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I  INTRODUCCION

La'presente tesis profesional tiene como principal objetivo desarro-
1lar un mbtodo analitico para la valoracifn de dos esternides de tipo
hormagnal que se encuentran combinados en un producto inyectable. Es-
tos son progestercna y benzoato de estradicl. El método propuesto -
consiste primero en una separacifin de los dos compuestos por el métg
do de cromatografia en capa delgade y posteriormente la determina -~
cifn cuantitativa de cada uno de ellos por el método espectrofotomé-
trico.

La necesidad de éste estudic se generd en e] Departamento de Control
de Calidad de los Leboratorios Fermacéuticos gue fabrican dicho pro-
ducto, ya que éste tipo de farmacos son de uso delicado por sus efec
tos farmacol§icos e minimas dosis y es necesario contar con métodos
de anflisis que permitan evaluar adecusdamente la calidad de los me-
dicamentos que se elsboran con ellos,

Para lograr éste objetivo fué necesario considerar las limitantes -
que se presentan en todo trahajo de desarrollo analf{tico dentro de -
la industrias. E1 método debe ser desarrollado con el equipo disponi-
ble y los resultados obtenidos deberfin ser precisos, exactos y reprg
ducibles.

En sintesis éste trabsjo comprende cuatro partes principales: la pri
mera comprende las generalidades sobre el tipo de sustancias de que
se trata, es decir, sobre los esteroides, su estructura, su clasifi-
cacibn, su accién farmacolfigica, etc,

En la segunda perte se hace un anflisis detsllado de la Cromatogra -
ffa en capa delgada.

La tercera se reflere a ls parte experimental donde se describe la -
ruta seguida pars disefiar el método analftico.

Y finalmente en la cuerta parte se citen los resultados obtenidos y

se realizala validacién del método pars determinar su precisifn, - -
exactitud y reproducibilidad,

Los prablemas y dificultades que se superaron durante el desarrollo
del presente trabajc fueron numerosos, ellos nos.obligsn a perseve -



rar en el estudio y en la investigacifn de la quimica anal{tica cuan
titativa, bese del conocimiento del Quimico Farmacéutico Bioldgo, en
su tarea espec{fica de controlar la calidad de los medicementos que
se fabricen en la industria farmacéutica.



II GENERALIDADES SOBRE ESTERDIDES.
II.1 ESTRUCTURA Y NOMENCLATURA DE LOS ESTEROIDES.

Las hormonas esteroidales vy sus metabolitos derivan de tres hi-
drocarburos: el estrano, el androstano y el pregnano. Ellos tig
nen como caracterfstica en comfin el poseer un niicleo tetracfcli
co constitufdo por tres enillos de clclohexano y un anillo de -
ciclopentano. E1 nlcleo tetracfclico comfin a todos los esteroi-
des es un hidrocarburo saturado denominado gonano ( fige 1 a )

el cusl posee diecislete ftomos de cerbono. Si fijemos un susti
tuyente metilo en le posicifn trece pasamos 8l estrano ( fig. 1
b ), molécula con dieciocho ftomos de carbono; de esta molécula
se derivan las hormonas estrogénicas. Colocando uh segundo meti

18 18
1]
b) 21 c)
s 20
19
d)

Fig. 1 8) gonano; b) estrano; c) andrestano; d) pregnanc.

1o ahora en la posicifin diez, obtenemos el hidrocarburo con -- =
diecinueve &tomos de cerbono, es el endrostano ( fig. 1 c ) de -

este estructura se derivan las hormonas masculinas. Adicionando
un tercer redical, siendo este un radicel etila en la posicifn -

mhs elta del anillo de ciclopentano, sobre el csrbono diecisiete,
obtenemos un hidracarbure de veintiln &tomos de carbono, con dos
sustituyentes metilo y un grupo etilo, este hidrocarburo es el ~
pregnano ( fig. 1d ), que conatituye el edgueleto de las hor --
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monas del cuerpo amarillo ovérico y los corticosuprarrenales.
Con excepcifn de los Atomos de carbono gue son puntos de unifin
de los anillos y el Atomo de carbono diecislete, todos los o ==
tros Gtomos de carbono tienen dos valencies pera dos hidrége ~-
nos. Los ftomos de carbono 5, 8, 9, 10, 13, 1 y 17 responden -
a la definicibn de ftomos de carbono asimbtrico, tres valencias
estén ligadas e los diferentes miembros de la estructura del a-
nillo y la cuarta valencia a un hidrfgeno o a un grupc metilo o
etilo. A cada uno de estos centros de simetr{a corresponden dos
isfmeros, esto predice para el pregnano la existencia de 128 --
isbmeras.

Dentro de los esteroides naturales, todos los centros difentes
tienen unse configuracifn idéntica con la excepcién de la unifn
carbono-hidrégeno del Gtomo cinco, que presenta una isomer{a --
alfa o‘beta. Las representaciones planas de las molécules np --
corresponden a la realidad de la estructura, pero es la forma -
comin de representarlas.

it

<

TIPOS DE ESTEROIDES.

Los compuestos esteroideles estén ampliamente distribuidos en -
la naturaleza. Los organismos vivientes vegetales y anlmales, -
contienen esteroides que juegan un papel importante en su acti-
vided vital.

Los diferentes esteroides parten de un nlmero minimo de dieci -
siete Atomos de carbono. Una caracter{stica de ellos que se men
cionf anteriormente es el poseer un nlcleo tetracfclico. A medi
da que se van conociendo las diferentes estructuras esteroida -
les se observa gue una variecifin minima en los sustituyentes -=
del esqueleto esteroidal, origina un compuesto con propiedades

diferentes.
El colesterol es un esteroide a partir del cual on secretadas
por diversas gléndulas otros esteroides de dieclocho, diecinue-

ve y veintitn Atomos de carbono.

Entre los diferentes tipos de compuestos con estructura esteroi



dal se encuentran:

R)
8)
c)
D)
E)
F

A)

8)

Hormonas adrenocorticales.
Sapogeninas Esteroidales.
Algunos alcaloldes.

Acidos y Alcoholes biliares,
Principios activos cardiacos.

Hormonas sexuales.

Hormonas Adrenocorticales: las hormonas adrenccorticales pro-

vienen de la corteza de las glhndulss adrenales, que se loce-

lizan en la parte superior de cada rif6n. Estas gléndulas pro

ducen seis hormonas importantes y son: cortisona, cortisol, =

corticosterona, desoxlcorticosterona, dehidrocorticosterons y

17 alfe~hidroxicorticosterona. Sus principales funciones son:

a) Reguler el metabolismo de carhchidratos y proteinas.

b) Reguler el metabolismo de minerales, seles y agua.

c) Como funcifn farmacolégica tienen un efecto antiinflamato-
rio y contra la alergia.

d) Influyen en el desarrpllo sexusal,

Ejemplo de estos compuestas pueden ser:

?HZOH cnzou
co co
0 +es0H HO s« OH
[}
Cortisona Cortisol

Sapogenines Esteroidales: constituyen el aglucén de los gluch
sidos llamados saponinas y pueden haber también del tipo tri-
terpennide. Las saponinas son extraldas de plantas con alto -
contenido de glucfisidos, tienen un nGmero de carbonos entre -
60 y 40. Las saponinas esteroidales una vez obtenidas por hi-
drolisis de las saponinas, tienen 27 carbonos en general.

Las principales sapogeninas esteroidales son: digitogenina, -
gitogenina, tiogenina, Barsapogenina,diésgenina, yucageni na,



esmilagenina y kammogenina.

Sus principales funciones san:

8) Como detergentes ( no alcalinos J.

b) Como egentes espumentes en estinguidores.

c) Como venenos para peces. El efecto que producen en ellos es
un adormecimiento o la muerte debido a hemblisis de sus glb-
bulos rojos. No son tbxicos para el hombre, cuando han sido
sdministrados oralmente.

Ejemplo de estos compuestos puede ser:

Digi togenina Cz7Hhh05

C) Alcaloides: .dentro de este grupe de compuestos se tienen algu -
nos con estructura esterocidales Tienen su origen en el reino ve-
getal vy se encugentran en cortezas de frboles, semillas, arbusg -
tos, reices, frutos y riscmas, de custro géneros de plantes que
gon: Solanum, Kurchi, Jerveratrum y Ceveratrum.

Presentan diferentes actividades, entre otras ( las que se en -
cuentran principalmente ) :

a) Alto poder antibiftico contra hongos y bacterias.

b) Activided contre la disenter{s emibiana..

c) Alta actividad hipotensora.

Ejemplos de estos compuestos pueden ger:

Ho - ‘\]"

. Solanidina CG7H“3UN Conessina CZthUNZ
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D) Alcoholes biliares y Acidos biliares.

a) Alcoholes biliares: este tipo de molécules esteroidales son
un sustituto de los Ecidos biliares en determinados animales
por ejemplo: tiburbn, cerpa, rays y rana. Este alcohol bi --
liar interviene en el proceso de la digestidn.

b) Acidos biliares: los fcidos biliares se producen en el hige-
do y se encuentran como molécula esterindal ectiva en gl 1~
quido bilier. Los principeles &cidos biliares son: &cido cO-
lico, fcido desoxicblico y &cido litochlico.

Su principal funcibn es reducir la tensién superficial de =
las grasas durante la digestlén.
Ejemplos de estos compuestos pueden ser:

O~—~CH

] cns
-.c’n-\< b —cH, OH
cmou
/
N
R

Acido C6lico CszhDU

5

E) Principips activos cardfacos: este grupo de esteroides esté --
contituido por glucfsidos presentes en plantas con alto conteni
do de glucdsidos. Los gluchsides llamados card{acos se encuen -
tran en pequefias cantidades en semillas, hojas, tallps, raices
y cortezas, particulsrmente en plantes del orden Apocynaceae.
Los compuestos estrofantiding y digltoxigenina son los agluco -
nes mas comunes de estos glucAsidos.
Su principal funcidn es la actividad espec{fica scbre el mlscu-
lo cardfaco: incrementan la contractilidad del mfisculs, éismiqg :
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yen el ritmo y mejoran la eficiencia cardiaca. Ejemplos de es -
tos compuestua pueden ser:

N

HO 0
oh H

Estrofentidina CZBHBAUB Digitoxigenina E23H3huh

F) Hormonas sexuales: las hormonas sexuales son secretadas por -
las ghnadas (ovarios, testfculos), bajo estimulacién de las -
hormonasprotefnices. Estas son secretadas por el ldbulo ante-
rior de la glhndula pituitaria y llevadas a las gfinadas en el
fiujo sanguineo.

Encontramos dos tipos de hormonas sexuales: masculinas y feme-

ninas,

a) Masculinas: las hormonas masculinas son secretadas princi -
palmente por los testfculas y en menor cantidad por las cé-
lulas intersticliales del tejido conectivo (corteza suprarre
nal). ta principel hormona masculina es la testosterona: es
un esteroide oxlgenado con diecinueve Gtomos de carbono y =
pertenece a la serie general de sndrostang, Sus principales
funciornes son:

8.1) Controlar y desarrollar los frganos genitales (ves{cu-
le seminsl, préstata, vasps deferentes y pene).

8.2) Definir las caracter{sticas del esperma,

8.3) Influir sohre la activided secretoria de glféndulass auxi
liares.

8.,4) Desarrollar los caracteres sexuales secundarios en el -
hombre.
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b} Hormonas Femeninas: son secretsdas por el ovarip por conver =
s8i6n de acetil coenzima A a colesterol y subsecuentemente a -
otros esteroides.

Las hormonas sexuasles femeninas se dividen en dos grendes gru-

pos: los estrfgenos y los progesthgenos.

b.1) Estrégenos: la formecidn de estrfigenos se lleva e cebo en
los folfculos ovéricos y es regulada la secrecifn por la
hormona Folfculo estimulante (FSH).

Durante el embarazo loe estrdgenns son sintetizados en -

grendes cantidades por la placenta, Las princlipales fun -

ciones de los estrfgenos son:

i) Inducir el desarrollo y crecimiento de la vagina, del
(tero y de lss trampas de falopio,

11) Inducir el crecimiento de las gléndulas mamarias, a -
trevés del crecimiento de conductos, estrome y aumento
de grasas,

111) Contibuir &l moldeoc de contornos del cuerpo y esguele-
to.

iv) Estimular el crecimiento del pelo piibico y exilar.

v) Engrosar el endometrio en ls primera mitad del ciclo =
normal mestrual,

vi) Inducir la pigmentacifin regional de la piel de los pe-
sones y de la afrola de la regién genital,

b.2) Progestfgenos: en el ovario humano, despufs gue se ha de-
serrollado y fracturado el folficulo, se forma un tejido -
con abundandte caroteno amarillo vy por lo cual es llamado
cuerpo amarillo o cuerpo liites, de éste se secreta la pro
gesterona.

Les principales funciones de los progesthgenos son:

i) Engrosar el endometrio en la segunda mitad del cieclo -
normal mestrual (fase secretoria), hasta llegar & un -
estado apropisdo para la implantacifn de un Hvulo fe -
cundado, .

i1) 51 se lleva & cabo la fertilizacién:

11.1) Suprime la ovulacién,
11.2) Mantiene condicones esenciales en el ftero.
11.3) Inhibe la motllidad uterina.
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- 11 4) Induce con el estradiol el desarrulln de las glén
dulas mamarias.
111) Mantiene y controla el perfodo de‘l ern_barazu‘,‘dea‘de que
: se implanta el huevo fecundado haste el‘nacimientu'nqg
mal ) R ‘
El siguiente esquema demuestra la via bioslhtéfical‘de_las Hl'»inrm_‘_
nas sexuales: ’ o

Acetil coenzima A —Colesterol
0

/Pregnfnuluna

17 alfa hidroxi

o pregnenolona
Propesterona
Dehidroepiandrustemna ‘
17 alfa hidroxi Estrinl
progesterona & : .
Corticosternides Androstendiona \ Estruna
”\ oH r o
——y
0% 1o
Testosterona Estradiol

V{a biosintética de las hofmonas sexuales
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En el presente trabajo se desarrollf un método de enflisis para la de
terminacifin de dos hormonas sexuales femeninas gue son la progestero-
na y el benzeato de estradiol, los cuales se encuentran en un medica-
mento utilizado precisemente para suplir les deflclencias de ellas =--
por alteraciones de los sistemas de secrecifn que las producene

@io

Progesterona C21H3002 Benzoato de estradiol C1BH23UCDCEH5
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III GENERALIDADES SOBRE CRUMATDGRRFIA EN CAPA DEGADA
III.1 FUNDAMENTO DE LA CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA.

Le cromatografi{s es esencialmente un método fsico de separaciéin
en el cual los componentes a separar se distribuyen entre dos fa-
ses, una de ellas es un lecho estacionerin, mientras que la otra
fluye sobre o a través del lecho estaclonario, llamandose esta fa
se mbvil.
Los métodos cremateograficos pueden ser clasificados de acuerdo @
la naturaleza de la fase estacionaria, le cual puede ser un s6li-
do o un 1{quido y del fenfimeno gque se lleva al cabo. Si la fase -
estacionaria es un sflido el método es conocido como cromatogre -
f{a de adsorcibn; si la fase estacionaria es un 1{quido se conoce
como cromatograffa de partici6n. En cada caso la fase mbvil puede
ser ya sea un liquido o un gas.
Hay cuatro tipos de cromatograffa:
8) Liquido-sflido

" Clésica" Cromatoprafia de adsorcifn

Cromatograf{a en capa delgada.

Cromatograf{a de intercambio i6nico.
b) Ges-shlido

Cromctografio Ges-sflido
c) Liguido-1{gnido

% Clhsica" Cromatografia de particibn.

Cromatografia  en papel.
d) Ges-1{quido

Cromatogref ia Bas-1{quido

Cromatograffa columne capilar

La variable central en la teor{a cromatogr&fica, en el caso de ser
adsorcifin o particifn es el coeficiente de distribucifn de una sus
tancia en las dos fases del sistema bajo prueba. En sistemas de ad
sorcibn este coeficiente varfa considersblemente con la concentra-

cibn de la sustancia distribuida y con la temperatura.
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Centrandanos en la cromatograf{s en capas delgada, podemos decir: la -
capa delgada se compone de material granulaer colocado sobre un sopor-
te adecuado de vidrio, de metal o una pelfcula (fase estacionaria).
La muestra a separar, en forma de solucifn, es aplicade en gotas o -
bendas (inicio). Después la placa es colocada dentro de una cémara cg
rrada conteniendo un disolvente (fase mfvil). La separacién se reali-

za por migracibn cepllar (desarrocllo).

La adsorcibn de un compuesto en soluclén sobre una superficie, toma -
lugar principalmente en la interfase s6lido-1fquido. En el equilibrio,
cuando el nlmero de moléculas ha sido adsorbido en une unided de tiem
po dada, la situacifn puede ser expresada por le ecuacién:

Ca

Ly

concentracifn en el adsorbente,

cancentracifn en el disolvente.

1

donde "e" es igual a la constante de adsorcifn, E1 equilibrio es afec
tado como dijimos anteriormente por la temperatura v la concentracin
de la solucibn. 51 mantenemos constante la temperatura durante el pro
ceso, entonces l1a concentracién es el Onico factor al gue se le debe
prestar el mayor interés o importancia. En general el coeficiente de
adsorcifn no es una constante, pero var{a con la concentrecifn de la
soluclfn.

Un valor obtenido de 1a cromatograffa en capa delgada y de vital im -
portancia es el RP (relacifin al frente del disolvente). Es un valor -
relative que se emplea para ceracterizar le separacifn de cada com -
puesto en un sistema cromatogréfico especifica.
Cuendo se varfe cualguiera de los componentes del sisteme (disclvente
adsorbente, tipo de desarrolleo) el valor de Rf variaré simultaneamen-
te. E1l valor de Rf se puede calcular para cada compuesto por medio de
la siguiente lgualdad: .

.

Rf = o=
b
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=1}
1

distancis en mn de la linea de splicecifn sl centro del com-
puesto separado. o e
distancia en mm de la linea de splicacifn a 1la alture alean-

o
It

zada por el disolvente (frente).

Relacionando la constante de adsorcifin mencionada anteriormente
con el valor Rf, encontramos que el valor Rf queds definido por
la constante. Mientras mayor sea la atraccibn del adsorbente so-
bre el compuesto, mayor serf * Ca " y este no serf eluido tan fa
tilmente. E1 coeficiente de adsaorcién "a" serh mayor y el valor
Rf serf menor. Ahora si el grado de atraccién electrosthtica gue
posee el adsorbente sohre el compuesto es muy bajo, este serf fa
cilmente eluido y su concentracifn en el disolvente " Cd " serh
mayor gue en el adsorbente. El coeficlente de adsorcifn seré me-
nor y consecuentemente el valar de Af serf mayor. Existen dos ca
sos extremos para los valores de Rf, a) cuando la sustancia se -
disuelve completamente en el eluyente vy es arrastrada por &1 ( Rf
= 1 ). b) cuando la sustancia se adsorbe completamente al adsor-
bente, no siendo modificada su situacidn por el paso del aluyen-

te, se gueda en el origen ( Rf = 0 ),

Para obterner valores de Rf reproducibles deben tenerse en cuenta
las siguientes variables:

a) Calidad de los adsorbentes.

b) Grado de actividad de la capa (humedad, humedad del aire).
c) Espesor de la capa. ( elaboraci6n de la misma).

d) Calidad del eluyente.

g) Saturecifin de la cémera.

f) Técnica,

g) Trayecto y distenclia desde el punto de origen,

h) Cantidad de muestra.

1) Sustancias acompafiantes.

J) Temperatura.

k) Angulo de la placa con respéctn a la vertical.

1) Cantided de eluyente en el fondo de la chmara.
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II1.2 ADSORBENTES PARA CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA.

Un adsorbente ideal debe poseer un cierto nfimero de cuaslidades. Su
poder adsorbente debe ser extendido & un gran nimero de sustancies
y su capacidad de adsoreifn debe ser elevada, para evitar la satu-
racifn provecade por las soluciones relativemente diluidas. Es de~
seable que la fuerza de adsorcidn del edsorbente sea reproducible
v controlable o sea que el grado de activecién o desectivacién sea
siempre el mismp. La adsorcifn irreversible debe ser la excepcifn,
lo mismo gue la formacién de sales, lacaes, complejos o la cathli =
sis de transformacién indesesble de ellos. E1 adsorbente no debe -
ser soluble en el disoclvente ni tener impurezes gue conteminen a
la solucién,

Es recomendable gque el adsorbente ses blanco o un peco coloreado 8
fin de que por la observacién visual, los colores de las zanas o -
de los reveladores no seen contrarios a un color propic de la sus-
tancia,

Para poder elegir un adsorbente se deben considerar las caracte -
risticas de les sustancias que se desean separar: scldez, basici -
dad, carfcter i6nico, solubilided, posibilidedes de reaccibn con -
el adsorbente o con el disclvente.

En general los compuestoslipéfilos se separan sobre fixido de alumi '
nio, gel de sflice, celulose acetilada y poliemida. Las sustancias
hidr6filas se separan con celulosa, celulosa con combinedores de -
iones, gel de sflice y poliemida. Esta es una gufa empirica pues -

hay excepciones.

Se considera que la unifn entre el adsorbente y la sustanclae adsor
bida (edsorbato) se realiza por fuerzas electrostftices, las cue =
les también son responsebles de la red cristeline, Por las tensio-
nes eléctricas superficlales se inducen momentos dipolares ya exls
tentes en combinaciones polares. Asi pues, la unidn del adsorbato

8 la superficie del medio de edsorcién, este producida por fuerzes
16n-dipolo o dipolo-dipolo respectivemente. Los puentes de hidrége
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no participan 8 menudo de la unidn adsorbente-adsorbato.

El contenido de agua que posee un adsorbente tiene un significa-
do decisivo, ya gue las moléculas de agua fécilmente adsorbidas
bloguean los puntos activos de la superficie. E1 poder adsorhben-
te verf{a dentro de grandes 1{mites dependiendo del tratamiento -
que puedan sufrir, Siendo estos tratamientos activentes o desac-
tivantes,

La activecibn de los adsorbentes resulta de la disminucifin de la
cantidad de aguas adsorbida por el adsorbente, y la desactivacidn
es la operacidn inversa, es decir el aumento de la cantidad de -
agua fijada en los centrps activos. E1 sgua libre es aquella gue
se puede fijar o eliminar reversiblemente, por oposicién al agua
de constitucifn, ya que la eliminacién irreversible de este oca-
ciona ung modificacidn progresiva de la estructura del adsorben-
te con desaparicifn de sus propiededes adsorbentes. Algunos méto
dos pera lograr un control del agua libre, los encontramos en la
cita biblingr&fica No 8 .

El adsorbente, el eluyente y 18 mezcla a separar deben tener una
correlacibn la cual se puede sintetizar con el diagrama triangu-
lar que se representa en la fig. No 2 . Imagin&ndose que el tri-
&ngulo puede ser rotado, a una mezcla de 1f{pidos gque seréin sepa-
rados, un vbrtice del triéngulo apunta hacis la palabra "lipoff-
lice" en "mezcla por separar" (indicado con el trifingulo puntea
do en el diagrama), el segundo vértice punteado mugstra gue la
fage mbvil (disolvente) es no polar y que requiere de una fase -
estacipnaria ectiva (edsorbente). Opuestamente, para una mezcla
polar a separar, los vértices apuntan hacia la palabra disolven-
te hidraf{lico y hacie un adsorbente inactive.

Por Gltimo el referirnos a los adsorbentes, algunos de ellos con
tienen en su formulacién sglutinantes. Su objeto principal es rg
tener la cepa del adsorbente sobre la placa. E1 més comin es el
yeso que se afiade de un 10 % a un 15 % . Otro aglutinante es el
almidfn y su concentracidn es de 1% & 3 % W
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JII,3 LDS DISDLVENTES EN CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA

Cerecterizecifn del poder eluyente de los disolventes,

Este depende de la naturaleza del disolvente y su concentraclfin,
del adsgrbente, del soluto y de la temperstura. Despubs con todc
rigor se pueden comperar los disolventes entre si, esto procede
de la experiencla manteniendo constantes los tres (ltimos factc-
res. Mediante lo cual se puede utilizar le velocidad relative RY
y estudiar, (por gjemplo) de este modo lo que ha hecho Bickoff;
le veriacifin del RF con respecto & la concentracién del agente -
eluyente, de esta manera podemos redactar una tabla de las fuer-
zas eluyentes relstivas para una misma concentracién del agente

cluyente.

Le Rosen he estudiado de este mbtodo les mezcles binarias y ter-
ciaries. La variacifin del Rf con respecto & estas mezclas no es

clerpre lineal y frecuentemente al contrario de lo fuerza de elu
cibn, ya gue es exaltado por la mezcla de dos disolventes, la e-
lucibn es mba pronunciada pera una mezcla de disolventes que can
cada uno de los compenentes de la mezcla. Le clasificecifin de --
los displventes segflin su poder eluyente depende del mEtodo expe-
rimental utillzedo por el investlgador. Ests clasificacifn se ha

ct por series.

Numerosos trabajos tienen dependencia entre sf, esto se remarca
por el hecho de que su forma de clesificecifn no menifiesta dife
renclas significativas, teniendo en cuenta los criterios bajo ~-
los cuales cada serie tiene su fundemento. Estos criterios pue -
den incluir propiedades tales como la solubilidad en el agua, el
celor especifico de humectacifn de diversos adsorventes, las ten
eiones superficiales, las constantes dieléctricas y los momentos
dipolares.

Sin entrar en detslles de las consideraciones gue tienen motivo
pera el establecimiento de les series, ni de aguelles interaccig
nes que pueden ser recponsables de le elucién, aquf unicemente
se reproduce la serie de Wohlleben, Este sutor releciona el po -
der eluvente o la polarided de los disolvchies, de tal forma que
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de acuerdo a su carécter’polar es posible darles un orden deter-

minado.

SERIE ELUOTROPICA SEGUN WOHLLEBEN

&-20 ¢C

n-Pentano
Eter de petrfileo
n-Hexano 1489
n=- Heptano 1.92
Ciclohexano 2.02
Tetracloruro de curbono 2.24
Triclero etileno 2426
Benceno 2.28
Diclorometeno 315
Cloroformo (libre de alcohol) 4.3h
Eter diet{lico k480
Acetato de etilo 6.02
Piridina 12.03
n-Butancl 19.20
Acetona » 20.70
n=-Propanol 22,30
Etanol 2l 430
Metanol 33.62
Agua 80,37

Acidos orgénicos
Mezelas de fcidos-bases-agua
Alcoholes o piridina

La extrema sensibilidad de la cromatografia, con toda la varia=
cifn de condiciones esperimentales, nos obliga a utilizar los
disolventes purificades, Una impureza, en pequefias trezas, por
ejemplo, etanol presente en cloroformo como estsbilizedor, pue=-
de conducir a transtornos profundos dentro de los valores de RP,
Can lo enterior debemos considerar dos puntos al respecto de --
los disolventes. En primer lugar los disolventes, deben ser an-
hidros o contener una cantidad de egua controlada; el agua slen
dn.un agente eluyente poderoso, presente en trazas varishles --
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puede perturbar los cromatsgramass, como fué indicado en el cepi-
tulo anterior. En segundo lugar el disponer de un disolvente re=-
cuperado, debe ser precedido de un tratamiento especial para el}l
minar culdadosemente el agente eluyente que pudo ser utilizada.
Los componentes de una mezcla de disolventes no tlenen la misma
afinidad en adsorcifn para un adsorbente. Este fenfimeno e obser
va durante el desarrolle de una cromatoplace, donde se utiliza -
un sistema con diferente constante dieléctrica.

Los disolventes menos polares penetran en el adsorbente répida -
mente y constituyen una fase estacignaria. Los disolventes mis -
polares corren lentamente come una fase mfvil y forman un segun-
do frente visible. Un mftodo sencillo para determinar el discl -
vente o le mezcla de disolventes a utilizar en una cromatograffa
es el siguiente:

1. Utilizar una placa (gel de sflice o celulosa) de 5 % 7.5 cm «

2. Aplicar en forma de punto (gota) con difmetro de 2 cm .

3. Aplicer de O.,1 a 0.2 ml de disolvente, en el centro de ceda =
problema, (difusién por capilaridad),

4, Ohservar para cada disolvente utilizado el poder de resoluy --
cifin. Este se observa por el desplazemiento de la mancha del
punto de eplicacién a la zona de difusibn redial del disolven
te aplicado.

ONOI®

Poder de Poder de resolucifn Poder de
resolucifn adecuado. resolucibn
pobre o nulo. pebre,
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III.4 RELACION ENTRE LA ESTRUCTURA QUIMICA DE LOS ESTERDIDES Y SU

1.

2.

3.

COMPORTAMIENTD CROMATOGRAFICO.

La solubilidad en la fase mbvil poco polar es funcifn de la na-
tureleza hidrocarbonada de los esteroides: as{ los esteroides --
con veinti@in &tomos de carbono son m&s solubles y de menor pola
ridad que los esteroides con diecinueve ftomps de carbono.

Son las funciones oxigenadas las que determinan la fuerza de =

los enlaces entre las sustancias disueltas y la fase polar esta

cionaria (enlaces hidrfgeno). Tembién se pueden distinguir (den
tro del sistema propanediol-bencina de petr6lec) cuatro catego-
rias de esteroides.

8) Los esteroides mono-oxigenados (monohidroxilados o monocet-
nices), son poco polares y de gran movilided, por lo cusl es
dificil separarlos unos de otros.

b) Los esteroides dicetfnices no pueden separarse setisfactoria
mente por éste sistema.

c) Los esteroides dioxigenados, monchidroxilados-monoceténicos
son bien seperados entre ellos por 6ste sistems. Para los es
teroides monohidroxilados-dicetOnicos y los esteroides trice
ténicas el poder de resolucifin en éste sistema es menor, pe-
ro se Jogra la separacifin entre ellos.

d) Los esteroides trioxigenados (dibidroxi-mono ceténicos), te-
tra oxigenados y con mayor razn los penta~oxigenados, son -
considerablemente diffciles de separar por éste método.

Un anfilisis de las funciones nos dice gue la funcifin hidroxile

es mbs polar que los grupos cétonicos. En medio de éstas QLlti -

mas les cetonas conjugadas son mbs polares que las cetonas de -
los compuestos saturados y los grupos cetona-dieno conjugados ~
son alin m4s polares. '

El grupo alcohol primario en 821 es el menos polar; el enlace -

hidrogeng interno que se une a éste hidroxilo con la cetona en

Czues probeblemente el responssble de Bste Fenﬁmenn{ que consig

te en disminuir los enlaces de la mplécula con el disolvente es

tacionario; de ésto que el hidroxilo en 821 tiene un menor efec
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to de frenadn que aguellos hidroxiles en C17 6 011 ya que tlenen

"impedimento estérico.

51 se compera el efecto polar de los hidroxilos secundarics fijos
sobre un mismo ftomo de carbono ya sea posicibn alfa o bete, po -
demos decir que los isomeros 6 alfa, 7 beta, 11 alfa, 17 beta san
més polares gue los isbmeros 6 beta, 7 s8lfa, 11 beta, 47 slfa co-
rrespondientes.

Otro factor que influye la polaridad de los esteroides hidrox{li-
cos, es la posicifn del hidroxilo en el esgueleto. Para una posi-
cifn ecuatorial o axial dada, un 6-hidroxiesteroide es mbs polar-
que el 11~hidroxiesteroide correspondiente. Tomando ésta idea po-
demos predecir las caracteristicas de fate o aguel grupo quimico-
colocado en una posicifn sobre la molécula.

Sin embargo modificaciones complejas de la molécula pueden variar
las caracterfsticas de los esteroides de la misma polaridad; por
ejempld, el aumento de wna funcifn hidroxilo sobre un estercide -
puede ser el mismp aumento de polaridad que dos funciones cetfni-
cas; otro ejemplo se presenta al retirar un grupo hidroxiloc el -
cual disminuye la polaridad en el mismo valor que la adiclfn de -
cinco grupos metilo.

Un sustituyente en posicifin tres con unz configuracifn axial (3 -
beta cis; 3 alfa trans) exhibe mayor movilidad que la configure -
cibn ecustorial (3 alfa cis; 3 beta trans). La naturaleze del sus
tituyente en C=3 influye en el orden de elucifn y el grado de se-
paracifin de los 5 alfa y 5 beta epimeros. Estos resultados estén
en concordancla con el comportemiento de los esteroides con C19 -
en cromatografia en capa delgada y se conflrma la movilided en -
cramatograf{a en papel.

En general los grupos quimicos pueden clasificarse de forma sistemf-

tica de mayor a mencr polaridad, como sigue:

carbonilo hidruxil€> aldehid€> cetnna})éaterj}éter doble ligadur€>

ligadura simple
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Para algin tipo de disolvente el efecto de un sustituyente en una
posicibn y orientecifn dades es sltamente caracter{stico, en tér-
minos de Rf, cuando es comparado con otras posiciones y orienta--
ciones, independientemente del tipo de esteroide en el cual ha si
do introducidc el grupo. Se debe tomer el significado de"grupo" -
no solamentecomo hidroxilo, carbenilo, carbox{lico, etc. primario
o secundario, sino ademfs por la posicifn y orientacifn.

Esta teorf{a tiene uno justificecién, va que los efectos estéricos
son mas pronuncicdos en los esteroides que en cualgquier otra fami
lia de compuestos orgénicos. El nficleo esteroidal consiste de cug
tro anillos r{gidamente unidos donde no hay la posibilidad de una
inversifn conformacional y sflo existe une posibilidad relativa -
mente pequefia de confcrmacifn curvada. Aln mfs, la extensifin del
sistema de anillos provee una gran Area del esqueleto hidrocarbo-
nado para interactuar con las molécules del disolvente por fuer -
zas de Van Der Waals. La relativa rigidez de este esgueleto y el
corto velor de estas fuerzas, hace que las interacclones sean més
sensibles a factores estéricos a diferencia de las moléculas en -
lss cuales puede presentarse la rotacibn especifica y otros cam =
bios conformacionales de baja diferencia energética.

METODOS USUALES DE DETECCION PARA CROMATOGRAFIA EN CAFPA DELGADA,

A) MEtodos Quimitons: este tipo de detecciones tiene el inconveni-
ente de inutilizar el compuesto para cualquier anflisi poste =
rior. Este se basa en reacciones guimicas generales o especi{fi
ces que ocurren entre el compuesto separado y un reactivo qui-
mico.

El reactivo quimico puede ser aplicado por aspersifn o por ex-
posicibn a vapores o gases. En ocaciones, para completar la =-
reaccién, hey que calentar cuidadosemente la cromatoplaca, --
sproximadamente entre 100 - 110 grados centfgrados por alglin
tiempo.

La técnica de aspersifin deberf realizarse a 30 cm de la croma-
toplaca, con esto se evita eplicer demesiado reectivo, ya que
el exceso harf gue se difundan o se corran las manchas.
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En la técnica de exposiclén & vepores o gases, es indispensable

utilizar una chmara cerrada y bejo una campana de extraccifin, -

La tebla No 1 define el uso del reactivo y el aspecto de lag -

manchas.
METODOS QUIMICOS
REACTIVO COMPUESTD DETECTADD ASPECTO DE LA MANCHA
1o stuh 8l 50 % esteroides: progesterg [Rosa y amarillo respec-
na y benzoato de estra | tivemente al calentar a
diol, 110 grados C.
2. 5b Bl3 s Sb C15 Estercides y vitaminas {varios colores.
liposolubles.
3. Hidrazina del fcido)esteroides observer bajo luz UV,
isonicot{nico.
4, Reaccifn de Boute. |estrlgenos con grupo amarillo
fenol.,
5. Anisaldehida en esteroides verios tonos de szul, -
W50, vy Gcido acéti
co. :
6o Tricloruro de anti-}esteroides y glicosidos|varios colorese.
monio en CHCl3 con [esteroidales
anhidrido acética.
7. Acido o-fosfbrice [esteroides azul - verde
y fcido fosfomolfib-
dico.
8, Cloruro de 2,3,5 - |estercides, azllcares re|manchas rojes.
trifenil tetrazolio|ductores, gliclsidos.
9. Veinillina = HBPUh esteroides varios colores.
Tabla No 1

B) Métodes Fisicos: sustancias orgfnicas con dobles ligeduras con
jugadas o arombticas absorben luz UV entre 240 y 260 nm ( luz
de onda corta), produciendose colores ceracter{sticos. En otros

casos hay sustencias orgfnicas que al hacerlas pasar por luz UV



28

a 360 nm presentan fluorescencia.

Para incrementer lo sensibilidod en la detecciln de los com -
puestos separados en place, se esdiciona sl adsorbente un come
puesto fluorescente, de tal modo que cuando la placa se¢ irrc=
dfc con luz UV, les zonas ocupades por el compuesto se obser-
van ccno menchos gscures. Por este método no se eltera el com

puesto eoraredce
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IV PARTE EXPERIMENTAL

IVe1 DESARROLLD DEL METODO,

Esta seccibn fué estructurada de la sigulente forma:

A) Para inicier el estudio y con ellp le posibilidad de alcanzer el
objetivn, primeramente se realizf una revisifin bibliografica sobre
los componentes del inyectable:

Prop., Fisices Progesterana 8, Estradiol
1, Solubilidad

agua - -
metanol + +
etanol + +
acetona + +
cloroformo + +
2, Punto de Fusifn 1219 € 191 - 196° C
3, Rot. Especifica +172 a +182 +58 a + 63
4, Max., absorbencia 240 nm en metangl 232 nm en etanol
absoluto
5. Estructura consultar page 1 consultar pag.
6. Pesc molecular 31h.24 37642
7. Estruc. Moleculer 821 H30 02 C1B H23 UCDB6 H5

B) Como segundo paso se realiz8 una evaeluscifin y eleccién del méto-

do analftico, tomanda como criterio:

1« Pocas manipulsciones de la muestra desde el inicio hasta el
final del anflisis. ’

2. Que sea fcilmente identificable.

3. Que sea reproducible,.

4, Que sea preciso.

5. Tiempo reducido de anflisis,

6. Que no requiera la adquisicibn de equipo nuevo.

Se elige la cromatograffa en cepa delgada, porque cumple con estos ~-
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requerimientos por las siguientes razones:

a) Por este mbtodo se realizen operaciones muy seguras, para obte=
rer la separacién de los dos compuestos,

b) Se identificaen fé&cilmente los compuestos por medic del Rf, sin
ser dafiados. v

c) Cuando se ha seleccionado el adsorbente y el disolvente, el mé-
todo es reproducible y preciso.

d) El tiempo requerido pera realizar el anflisis es relativamente
reducido.

g) Se requiere equipo sencillo para su realizacifine

Continuando con el desarrollo se eligif el adscrbente idbneo, te -
niendo como base el estudio del cepitule III1,2 , Se elige pare es-
te método, gel de s{lice tipo 60 FZS&' la cual no contiene yeso ni
aglutinante orgfnico, contiene un indicador luminiscente inorgini-
to no elufble, que excitado con luz UV de onda corta (para este ca
so), presenta fluorescencia intemsa, de esta forms se puede identi

ficer cada uno de los compuestos sin problema,

El eluyente constituye la parte que nos termina de definir el métg
do de separacifn de los compuestos. En este puhto es necesario rea
lizar pruebas como indica el cepf{tulo III.3 « EY utilizer uno u -~
otro disolvente o une mezcla, fu€ en funcifin de la polaridad, Para
esto se tomd como base la serie elustrbpica de Wohlleben.
Finalmente le mezcla con la que se obtuvo mejor resultado, fué ben
cina de petrflep:acetana ( 4:1 ), con doble desarrolle en la misma
direccibn, Una observacifin de gran importancia para mejorar los re
sultados, fuf la forma de splicer la muestra en ls placa. La apli-
cacién en bands da mejor poder de reseluclén gque la eplicacifin en

punto.

Una vez separados los componentes de la olucidn problema, se de-
termind cuantitativemente cada uno de ellos. Esta determinacibn -

ge realiza espectrofotométricamente,

F) Como G1tima parte fué vallidado el método. De esta manera se'recong
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cif gue el método es reproducible, precisoc y exacto. Se realizf a
tres concentraciones ( 80%, 100%, 120% ). Finalmente se repitib -
el método veinte veces con muestra problema.

Se determinaron los valores estadisticos siguientes:

a) £1 valor medio aritmético ( X ).

b) La desviacifin estandar ( s ).

c) E1 intervalo de confianza ( IC ),

d) EY coeficlente de variecifn ( CV ).

Un promedio es un valor que es tipico o representativo de un con-
Jjunto de datos. Como tales valores tienden 8 situesrse en el centro
del conjunto de los datos ordenados segdn su magnitud, los prome -
dios se conocen como medidas de centralizacifn,

La desviacibn estandar es una medido de dispersifin, la informacién
gue nos proporcionz es la variabilidad o dispersifn del conjunto -
de datos en una distribucifn normal de frecuencias.

El intervalo de confienza, se refiere a la probabilidad de que un
valor esté comprendido entre - 1,96 5X y + 1,96 SX y esta varia -
cifn sea del 95%. Con este valor estad{stico, la medida de exacti
tud de un método analftico queda definida,

€1 coeficiente de variacifin expresa (en porciento) la desviacibn
del mBtodo y con ello, reconocemos la precisifin o reproducibili--
dade

PROCEDIMIENTO

1, Preparar una cfmara para cromatogrefie en cepa d2lgada con pa=
pel filtro, colocando en forma de U dentro de la chmara. Y adi
cionar golucifn de bencina de petrfleo : acetona (4:1), La so-
lucifn deberf cubrir un minimo de 5 mm .

2. Tepar 1a chmara y esperar un tiempo minimo de 2 horas ( tiempo
de saturaclfn ).

3. Preparar una solucifn esténdar de progesterona a una concentra
citn de 5mg / ml .
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Preparar una solucifn esténdar de benzoato de estradiol a una
concentracifn de D5 mg / ml . o

Aplicer ( en banda de 5 cm de longitud y & une alture de 1,5 cm
de la orilla inferiaor de la placa ) De1 ml de solucifn esténdar
de progesterona.

Aplicar en el mismo sitio sefialado en el punto anterior 0.1 ml
de solucifin esthnder de benzosto de estrediol,

Aplicer ( dejar un espacio de 2 cm ) en banda de 5 cm de longi-
tud, 041 ml de solucifn problemas

Marcar una lfnea a 15 cm de las aplicaciones descrites en los -
puntos anteriores. '

Introducir la placa en la clmara vy esperar gue el eluyente @8 ==
scienda,

Retirar la placa de la chmara cusndo el eluyente llegue a 18 -
marca de 15 cm « Dejar eveporar el disolvente de lo placa.
Repetir los puntos 8. y 10.

12.0bservar bajo luz UV a longitud de onda de 254 nm y enmarcaer las

13.

e

15e

16,

manchas de cada una de las hormonas tanto en el estfndar camo n
en el problema. Para la progesterona se obtuvo experimentalmen-
te un Rf = 0,308 y para el benzpato de estradiol el Rf = 0,224
Raspar cade une de las manchas y depositar el polvo de cada una
de ellas en tubps pera centr{fugsa.

Adicionar 5 ml de metanol a cada uno de los tubos correspondien
tes a la progesterona ( esténdar 'y problema ).

Adicionar 2 ml de etanol asbspluto a cada uno de los tubos co =~
rrespondientes sl benzoato de estradiol ( esténdar y problems ).
Agitar ceda tubo con asgitador vibratorio y centrifugar durante

" 10 minutos.

17.

18.

1.

20,

Transferir el disolvente gue contiene laprogesterona a un matrez
aforado de 50 ml .

Transferir el disolvente que contiene el benzoatp de estradiol

a un matraz aforado de 10 ml .

Repetir cuatro veces los puntos del 1, al 18. , reuniendo las
soluciones obtenidas con cada extraccién en las correspondien-
tes matraces aforados.

Llevar al aforo con metanol en cada uno de los matraces gue co-
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* rresponden 8 la progesterona ( estfndar y problema 5.

21. Llevar sl aforo con etanol ahsoluto en cada uno de los matra-
ces gue corresponden al benzoato de estradiol ( esthndar y --
problema ). ' _.‘:]

22, Determiner espectrofotométricamente la concentracifn de;dadgf
una de lzs hormanas en lc siguiente forma: R
a) Progesterona. :

8.1 Ajustar el equipo a cero con metanol a una longitud de
onda de 240 nm .

a.2 Determiner la ebsorbancia de la splucifn esténder a la
misma longitud de onda ( Astp de

@te3 Determinar la absorbancia de la solucifn problema a la
misma longitud de onda App)'

b) Benzoato de estradiol.

be1 Ajustrar el equipo a cero con etanol ebsolutc a una -
longitud de onda de 232 nm .

be2 Determinar la absorbanciz de la splucién esténdar'a ;6
misma longitud de onda ( Aote Y i 

b.3 Determinar la absorbancia de la solucifn problemsz @ 1la
misma longitud de onda ( Ape Ye

23, Calcular la concentracidn de ceda hormona como sigue:

a) Progestercna
A
Pp
~w—— % T{tulo del esténdar de progesterona x 0,5

Astp en porciento
h) Benzoato de estradiol
Ape
x Titulo del estbndar de B, de estradiol x 0,05
A

ste en porciento.
T{tulo de la progesterona utilizada comon esténdar = 100.9 %
T{tulo del 8, de estradiol utilizado como esténdar = 98,3 %

IV,3 MATERIAL Y EQUIPO

Espectrofotémetro Bausch + Lomb 2000 o equivalente, equipado con
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celdas de 1 cm de espesor.
Centr{fuga.
Cémars cromatogrffica de 30 x 28 x 9 cm .
Gsebinete ohscuro equipado con fuente de luz UV de 254 nm .
Placas de vidrioc de 20 x 20 em con una capa de gel de sf{lice ti= -
po 60 FZS& .
Agitador mechnico.
Pipetas volumetricas de 100 microlitros,
Matraces volumetricos de 50 y 10 ml
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V' RESULTADOS Y VALIDAEIUNJDEL METODD

Con el objeto de determinar la linearided del método, esi como la pre-
cislbn y exactitud, se hicieron determinaciones adicionando diferentes
concentraciones de cada uno de los componentes y se determind el % de
recuperacifn,

V.1.1 Resultados de progesterona

Determ N mg Adicionedos mg Encontrados % Recuperado

1 40 39,48 98.7
2 40 40, 1 100,4
3 40 40,84 102.1
4 40 41,79 04,5
5 50 50,62 101.2
6 50 49,32 98,6
7 50 50, 11 100,2
8 50 49,85 99,7
9 60 58,57 97.6
0 €0 59,06 98,4
1 60 59,29 98,8
12 60 56,90 98,2

Ve1e2 Validacliéin del método para progesterona.

Concentracifn el 80% de Progesterona

Parcial Total
X ( % Recuperado) x - %)° x = )2
98,7 7.39 1.69
1004 1.04 0.16
10241 0.46 b 41
104,5 9,48 20,25
= < D142 18,37 26,51

5%a 6.12 5 =247 Sp= 1,26
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ICgqy = ¥ 4a53 : CV % = 2,43

- Concentracifn al 100% de Progesterona

Parcial Total
X (% Recuperado) X - %2 x - %)
1012 1. 64 1obls
98.6 1. 7h 1.96
100.2 0,08 0.04
99,7 0.05 0,09
X= 99,92 3.51 3.53
5% 1,17 §= 1.08 S = 0.623
=t . = .
Igey = £ 198 CU% = 1,08

Concentracifin al 120 % de Progesterona

Parcial Total
X ( % Recuperado) x - %2 (X = )2
94,8 7456 27.04
98,4 0.72 2456
98,8 1,56 144
98,2 0,42 3.24
{= 97.55 10.26 34,28
52= 3,42 §= 185  Sp= 107
Icgs% = 3.”0 CV % = 1-89
Total Total Total
X = 99,86 5= 2,42 Sg = D0.699
- +
ICggy = 99486 I 1.5

La exactitud la define el intervelo de confianze al 95%. E1 método

es exacto, un poco menos al disminuir la concentracifin.
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CV % = 2,42

Le precisifn-la define el coeficiente de variacifn. £1 método es prect
80,- un poco meros al disminuir -la concentracifin.

VeZ2.1 Resultedos délfBenznatu de Estradiol

Determ N mg Adicionados - ﬁg Encontrados %1Rgcupefédd”k

1 N 4423 05,75
2 oy Jbe3h U ADBLSD
3 b B30T

4 o b1 . 110,30

5 5 4,90 98.00

6 5 4,87 97,40

7 5 5,03 100,60

8 5 L h,95 99,00

9 6 5,87 97,90
10 6 5,91 98.48
11 6 6o 13 10220
12 6 5491 98,48

Ve2.2 Validacién del método pars Benzoato de Estradicl
Concentracién al 80% de Benzoato de Estradiul,f

Parcial . Total

X (% Recuperadn) x - i)zyrw, (X - 2)2
105,75 9,42 33.06
108.50 0.10 72425
110,75 3072 115,56
110,30 , 2,19 106.09

= 108.82 - 15.43 326,96

5% R §=2.27 S5p= , 131

1c 4,16 CV % = 2,08
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Concentracibn al 1DU%'de,9gnzoatu de Eatradiul_

: : Parcial. Total. :
X (% Recuperadn) ’ x =% (xf-fX)?'
98.00 .06 b0
9740 S 1.82 . BJ6
100.60 T 3.921‘1 L 036
99.00 - @08 . 00

X = 58,75 e SRR 5;55,_,~“.'5ﬁ2i121
5= 1295 0 8= 1386 8y = 0,806

=X 2056 DU %=L
Cggy = 256 . CUE=t41 o

i Concéntéaciﬁh'alf120

X (% Recuperado)
97.50 '
98,48
102,20
98.46

X = 99,26 o  1;|‘.;':7_,1+ '_;,;.” i _13.933
5= 3.9 '§= 198 Sp=
2363 OV % = 1099

n

ICgge =
Tetal  ~  Total ~ Total
%= 102,28 §=5.66 5y = 1.63

IC = 102.28 * 3.53

95%

La exactitud la define el intervolo de confianza al 95%. E1 método
es exacto, un poco meos al disminuir la concentrecifne. '
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CV % = 5453

La precisibn le define el coeficiente de variecibn. El método es
preciso, un poco menos al disminuir la concentracidn,

V.3 EVALUACION DE REFPRODUCIBILIDAD,
Por (ltimo dentro de ste proceso de validzzifin del mbtodo se -—-
realizaron determinaciones en diferentes muestras del producto
inyectable.

V.3s1 Progestercna.

Muestra No Contenido teoc mg Encontrados % Recuperado (X = %2

rico en mg
1 50 50.0%8 100.18 .21
2 50 49,57 99, 1 D34
3 50 49,83 99.66 0.00
4 50 49,52 99,84 0,01
5 50 50,62 101,24 2.31
6 50 50,93 101.86 4.58
i 50 . 49.85 99,70 0.00
8 50 49,32 98,64 1617
9 50 504 11 100.22 De25
10 50 48,73 97.46 - 5,10
1 50 50.50 101.00 1.64
12 50 51.02 102,04 5.38
13 50 49,64 99,28 D.19
1% 50 49,44 98,88 D0.70
15 50 49,84 99,68 0.02
16 50 49,63 99.26 0.21
17 50 48,58 . 97.96 3,10
18 50 49,95 99,90 0.03
19 50 49,48 98,95 0.58
20 50 49,81 99,62 .01

% = 49.86 99,72 25.83



40

%= 136 = 1166  Sp=0.261  IC

- CV.% = 1,169

.
gey = - De545

Ve3e2 Benzuétd:de Eétrédid;fA",‘:""‘

Muestra No V'Cohteniﬁb_Tég vfhbehﬁontréqbs %aﬂécupe;adufle;,x)g
. ri?d?éhﬁméij" ;ﬁ‘rga':x ’ wa' e b e
e
B3 .
~heBs
.89
482 -
BT
b8
5Dy
91
4,83 -
4,95
4,89
5.02
494
L.52
4,88
5.08
4,98
4e91

o102
BN
boDb
2,53
0.62
)
0.04
1493
4,88
0.15
3,96
0. 17
0.62
3.28
D04
0.0t
0.98
9,06
102

0. 15

u e o0 m & WN o

-
[=]

N QA O QA 2 a3 a &
[ T By BRSC B o S ¥ B S R W S

ad
-—
BETINT SRV ERT BEC N RNTRRT ST RV RN T TRt ST UNT ST SR ST AT

4,5295 98,59 40,75

x<i
[}

+
1.46 Sg = 0,326 ICSS% = _ (.68

s°=2.% 8

CV % = 1,48



4

perados,

rec

mg de Progesterona adicionados



recuperados

mg de B. de Estradiol

42

| .mg. adicionados . . -~ .'. mq recuperados’ . "

Sass LT
Y- S R

mg de B. de Estradiol adicionados



VI

43

CONCLUSIONES

1e

2.

3e

bl

Se

6

De scuerde a los resultados ohtenidos podemos decir que el
método es preciso y exacto ya que los datos de coeficiente
de veriasclfn e intervalo de confianza para cads una de las
técnicas de valoracibn de los princlipios activos se encuen
tran dentro de intervalos de aceptabilidad, loc que se pue-

observar en los resultados.

La técnice para la valoracibn de progesterona presenta 1i-
nearidad, lo que indica que es splicable para la determing
clbn de diferentes concentraciones de este principio acti-
Vle

La técnica para la valoracifn de benzoato de estrediol pre
genta linearidad a concentraciones sltes ( 5 < 6 mg / ml )
en cambio a concentraciones inferiores a 4 mg / ml no la -

presenta,

£l mbtodo pera valorar ambos principios actives es reprodu
cible, como lo podemos observar en los resu ltados obteni-

dos,

El método puede ser utilizado en control en proceso ya gue
el tiempo requerido para desarrollar el anflisis de los ==

dos principios activos es reducido.

Por les conclusiones anteriores se puede decir que el métg
do es confiable para el control de calidad de este produc-
to.



VII

by

BIBLIDGRAFIA

1a

2.

3e

be

5.

6.

Bush I. Elcock

THE CHROMATOGRAPHY OF STEROIDS ‘ .
Pergamon Press, New York, Oxford, London, Paris
1961 =

Stahl E.

THIN LAYER CHROMATOGRAFY

Springer - Verlag, New York, Ince
1969

Stahl E.

DRUG ANALYSIS BY CHROMATOGRAFY AND HMICROSCOPY
Ann Arbor Science, Michigan

1973

Fieser L. and Fieser M,

STERDIDS

Reinhold Publishing Corpe., New York.
1959

Goodmen and Gilman

LAS BASES FARMACOLOGICAS DE LA TERAPEUTICA
Macmillan Publishing Corp., Inc.

Sexta edicibn

1980

Jayle M. F,

ANALYSE DES STEROIDES HORMONAUX
Tome 1 Méthodes Générales
Masson et Cie, editeurs

1961



45

7. Litter, M. ,
FARMACOLOGIA EXPERIMENTAL Y CLINICA.
Editorial Ateneo, México etal.
Quinte ediclén
1975

8. Lederer, E.
CHROMATOGRAPHIE EN CHIMIE URGRNIQUE ET BIULUGIQUE
Masson et CTC ' editeura, Par{s
Vol. No 1
1959

9., Merck Reactivos.
INFORMACION SOERE CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA
E. Merck Darmstadt ( R. R. de Alemania )
1981

0. Klyne, W., etal,
STERDIDS REFERENCE COLLECTION
London, Great Britain
7 C 1) 41, 65,
1966

1. HKlyne, U,, etal.
STEROIDS REFERENCE COLLECTION
London, Great Britaln
6 ( 6 ) 605, 525.

2. Noguez, A. A,
ESPECTROSCOPIA VISIBLE Y ULTRAVIOLETA ( Seminerio )
Asociacion Farmacéutica Mexicana,. '
1981



e

1he

L6

CURSD TEDRIGO-PRACTICO DE CRGMRTUGRAFIA EN CPPA FINA I
APLICADD A LA ‘INDUSTRIA ( Quimica, Farmacéutica, Goamé
tica y elinentarias ) B Sl e
Merck México, S. A.

1981

Romén G, F. ‘ v
VLLIDACION DE. TECNICAS ANALITICAS, Seminarid )
Rsocizcifn Farmecfutico Mexicana. '
1961 )



	Portada
	Índice
	I. Introducción
	II. Generalidades sobre Esteroides
	III. Generalidades sobre Cromatográfa en Capa Delgada
	IV. Parte Experimental
	V. Resultados y Validación del Método
	VI. Conclusiones
	VII. Bibliografía



