hecho conduce igualmente a resultados inferiores a los reales. 

iii) Influencia decisiva poseen los diferentes métodos de detec­
ción finales utilizados. Así, los métodos no selectivos tales como las 
gravimetrías, volumetrías, polarografías y espectrofotometrías reali­
zadas directamente sobre los crudos sin purificaciones exhaustivas, 
dan lugar a valores muy altos ya que la mayor parte de los triterpe­
nos pentacíclicos y otros productos que componen la raíz, poseen 
grupos funcionales (carboxilo, carbonilo alfa-beta no saturado, etc.) 
y polaridad similar a los de Jos ácidos glicirrícico y glicirrético. Son 
evidentemente mucho más precisos los que utilizan una detección final 
más selectiva, esto es, los métodos cromatográficos ya sea en capa 
fina, papel o de gases o líquidos. Así, los autores que han estudiado 
en conjunto todos Jos métodos opinan que el mejor es el que utiliza 
la cromatografía de gases a través del dttivado metilado (5) o bien 
la purificación por CCF del producto hidrolizado y posterior deter­
minación espectrofotométrica (7, 9). Por otra parte, la rapidez, la 
posibilidad del an61isi!1 directo sin recurrir a hidrólisi! ni formación 
de derivados y el potente poder de resolución de la cromatografía 
líquida de alta eficacia, parecen indicar que esta técnica es la más 
adecuada para este tipo de análisis. 

A la luz de ta información bibliográfica disponible, de nuestra 
propia experiencia y de lo anteriormente expuesto, se pretende en 
este trabajo realizar una contribución al análisis cuantitativo del 
ácido glicirrícico. el RadiK liq .. iriliat, insistiendo fundamentalmente 
en 1011 aig uientes aspectos : 

a) E ncontrar el método d~ extracción idóneo, que !!ea capaz de 
extraer la mayor cantidad posible de 'cido glicirrícico y no dé lugar 
a la aparición de productos de hidrólisis y/ o descomposición. 

~ 
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b) Efectuar la detección final del método analítico por técnicas 
cromatográficas, muy selectivas, utilizando técnicas instrumentales: 
GC, HPLC y CCF-densitometría. 

c) Siempre que sea posible efectuar el análisis directo del ácido 
glicirricico sin tener que recurrir a procedimientos hidrolíticos que 
pueden no ser totales, pueden descomponer el ácido glicirrético for­
mado y conducen en cualquier caso a alargar innecesariamente el 
tiempo de análisis. 

2. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

2.1. Estudio de los métodos de extracción 

De los numeroso métodos citados en la literatura (22) se han es­
cogido en este trabajo tres que pueden considerarse típicos y que 
s~ encuentran detallados en la parte experimental. Se han estudiado 
los siguientes aspectos de Ja extracción : 

- Número de extracciones necesarias para agotar la raíz. 
- Presencia de otros componentes que puedan interferir en Ja 

etapa final de análisis. 
- Cantidad total de ácido glicirrícico extraído. 

En la tabla I se encuentran los resultados obtenidos. 
El análisis final se ha efectuado por HPLC como se indica en et 

apartado 2.4, figura 7. El método B es el descrito por Sticher y Sol­
deti (20) aunque a temperatura ambiente en vez de a 400 C como in.: 

T A BLA I 

Es ludio dt los mi todos dt t .rlracción: M #todo .4, agua a rtflujo; ml todo B. 
08114/nltlano/, O temperalNt"O ambitlllt ; tnltodo C, OctlOlfO/ dtido rufftfrlco 1 ta' 

100 a ttmpt,.atxro 11mbir"tt 

A. gllclrrlclen 
•¡, 1obr1 ti total C1bttnldo lft 111 

dlrer1ntt1111raocion11 
total extrafdo ,.,,\ Primera Se1n1nda Teroer• 

Ultodo A ••.•.•.••. • . 4.13 9t e 2 
M6todo B • • •• .. . ... .C,31) 80 16 6 
M6todoC •. •.••...•.. 3,98 91 8,1 º" 
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dican estos autores. Nosotros hemos comprobado experimentalmente 
que se llega a los mismos resultados a las dos temperaturas. 

De los datos indicados en la tabla 1 se pueden extraer las siguien­
tes conclusiones : 

i) Con tres extracciones sucesivas puede considerarse totalmente 
agotada la raíz, especialmente en los métodos A y C. 

ii) Los tres métodos dan lugar a cromatogramas muy similares, 
no observándose en ninguno de ellos otros componentes que puedan 
interferir en el análisis. 

iii) En la columna l ... se observa que se obtiene un resultado más 
alto con el método B. Esta diferencia es significativa teniendo en 
cuenta la precisión de los métodos utilizados (ver. 2.5). 

Estos hechos experimentales pueden explicarse por las condicio­
nes térmicas y por los distintos disolventes utilizados en las tres ex­
tracciones. El método B utiliza unas condiciones más suaves, y aun­
que en la primera extracción da lugar a una menor cantidad de ácido 
glicirrícico extraído, el conjunto de las tres da un resultado global­
mente mayor que por los otros dos métodos. Estos, utilizando en 
un caso agua a ebullición y en el otro acetona/ácido sulí6rico 1 por 
100 a temperatura ambiente, aunque agotan antes la raíz, dan lugar 
a un resultado global más bajo probablemente debido a hidrólisis 
parcial del ácido glicirricico. 

A la vista de estos resultados, se ha utilizado en este trabajo y 
en las experiencias que a continuación se describen, el método de 
extracción B. 

2.2. Cromatografía tn cato /ina-dmsitom,trla 

Se han probado una serie de eluyentes para el extracto de regaliz 
con el fin de dilucidar cuil da lugar a una mejor separación del pro­
ducto en t'Studio del resto de los componentes de la muestra. De 
entre los probados sólo se consigue la elución del icido glicirrícico 
con los siguientes: n·butanol 7 : metanol S : agua l ; 11-butanol 5: 
amoniaco 3N 2 : etanol 1 ; •butanol 6 : ácido acético glocial 1 : agua 
8 y tt-butanol 2 : ácido acético glacial 1 : agua 1, siendo con éste últi­
mo con el que se consigue la mejOf' resolución, dando lugar et icido 
rllcirTkico a un Rf aproximado 0,2. 

Para ta cuantificación del compuesto, una vez desarrollada la pla­
ca, algunos autores (28) han seguido la técnica de la eluci6n de la 
mancha con etanol y lectura espectrofotométrica, siendo como indi­
can ellos, el tiempo de anilisis de alrededor de doce horas. Nos ha 
pareeido m•s ce>nveniente en este trabajo efectuarla por densitome­
tria que tiene como ~ntaja fundamental el corto tiempo de análi1is. 

T 
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y que según nuestro conocimiento no se encuentra para este com­
puesto, descrita en la bibliografía. 

Para aumentar el poder de resolución se han elegido placas de 
:!=ilicagel para nanocromatografia (HPTLC) aplicando en cada caso 
cantidades de muestra equivalentes a 100-500 ng./mancha. 

Las lecturas se efectúan a 252 nm. ya que éste es el miximo de 
reflectancia UV (ver fig. 2) y efectuando el barrido en el sentido del 

lc14o tllclrrfalao 

~- • 152 n•. 

: 

\ --
.1 

Ul 1,10 
' · 

Fig. 2._:...bpectro de ~~eetancia u. v. 
de leido, . fiici~d,nic~: Rendija: ~. )< o.T 
mm. Velocidad de ·barrido mm/min. 

Fi¡. 8.-0~ait~¡rama . de e~tracto de. rernliz en tJ 
. m.Odo de relectancl~. ~ • 252 nm . . 

Atn. &,li V. 
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cromatograma. En la figura 3 puede observarse un típico densito­
grama de un extracto metanólico acuoso de regaliz en que cabe 
destacar el solapamiento de picos, lo que indica la falta de resolución 
de los componentes de la mezcla. 

La disposición de las manchas correspondientes a la muestra y 
a las diferentes disoluciones «standard» se efectúa según la técnica 
del par de datos (24) y el cálculo de concentración de la muestra se 
realiza por interpolación gráfica en la recta de calibrado formada 
representando concentración frente a alturas de las manchas tcstan­
dard». En estos niveles de concentración las alturas dan lugar a me­
jores rectas que otros parámetros que caracterizan el pico cromato­
gráfico (ver tabla II). 

TABLA 11 

Cflantificación dtl 6cido glicirrfáco tor 
dtnsilomtlrfa . e otficitnlt dt corrtlacid1J 
dt /a.r rtctat dt calibrado formadas rttrt· 
untando: olhlros (A}, 6rtas (A ) o 6rtos 
al cwadrado (A•) jrtnlt a conctntración 

h/c •• • • ,. 

A/e, ... .. 

A•/o ..... 

(e) . 11 • 5 

Coeíiclente de correlación (r) 

0,997• 
0,9978 

º·"'ª 

2.3. Cromatografía dt ga..tts 

Et anllisis por eromatografia de gases se ha realizado según la 
técnica de crita por Vondenhof y col. (~) a través del derivado me· 
titado del •cido glicirrético utilizando diazometano como ageute me­
tilante. La hidrólisis del crudo ae realiza con dioxano/,cido sulffuico 
ya que parece ser cata muela la que da lugar a resultados más cuan­
tatlvo . Se ha elegido e1te derivado antes que eJ st1ilado ya que con­
duce a una mayor repetitivldad del método anaHtico. Se utiliza com0> 
utandard• lntemo ofeanolato de metilo y en la figura i puede verse 
un crom tograma de ga1H efectuado en las condiciones indicadas ea 
la parte experimental. 
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'·ª 

1' , St 

Fig. 4.-Cromatograma correspondiente al aniliai1 de un crudo de 
regaliz bidrolizado y metilado. '• =9,80 oleanolato de metilo (S. l.), 
'• = 16,51 glicirretato de metilo. Las condicionu cromatorráficu 1e 

indican en la parte experimental. 

2.4. e romato grafía liquida de alta eficacia 

Esta técnica aplicada a este problema ha sido estudiada por diver­
sos autores (15-20) obteniendo, a nuestro juicio, los mejores resul­
tados Sticher y Soldeti (20), quienes han utilizado fase reversa para 
la separación y que después de un intensivo estudio han llegado a 
las conclusiones siguientes : 

- Utilizando como eluyente mezclas alcohol/agua, se obtienen 
picos anchos con muchas colas. 

- La adición a estas mezclas de ácido acético en proporciones 
cercanas al 5 por 100 hace aumentar notablemente el número de pla­
tos teóricos. 

Encuentran como eluycnte ideal la mezcla ternaria metano) : agua : 
ácido acético glacial (50: '4: 6) a un flujo de 2 ml./min. ; sin embar­
go, en el cromatograma que obtienen aparece solapado al pico co-
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rrespondiente a ácido glicírrico otro de menor intensidad no obte­
niendo por lo tanto una total resolución. 

Teniendo en cuenta estos resultados se han fijado en este trabajo 
los siguientes parámetros : 

i) Utilizar una columna de fase reversa. 
ii) Efectuar la detección con un detector de longitud de onda fija 

a 254 nm. Este valor se encuentra muy cercano al máximo de absor­
·ción, 248 nm. (20). 

iii) Realizar la separación en condiciones isocráticas que simpli­
fican el método y son más seguras para análisis cuantitativos. 

Mezclas metanol-agua-ácido acético 

Puede verse en la figura 5 un cromatograma obtenido con el ex­
tracto metanólico del proceso de extracción B utilizando las condi­
<iones de Sticher y Soldeti pudiéndose apreciar la separación incom­
pleta de los componentes de la mezcla. Un cambio en las proporcio-

ti,., 

FI&. 1.--cro.ato,..._ -s. .atracto ... 
tanólko d. nplla. Cohumw: 11·Bonda­
p1Jr C-18. m.,.nte ..uaol : ap, id· 
4o acftico pci.a1 (11: ff : t). , Flojo : 
1 mJ/mia!I, Det9cciótt : Ui Vl .. .._, 
Aciclo 1licirrkico : pict a ·C. • u.-. 
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nes del so:vente, disminución del flujo, o adición de reactivos de par 
iónico (hidróxido de tetrabutilamonio) no mejoran sensiblemente el 
.aspecto del cromatograma. 

Mezclas acetonitrilo :agua a diferentes pH 

El cambio de metanol a acetonitrilo en el eluyente conduce a una 
resolución total del ácido glicirricico en la mezcla. Tal como puede 
observarse en la figura 6 el pH del medio tiene una marcada inftuen­
<:ia en el aspecto del cromatograma. El tiempo de retención del com­
puesto disminuye sensiblemente al aumentar el pH debido probable­
mente al paso de éste a su forma aniónica más polar. 

e) 

Fig. 6.-lnfluencia del pH . Columna: µ-Bondapak C-18. Flujo: 1,8 
ml/min. Eluyente : acetonitrilo 80 por 100, PO 

4
H

1
Na 0,1 M 70 por 

108, pH ajustado a a) 4; b) 4.~; e) 5, con NaOH 40 por 100. 

Se llega al mejor compromiso entre resol~·ci6n y tiempo de aná· 
lisis, utilizando el eluyente: acetonitrilo 30 por 100: PO,H,,Na 70 
por 100 ajustado a pH 5,5 con NaOH 40 por 100 a un flujo de 1 ml/ 
min. En estas. ,condiciones el límite de detección a la lon¡itud de 
<>nda utilizada se sitúa en 100 ng./ml. Un típico cromatograma ob­
tenido en estas condiciones sé muestra en la figura 7. 

La cuantificación se realiza obteniendo una recta de calibrado con 
<disoluciones patrones de concentración de 80 a 170 ¡&g/ml. La mejor 
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Fig. 7.-Cromato¡rama (HPLC) del extracto 
metanólico acuoso de raíz de regaliz. Columna 
µ-Bondapak C-18. Flujo: 1 ml/min. Eluyente: 
acetonitrilo 80 por 100, PO ,H,Na 0,1 M 70 
por 100, pH • 15,15. Acido glicirrícico : pico de 

'" = 115,71. 

e 1"''"'1. 

zoe 

111 

•• 

1.&..--------------~.---..... --~...---........ 
··--·'"'· Ftc. 1.-a.aa • caWirMo ,.... a. •alonlei6G de kido 

· 1lldrricico ea utnc:to • ,.U.. 1M cOlldidoaH cro­
.. toptic.u aoa Id di la q.. T. 
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rectificación se obtiene utilizando las áreas obtenidas por integración 
electrónica. En ta figura 8 puede verse una típica reda de calibrado ; 
nótese la bondad de la rectificación (,. = 0,99996). 

2.5. Discusi6n de ,.eswltados 

En la tabla III pueden verse los resultados obtenidos usando 
cuatro métodos distintos sobre la misma raíz de regaliz. El método 
por CCF-Densitometria es el que se describe en el apartado 2.2. El 
método de Orellana (11) se basa en la hidrólisis del crudo, posterior 
purificación del ácido glicirrético por CCF, elución del compuesto de 
la placa y cuantificación directa por espectrofotometría U. V. El aná­
lisis por cromatografía de gases se realiza según se indica en 2.3. EJ 
método por HPLC utiliza las condiciones cromatográficas que se in­
dican en la figura 7. 

TABLA 111 

Comf'araridn de los mltodos de 011dli.rit 

CCF ·d1n1itomelrla • .•• 

de Orellana • •••••...• 

Contenido en 
6cldo gllelrrlcJoo 

<'/el 

&.10 
2,04 

C. G. •. . ..... . ... . .. 2,41 

HP e·•• ......... . . .. 

• Media de 2 determinaciones. 
•• ~1edia de 8 determinl\ciones. 

•.06 

Como puede observarse en .la tabla III los dos métodos que utili­
zan la hidrólisis del crudo de extracción y posterior determinación 
del ácido glicirrético dan resultados. más bajos qµe en los que la de­
tección final se realiza sobre los ghicósidos. Dada la excelente reso­
lución que se consigue con HPLC (ver fig. 7) es posible afirmar que 
~n estos casos (método de Orellana y CG) se obtienen resultado8 
en defecto debido probablemente a dós razone!!! pirólisis parcial del 
ácido glicirrétko en et proeeso de hidt61isls y falta de obtención de 
un rendimiento cuantitativo en este mismo proceso. El hecho de ha-
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berse encontrado un valor más alto por densitometría que por HPLC 
es debido probablemente a la falta de resolución de la cromatografia 
en capa fina (ver fig. 3). , , . . 

En conjunto puede valorarse el metodo qu_e aqm presentamos uti­
lizando la cromatografía líquida de alta eficacia como el que _conduce 
a resultados más fiables de los comprobados en este trabajo, y en 
conjunto el más conveniente por las siguientes razones : 

a) El análisis se efectúa directame?te sobr~ ~1 glucósido,_ con ~as 
ventajas que esto lleva referentes al numero mm1mo de mampulac10-
nes y corto tiempo de análisis. . .. 

b) La excelente resolución que se consigue con las cond1c1ones. 
cromatográficas que presentamos permiten asegurar que no existen 
interferencias de otros componentes presentes en el producto natu­
ral, lo cual da idea, conjuntamente con. el es· udio, sobre métodos de 
extracción del apartado 2.1 de la exactitud del m~todo . . 

c) La precisión del método es altamente satisfactoria como se­
desprende de la tabla IV. 

TABLA IV 

Pncisión del método. DtttrmitUJcio11ts tfttluadas 
sobre la misma rai6 co11 8 txtraccio11ts diftrtrJlts . 
Método dt utracció11: B. Método dt andlisis, 
HPLC. Condicio11ts cromatogróficas como tn la 

figura '1 . 
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• • 1 .... .. 
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4,0'18 

'·°" '·°'' 4,0lt 
f,078 
4.0IO 

'-ull z o,on 

CONTENIDO DE ÁCIDO GLICIRRÍl:lCO EN EL E.~TRACTO DE RAfz DE R EGALIZ 197 

3. PARTE EXPERIMENTAL 

3.1. Aparatos y reactivos 

Se utilizan para la cromatografía en capa fina nanoplacas de sili­
cagel GF254 de 10 x 10 cm. (Merck ref. 724). La lectura d~ las placas. 
se realiza con un espectrofotómetro de cromatogramas Zetss PMQ-3 
acoplado a un registrador Servogor 210. Se utilizan para la aplica­
ción microcapilares de 1 p.l. Minicaps (Hirschmann Laborglass) co11 
un aplicador Evachrom. 

La cromatografía de gases se realiza con un cromatógrafo Hew­
lett-Packard mod. óR30 A acoplado a un terminal de datos mod. 1AA50 
A Se utilizan columnas de vidrio de 2.5 m. con fase estacionaria SE-30 
al· 4 por 100 sobre Chromosorb W-HP 80-100 mesh. El gas portador 
es nitrógeno y el detector dual de ionización de llama (FID). 

Para la cromatografía líquida se utiliza un cromatógrafo Hewlett­
Packard mod. 1081 A acoplado a un terminal de datos-integrador 
mod. 3380 A. Se utiliza como columna una de fase reversa ,p.-Bonda · 
pak C-18 (Waters Assoc.) de 25 cm. de longitud y tamaño de par­
tícula 10 p.m. El detector es del tipo U. V. de longitud de onda fija­
ª 254 nm. (lámpara de mercurio). 

Como material de partida se utiliza una raít de regaliz de origett 
español que ha sido pulverizada en un molino. Se utitiu para la 
extracción el polvo que pasa el tamiz de 80 mesh. 

El ácido glicirricínico que se utiliza como «standard» se ha aisla­
do por nosotros y purificado por recristalización repetida en icidc> 
acético y etanol/agua. P. F. = :l10" c. d. CCF: una mancha. HPLC: 
un solo pico. 

El acetonitrilo utilizado en HPLC es para cromatografia (Lich· 
rosolv, Merck ref. 16) el resto de los reactivos y disolventes utilita­
dos es calidad analítica o superior. 

3.2. Mltodos de txtracción 

Método A. Unos 000 mg. de raíz pulverizada pesados exacta­
mente se tratan en un balón de 100 mi. con 4-0 mi. de agua a reftujo­
durante dos horas. Una vez enfriada la mezcla de reacción, se cen­
trifuga a 5.000 rpm durante diez minutos. Se decanta el sobrenadante­
y el residuo se lava con 10 mi. de agua que se incorporan al sobre­
nadante. El residuo se trata por dos veces mis con la misma cantidad' 
de disolvente y en las mismas condiciones, reuniéndose al final todot­
los líquidos de extracción. 

Método B. Se pesan exactamente 2 g. de raíz pulveriuda en .un 
matraz Erlenmeyer de 100 mi. Se afiaden 4-0 mJ. de mctanol 80 por 
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100 y se somete la mezcla a agitación mecánica durante una hora a 
temperatura ambiente. Al cabo de este tiempo, se filtra por succión 
.a través de placa porosa (poro 4) y se lava el precipitado con 10 mi. 
de metanol al 80 por 100. Sobre el residuo se repite dos veces más 
la extracción reuniendo al final todos los líquidos claros. 

Método C. Se trata 1 g. de raíz pulverizada exactamente pesada 
.con 40 mi. de acetona/ácido sulfúrico 1 por 100 (1: 1) con agitación 
mecánica, durante dos horas, a temperatura ambiente en un matraz 
Erlenmeyer de 100 mi. Al cabo de este tiempo se trasvasa esta mez­
da a un tubo de centrífuga y se centrifuga durante diez minutos a 
.IS.000 rpm. Se decanta el sobrenadamente y el residuo se lava con 
10 ml. del mismo disolvente. Al residuo se le somete de nuevo a dos 
-extracciones más utilizando las mismas condiciones. Al final, se 
.reúnen todos los líquidos de extracción. 

3.3. Cromatografía en capa fina-densitometrla 

Se llevan los líquidos de extracción tal como se obtienen en el 
;apartado anterior con metanol, a un volumen final de tal forma que 
se obtenga una concentración en ácidd glicirrícico cercana a los 250 
ng/ml. Se preparan soluciones «standard» que contengan 200, 250 
y 300 ng/ml. de ácido glicirrícico por ml. de metanol y se aplican 
por duplicado en la placa de silicagel siguiendo la técnica del par de 
-datos. Una vez secada la mancha se eluyen con el eluyente apropiado 
-en un tanque previamente saturado una distáncia de alrededor de 
15 cm. 

La lectura se realiza a 252 nm. en el modo de reflectancia y en el 
1'cntido del desarrollo del cromatograma y con las siguientes condi­
-cionc1 experimentales: rendija 6 >< 0,7 mm. Velocidad de barrido: 
.30 mm/min. Amplificación : 0,2 V. 

3.4. Cromatografía dt gaus 

Introducir en un balón de ZO mi., 1 g. de raíz de regaliz exac­
tamente pesado y aftadir 80 mi. de ácido sulfúrico al 3 por 100 y 
AO ml. de una mezcla dioxano/agua (l: 1). Conectar un refrigerante 
<le reftujo y hervir la mezcla por espacio de tres horas. Al cabo de 
.cate tiempo, dejar enfriar a unos Gr C. añadir 00 ml. de clorofor~o y 
hervir durante 15 minutos. Dejar enfriar de nuevo la mezcla a tempera­
tura ambiente y extraer en continuo con dorof ormo durante una hora 
y media. Secar la fase clorofórmica sobre sulfato sódico anhidro, 
filtrar y naporar el disolvente a presión reducida. Aftadir al residuo 
1'i mi. de una disolución de diuometano en éter y agitar durante 
.treinta minutos. Aftadir 1 mJ. de ácido ~ético. agitar durante treinta 

• 
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:minutos y eliminar los disolventes volátiles con ayuda de vacío. ~ña­
~ir al residuo 25 ml. de agua y extraer con 3 x 10 mi. de éter etlhco. 
Reunir los extractos etéreos previamente filtrados a través de sulfato 
.sódico anhidro, añadir 1 ml. de una disolución de oleanolato de me-
tilo (1 mg/ml) y llevar ª.un volumen total de 50 ml. . . 

Solución «standard• interna: Llevar 50 mg. de ghc1rretato de 
metilo y 50 mg. de oleanolato de metilo exactamente pesados a 
--00 ml. de éter. 

Condiciones cromatográficas : 

Columna SE-30 4 por 100 sobre Chromosorb W-HP 80-100 mesh, 
..:2,5 m. 

Cantidad inyectada : 0,15 p.l. 
Temperatura horno: 29Cr' C . 
Temperatura inyector: 320'> C. 
Temperatura FID : 3200 C. 
Flujo: 30 ml/min. de nitrógeno~ 

La cuantificación se realiza con la técnica del «standard• interno. 

3.5. Método dt Ortllana 

Se sigue la técnica operatoria citada en la ref. U excepto que 
.en la precipitación del glicirricinato triamónico se utiliaan amoniaco 
_gas en lugar de una solución acuosa de hidróxido amónico como 
.agente precipitante. 

3.6. Cromatografia líqt1ido dt alta tficacia 

Los líquidos de extracción ae llevan a un volumen tal que Ae 
-obtenga una concentración de ácido glicirricínico de alrededor de 
•0,1 mg/ml. Se inyectan 20 1J.l. en la c?lumna a través ~e ~na válvula 
-tipo «loop• y en las condiciones experimentales que se md1can ,en 2,,, 
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